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A amamentacdo representa integragdo imunoldgica entre a mae e o filho. O sistema
imunolégico dos recém-nascidos nao é totalmente desenvolvido e &, portanto, limitado na sua
capacidade de responder eficazmente a varios agentes infecciosos. A imunidade materna
contribui parcialmente para o desenvolvimento do sistema imunolégico do recém-nascido
(Takahata et al, 2003). A resisténcia a infeccdo desses recém-nascidos depende dos fatores de
protecdo contidos no colostro que sdo altamente direcionados para agentes infecciosos do
ambiente materno e provavelmente, sdo os encontrados pela crianga durante suas primeiras
semanas de vida e do desenvolvimento do prdéprio sistema imunoldgico (Kelly & Coutts, 2000;
Field, 2005).

As glandulas mamarias lactantes sdo parte integrante do sistema imune de mucosa, e
os anticorpos e células presentes no leite refletem a estimula¢do antigénica do Sistema Imune
Associado a Mucosa (MALT), tanto do intestino como das vias respiratdrias. Varios trabalhos
na literatura relatam que anticorpos e células do leite humano tem especificidade para uma
variedade de antigenos oriundos de patégenos intestinais e respiratdrios (Goldman, 1993).

Em estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais, ha evidéncias que o colostro e
leite humanos protegem a crianca de grande variedade de agentes potencialmente
patogénicos, em particular os que afetam o trato gastrointestinal e respiratério (Honorio-
Franca et al, 1997; Honorio-Franca et al, 2001; Fran¢a-Botelho et al, 2006; Fujimori et al, 2008;
Franca et al, 2011a). Além da protecdo passiva, ha na literatura relatos de que o colostro pode
atuar modulando o desenvolvimento imunoldgico da crianca (Garofalo, 2010).

Por outro lado, a composicdao do leite varia durante a lactacao para atender a as
necessidades do recém-nascido. Os beneficios do aleitamento materno para a crianca sdo bem
definidos na literatura e mais importante que o aleitamento exclusivo é a sua duragdo, em
anos, especialmente na prevencdo de algumas doengas (Bachour et al, 2012). O aleitamento
materno diminui risco de sindrome de morte subita (Bachour et al, 2012; Vennemann et al,
2009), doencas infecciosas (Bachour et al, 2012; Quigley et al, 2007) e, além disso, protege as
criancas de alergias (Bachour et al, 2012; Saarinen et al, 1995), pode prevenir a asma (Bachour
et al, 2012; Gdalevich et al, 2001), reduz o risco de diabete tipo 1 na infancia (Bachour et al,
2012; Agostoni et al, 2009), e também pode diminuir a ocorréncia do diabete tipo 2 (Bachour
et al, 2012; Owen et al, 2006).

O leite contém numerosos componentes adicionais com fun¢Bes nutricionais e
imunoldgicas variadas e que ainda ndao foram totalmente elucidadas, bem como as interacbes

entre estes componentes em doengas crénicas, como o diabete.
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Componentes bioquimicos do colostro

O leite materno é fundamental para a saude das criangas por ser um alimento
completo, isento de contaminacgao, perfeitamente adaptado ao metabolismo da crianga, capaz
de fornecer componentes para hidratacdo (agua) e fatores de desenvolvimento, tem efeitos
sobre o organismo da crianca, favorecendo o desenvolvimento emocional, cognitivo e do
sistema nervoso e mantém os niveis de crescimento e desenvolvimento normais (Silva et al,
2007).

A composicao quimica do colostro é varidvel com o tempo de maturacao gestacional,
com a hora do dia e tempo de mamada (inicio/fim), atende as condicBes particulares de
digestdo e é adequado ao metabolismo da crianga neste periodo da vida (Delneri et al, 1997;
Oliveira, 2005).

Entre o intervalo das mamadas sdo produzidos o leite anterior ou primeiro leite com
menor teor de gordura e leite posterior ou ultimo leite com a maior concentragao de gorduras
e calorias. Este aumento ocorre devido a estimulo hormonal da ocitocina, que induz a
contracdo e abertura das células produtoras de gordura. Além da diferenca entre a
composicdo do leite anterior e posterior ha também diferencas entre as mulheres, diferentes
mamadas e no decorrer da lactacdo (Oliveira, 2005).

Aproximadamente por sete dias apds o parto o produto da secre¢do latica da nutriz é
chamado de colostro (Almeida, 2000). E um fluido amarelado, viscoso, rico em
imunoglobulinas, proteinas, vitaminas lipossoluveis e minerais e tem mudangas nas
concentragdes de gorduras, calorias, lipideos e enzimas durante a amamentagao.

Em relagdo as quantidades de gorduras e calorias ha modifica¢bes relacionadas ao
horario da amamentacdo e a quantidade de mamadas por dia (Franga et al, 2010), os lipideos,
principalmente os triglicerideos fornecem aproximadamente 50% da energia do colostro e
diminuem no decorrer do primeiro ano de vida, variando de 3 a 5% no leite maduro
(Woolridge et al, 1990) e a enzima superdxido dismutase tem acdo antioxidante e apresenta
diferencas, em concentragdo, relativas ao tempo e periodo de lactacdo (Kasapovic et al, 2005;
Franca et al, 2010; Francga et al, 2011a).

As maes sdo consideradas fontes de nutrientes para o desenvolvimento adequado da
crianca. Deficiéncias nutricionais maternas podem levar a falta de nutrientes essenciais, com
consequéncias adversas para o bindmio mae e recém-nascido. O estado nutricional materno
deve ser avaliado durante a amamentacdo, pois pode afetar a composicdo do leite e é

importante que durante o periodo de amamentacdo, a dieta da mae deve ser bem equilibrada.
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Componentes imunolégicos do colostro

O leite materno possui inumeros fatores imunoldgicos especificos e nao especificos
entre eles anticorpos, glicoconjugados, lipideos, enzimas, componentes do complemento,
envolvidos na agdo anti-infecciosa que conferem as criancas protecdo ativa e passiva (Schroten
et al, 1999; Newburg, 1999; Hanson, 2007).

Ha varios estudos que demostram como o colostro e leite humanos protegem a
crianga contra uma grande variedade de agentes potencialmente patogénicos, doencas
imunoldgicas e também doencas tumorais (Honorio-Franga et al, 1997; Honorio-Franca et al,
2001; Franga-Botelho et al, 2006; Hanson, 2007; Franca et al, 2010; Francga et al, 2011a; Franga
et al, 2011b), porém os mecanismos de atua¢do destes fatores ainda sdo parcialmente
compreendidos. Estudos realizados em diferentes paises em desenvolvimento tém permitido
observar que quanto menor for o tempo do inicio do aleitamento, maior é a reduc¢do da
mortalidade infantil (Edmond et al, 2006) e que os componentes soltveis e celulares presentes
no colostro sdo importantes na prevencdo deste processo e provavelmente atuem em
conjunto para proteger o recém-nascido de infec¢des (Honorio-Franca et al, 1997; Honorio-
Franca et al, 2001; Franca-Botelho et al, 2006; Franca et al, 2010, Morceli et al, 2011; Franca et
al, 2011a; Franga et al, 2011b).

Entre os componentes sollveis presentes no colostro, o agente protetor em maior
concentracgdo é a imunoglobulina A do tipo secretdria (SlgA). Esta proteina tem a capacidade
de se ligar aos microrganismos na mucosa intestinal e, desta maneira, impedir a aderéncia
destes a superficie da mucosa (Solérzano-Santos et al, 1993). A IgA no colostro se encontra
predominantemente na sua forma dimérica (11S), é produzida por plasmdécitos presentes na
lamina proépria da glandula mamaria, cujas subunidades estdo associadas pela por¢do Fc a
cadeia polipeptidica J ("de joining"). Ao passar pela célula epitelial liga-se a um receptor (poli
IgR), parte do qual é secretado no lumen junto com a imunoglobulina, denominado
componente secretor ou pecga secretdria (SC).

A SlgA é relativamente resistente a degradacao enzimatica e por isso atua localmente
no intestino do recém-nascido como primeira linha de defesa dirigida a antigenos estranhos.
Esta classe de anticorpos age nos ligantes dos patdgenos no trato gastrointestinal, prevenindo
sua aderéncia as células da mucosa (Ogra &Karson, 1970; Hanson, 2007). A especificidade dos
anticorpos IgA no leite humano é um reflexo dos antigenos entéricos e respiratérios da mae, o
que proporciona protegdo a crianga para os patdgenos prevalentes no meio em que a crianga
estd inserida (Franca et al, 2011a; Franca et al, 2011b). Recém-nascidos e lactentes sdo mais

vulnerdveis a infeccbes, devido a imaturidade do sistema imunolégico e a maior
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permeabilidade intestinal. Assim, durante esse periodo critico de relativa incompeténcia
imunoldgica, o leite apresenta atributos de qualidade frente as suas necessidades
imunobioldgicas.

Ha outros isotipos de imunoglobulinas presentes no colostro como a IgG, I1gM e a IgE,
porém em menor concentracdo (Barros, 1977; Bahna et al, 1988).

As proteinas do sistema complemento, em especial C3 e C4 e os oligossacarideos
nitrogenados também estdo presentes na composicao do colostro. As proteinas do sistema
complemento tém atividade de opsonizagdo (Honorio-Franca et al, 1997) com concentracdes
variadas em rela¢do a hora do dia e do estagio de maturagdo do leite (Franca et al, 2010) e os
oligossacarideos nitrogenados possibilitam a instalacdo da flora bifida que impede, por acdo
seletiva, face a sua elevada competitividade, que novas bactérias recém-chegadas a luz do
intestino e os potenciais agentes patogénicos da diarréia, como a E. coli, dentre outras
enterobactérias, colonizem o trato intestinal do recém-nascido (Novak et al, 2001).

O colostro apresenta ainda componentes bioativos como as citocinas (Kverka et al,
2007; Meki et al, 2003; Lonnerdal, 2003; Garofalo, 2010), lisozima (Lonnerdal, 2003; Marek et
al, 2003), probidticos (Newburg, 2005), fatores antioxidante (Friel et al, 2008; Lindmark-
Mansson & Akesson, 2000), glucanas (Newburg, 2005) como lactoaderina (Shahriar et al, 2006;
Marek et al, 2003), lactoferina (Ogundele et al, 2000; Bessler et al, 2006) e transferrina
(Goldman, 1993; Goldman, 2002) entre outros componentes produzidos pelo sistema imune
materno. Possui também varios hormonios (Miralles et al, 2006; Lonnerdal, 2000; Abdulla et
al, 2005; Lamounier et al, 2001; Fagundes et al, 2012).

Entre os hormdnios, destacam-se a presenca de melatonina (llinerova et al, 1993). A
melatonina é sintetizada pela glandula pineal (Claustrat et al, 2005). Possui papel importante
no controle do ritmo circadiano e apresenta também outras a¢Ges protetoras (Botelho-Franca
et al, 2011). Estudos demonstram que a melatonina pode aumentar a imunidade inata e a
adquirida (Poon et al, 1994; Botelho-Franca et al, 2011) e estimular também células imunes
inatas, principalmente leucdcitos, o que representa um importante mecanismo de protecdo
para infec¢des (Botelho-Francga et al, 2011).

O colostro difere da maioria das secregdes por conter leucdcitos vidveis (10° cel/ml
durante os primeiros dias de lactacdo) (Islam et al,2006), com quantidade e atividade
comparaveis as leucécitos do sangue (Bhaskaram & Reddy, 1981; Honorio-Franga, et al, 1997).

Macréfagos do colostro tém atividade fagocitaria e receptor de SIgA (Robinson et al
1991; Rivas et al 1994). Sdo capazes de produzir radicais livres do oxigénio (Tsuda et al,
1984;Honorio-Franca et al, 1997; Franca et al, 2011a), contem IgA de superficie (Franga et al,

2011b) e IgA intra-citoplasmatica (Brandtzaeg, 2003). Expressam marcadores de ativacdo como
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CD11c e podem modular a funcdo de linfécitos B e T (Rivas et al, 1994). Os neutrdfilos, por sua
vez, quando ndo estimulado apresentam menor atividade funcional (Thorpe et al, 1986;
Honorio-Franga et al, 1997) e expressam receptor FcaR (Isoforma a.l) sem associa¢do da
subunidade ¥, apresentam menor atividade microbicida, e provavelmente atuem como
mediadores anti-inflamatdrios (Honorio-Franca, 2001).Por apresentarem menor atividade
funcional quando secretado no leite, acredita-se que a principal fungdo dos neutréfilos esta
associada a efeitos maternos (Field, 2005).

O papel do colostro nas infec¢oes

O sistema imune de mucosa contem numerosos fatores bioquimicos, imunoldgicos e
células imunocompetentes, capazes de produzir radicais livres e que interagem entre si, entre
as células de mucosa de ambos os tratos respiratério e gastrointestinal. A diferenciacdo de
células imunocompetentes em membranas mucosas é mediada por antigenos em locus.
Subsequentemente, as células migram para os nédulos linfaticos regionais e em seguida para
os nédulos linfaticos mesentéricos, que entram na circulacdo pelo canal toracico para atingir
outras membranas mucosas, onde permanecem prontas para serem estimuladas e sintetizar a
IgA (Goldman, 2002).

Imediatamente apds o nascimento ha vdrias cepas de bactérias que passam colonizar o
trato respiratério e gastrointestinal, constituindo a microbiota normal do recém-nascido. No
entanto, quando ha desequilibrio na microbiota, algumas bactérias podem causar graves
doencgas intestinais e ou respiratorias. A diarréia aguda é a segunda causa mais comum de
morte entre criangas nos paises em desenvolvimento e de nivel sdcio-econémico baixo (Kosek
et al, 2003). Entre as bactérias destacam-se a Escherichia coli (Meraz et al, 2006) que sdo
classificadas de acordo com as propriedades de viruléncia: enterotoxicogénica (ETEC),
enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), e enteroagregativa
(EAEC) (Nataro & Kaper, 1998; Robins-Browne & Hartland, 2002).

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é um exemplo de micro-organismo cujo
mecanismo patogénico pode levar a perda do equilibrio da microbiota (Carneiro-Sampaio et al,
1996). A infecgdo por EPEC inicia-se pela simples aderéncia da bactéria a superficie de mucosa
intestinal, sem invasdo tecidual ou a liberacdo de toxinas. A patogénese da EPEC é uma
sequéncia de eventos que comeg¢a com a ligacdo da bactéria a micro vilosidades dos
enterdcitos, possivelmente mediada por uma adesina bacteriana denominada Bundle Forming
Pili (BFP), codificada por um gene plasmidial (Giron et al, 1991). Apds hda altera¢des
metabdlicas nos enterdcitos com aumento de niveis de calcio e ha a ligagdo entre as bactérias

e as células epiteliais, através de outra adesina bacteriana, uma proteina de 94 KDa,
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denominada intimina, que determina a aderéncia e o desaparecimento das micro vilosidades
dos enterdcitos (Law, 1994).

A SIgA do colostro é capaz de inibir a aderéncia dos diferentes sorotipos de EPEC
(Carbonare et al, 2005), e EAEC (De Araujo & Giugliano,2001), ETEC e a invasdo da EIEC
(Carbonare et al, 2005), enquanto IgA proporciona uma protec¢do para gastroenterite induzida
por toxina (Cruz et al, 1988) e liga-se a antigenos de fatores de colonizacdo impedindo a sua
acdo (Corréa et al, 2006).

Oligossacarideos, glicoproteinas e glicolipidos, também aparecem inibir a aderéncia de
EPEC (De Araujo & Giugliano, 2001; Newburg et al, 2004; Morrow et al, 2005.) e ligam-se a
fatores de coloniza¢do para impedira adesdo de linhagens de ETEC a receptores da célula
hospedeira (Oliveira et al, 2001). O componente secretor da IgA, em sua forma livre também
atua como fator importante de defesa para agentes bacterianos patogénicos (Bessler et al,
2006).

Estudos também relatam que os fagdcitos mononucleares do colostro tem atividade
bactericida para EPEC equivalente aos fagdcitos do sangue periférico (Hondrio-Franca et al,
1997; Schroten et al, 2000), e sugerem que o mecanismos de fagocitose das células do colostro
é dependente da acdo de opsoninas. Este mecanismo de acdo dos fagécitos do colostro
também protegem o recém-nascido de outros agentes patogénicos que causam diarréia em
conjunto com os componentes sollveis presentes no préprio colostro (Franga-Botelho et al,
2006; Franga et al, 2011a; Franca et al, 2012) e a atividade funcional destas células pode ser

um mecanismo adicional de protegao para as infec¢Ges por enterobactérias.

Interages entre componentes soluveis e celulares do colostro
A fagocitose é um dos principais mecanismos de defesa frente as infec¢des
bacterianas. Durante a fagocitose ocorre processo oxidativo com a producdo de derivados do
oxigénio (Assad et al, 1994). Metabolitos ativos de oxigénio, tais como o anion superéxido (O,),
peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxilo (OH) contribuem decisivamente para a
destruicdo de microrganismos (Kappar et al, 1995; Honorio-Franca et al, 2001; Franga-Botelho
et al, 2010; Franca et al, 2011b). Este fenébmeno bioldgico inicia-se com a adesdo do
microrganismo aos fagdcitos, através de receptores ndao especificos ou especificos para
proteinas presentes no soro ou no sobrenadante de colostro. Entre estes fatores, existem
anticorpos, em particular a SIgA e proteinas do sistema do complemento (Honorio-Franca et al,
1997; Hanson et al, 2007).
Os fagdcitos do colostro expressam receptores para a por¢ao Fcex (CD89) (Patry et al,

1996; Honorio-Franga et al, 2001; Monteiro et al, 2003). Estudos sobre a natureza molecular
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do receptor para a regido Fc de IgA presente na superficie dos fagécitos mostraram que este
receptor é constituido por uma proteina heterogénea, glicosilada, com tamanhos que variam
de 55 a 100 KDa (Chevalier et al, 1989; Vidarsson et al, 1998; Honorio-Franga et al, 2001;
Monteiro et al, 2003). O FcextR em fagdcitos do colostro foi identificado com peso molecular de
(55-75 KDa) semelhante aos dos fagdcitos do sangue (Monteiro, 2003). A interacdo da IgA e
seu receptor FcitR (CD89) ativa os mecanismos intracelulares resultando no aumento da
fagocitose, liberagdo de adnion superdxido e da atividade microbicida (Honorio-Franca et al,
1997; Franca et al, 2011b).

A fagocitose tem inicio com adesdo de bactérias previamente opsonizada pela IgA e se
liga ao receptor CD89 presentes na superficie do fagécito. Com a entrada dos microrganismos
ocorre ativagao do sistema NADPH oxidase e a partir do oxigénio, hd a geracdo o anion de
superoéxido. Este radical superéxido é rapidamente metabolizado gerando outros metabdlitos
ativos do oxigénio, que potencialmente atuam na atividade citotdxica e antimicrobiana de
fagécitos das mucosas (Honorio-Franga et al, 1997; Honorio-Franga et al, 2001; Franga-Botelho
et al, 2006; Franca et al, 2011b; Franca-Botelho et al, 2011; Franca et al, 2012). O modelo
hipotético do mecanismo bactericida via IgA-Fctx esta esquematizado na Figura 1 (Anexo 1).

Ha outros fatores importantes na ativacdao de fagdcitos. Entre eles, destacam-se os
fatores derivados de plantas e seus extratos (Scherer et al, 2011; Reinaque et al, 2012), bem
como hormonios (Fagundes et al, 2012) em particular, o hormdénio melatonina.

Na literatura ha evidéncias da importancia dos horménios como potentes agentes
imunomoduladores que melhoram a atividade funcional de células (lanas et al, 1991; Honorio-
Franca et al, 2009). A melatonina é um horménio secretado pela glandula pineal, e as suas
acOes benéficas foi associada a capacidade de remover radicais livres e aumentar a atividade
antioxidante, porém suas func¢des ainda sdo parcialmente compreendidas. A melatonina pode
ligar-se a fagdcitos e determinar varios processos oxidativos no organismo (Kuhlwein et al,
2001). Dependendo da dose a melatonina pode ter efeito antioxidante (Vanecek et al, 1999;
Reiter et al, 2000) ou exercer efeitos pro-oxidativo (lands, 1991).

A melatonina estimula a liberacdo de metabolitos ativos do oxigénio pelos fagécitos do
colostro e modula a atividade funcional destas células (lanas et al, 1991). Os mecanismos pelos
quais a melatonina influencia a funcdo imunolédgica envolvem a participacdo de outros
hormonios, citocinas e receptores especificos (Rogers et al, 1997; Pandi-Perumal et al, 2008;
Peschke et al, 2012).

Estudos sobre afinidade de vdrios andlogos da melatonina indicam que os grupos 5-
metoxi-n-acetil sdo necessarios para interagdo do hormonio ao seu receptor. Com a introducdo

do composto (2-1125)-melatonina como marcador foi identificado trés tipos de receptores,
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MT-1, MT-2 e MT-3, com especificidade para a melatonina e N-acetil-Serotonina (Sugden et al,
2004). Ao utilizar o N-acetil-Serotonina (NAS) que é um precursor da melatonina com elevada
afinidade para o seu receptor, observa-se que ha aumento na liberagao anion superdxido e
que esta interacdo aumentou também a atividade fagocitica e microbicida. Esta interacao foi
confirmada através da utilizacdo de um antagonista do receptor da melatonina especifico para
o MT-3, o methoxicarbonilamina-N-acetiltriptamina (MCA-NAT) (Pickering et al, 1992; Reppert
et al, 1996; Le Gouic et al; 1997; Dubocovich et al; 1998), que aumentou liberagdo anion
superoxido, a fagocitose e a atividade microbicida dos fagdcitos do colostro e do sangue. O uso
de antagonista competitivo da melatonina — Luzindol (Dubocovich et al, 1998), foi capaz de
bloquear a interacdo melatonina-receptor e determinou menor atividade fagocitaria destas
células (Jockers et al, 2008).

O mecanismo pelo qual a melatonina interage com o receptor MT-3 presente na
superficie de fagdcitos do colostro e no sangue, aumentando a atividade funcional dos
fagécitos esta descrito na Figura 2 (Anexo 2).

As interacdes entre anticorpos e hormoOnios podem ser um mecanismo importante
para a defesa do sistema imune de mucosa. A chave de interacbes entre as células e
receptores sugerem um mecanismo adicional para protecdao de infeccOes respiratérias e

gastrointestinais.

Influéncia da hiperglicemia sobre a imunidade materna e o colostro

O aleitamento materno é recomendado por numerosas agéncias de saude como
alimento ideal durante o primeiro ano de vida, por causa de seus multiplos beneficios
imediatos e em longo prazo (ADA, 2009). A literatura tem reportado a relacdo entre
amamentacdo e o desenvolvimento de algumas doengas, incluindo a obesidade e diabete
(Taylor et al, 2005).

Diabetes mellitus é doenca metabdlica caracterizada por niveis elevados de glicose no
sangue. E o resultado da auséncia ou insuficiéncia de secrecio de insulina do pancreas, com ou
sem comprometimento concomitante de acdo da insulina (ADA, 2012) e tem sido associada a
alteracGes no metabolismo (Balda & Pacheco-Silva 1999). Esta complicacdo pode preceder a
gestacdo, como nas portadoras de Diabete Melito tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). Quando
identificada na gestacdo, é reconhecida como DM Gestacional (ADA, 2012).

Ha crescente interesse em compreender os efeitos do aleitamento materno sobre o
diabete, bem como o0s mecanismos envolvidos. Varios estudos demostram o papel do
aleitamento materno na promocado do crescimento e protecdo para infeccbes e doengas como

diabete (Taylor et al, 2005; Franca et al 2011b; Morceli et al, 2011; Franca et al, 2012). A
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amamentacdo pode modificar a evolucdo natural do DM1 por proteger contra certo nimero
de doencas virais, impedindo ou retardando o inicio da doenca (Bognetti et al, 1992) e
também ¢é associada a melhores desfechos maternos, tais como , menor risco de cancer de
mama e de ovério, e DM2 (ADA, 2009).

A curta duracdo na amamentacdo seguida pela introducdo precoce de leite bovino é
fator de risco para o DM1 em criangas (Gerstein et al, 1996) e a falta de amamentacdo
também aumenta o risco de DM1 (Malcova et al, 2006), enquanto que a amamentacdo
prolongada provavelmente reduz o risco de DM2 no futuro (Stuebe et al, 2005).

Os componentes do leite humano e as caracteristicas fisiopatoldgicas maternas ainda é
uma questdo controversa. Alguns estudos sugerem que caracteristicas maternas causam
variagdes nos componentes do colostro e do leite, enquanto outros relataram que essas
mudancas dependem do estado nutricional materno ou de doengas prévias (FNB, 2000;
Olivares et al, 2007). Na literatura estudos buscam elucidar os efeitos do metabolismo da
glicose materna e a lactacdo, mas pouco se sabe sobre os componentes imunoldgicos no
colostro de nutrizes que tiveram gesta¢des complicadas por disturbios hiperglicémicos. Niveis
elevados de glicose podem atuar no metabolismo oxidativo celular alterando a liberacdo de
enzimas, a producdo de espécies reativas de oxigénio e a atividade funcional de células (Franga
et al, 2011b).

O controle glicémico inadequado durante a gestacdo altera as fases da lactogénese,
dificultando a amamentacdo (Oliveira et al, 2008). Essas altera¢gdes metabdlicas podem
interferir na composi¢cdo e nos mecanismos imunolégicas do colostro e leite de nutrizes
hiperglicémicas.

A hiperglicemia materna determina alteracdo na composicdo bioquimica e imunoldgica
do colostro (Franga et al, 2011b; Morceli et al, 2011; Franga et al, 2012). O colostro de nutrizes
diabéticas apresenta maior concentragdo de glicose, proteina total e lipase e menor conteudo
de gordura, de anticorpos da classe IgA e IgG, de proteinas do sistema complemento e menor
atividade funcional de fagécitos, Figura 3 (Anexo3) (Morceli et al, 2011; Francga et al, 2011b).
Assim, o controle glicémico adequado em maes diabéticas é fundamental para corrigir
eventuais anormalidades na composi¢cdo do leite (Vanbeusekom et al, 1993; Morceli et al,
2011).

Nao foram encontrados na literatura estudos com o hormonio melatonina no colostro
de nutrizes hiperglicémicas. No entanto, sabe-se que a melatonina afeta o metabolismo da
glicose (Peschke et al, 2010; Peschke et al, 2012; Korkmaz et al, 2009). Os pacientes diabéticos
tém menores niveis de melatonina no soro no periodo diurno e maior expressao de receptores

de melatonina no pancreas (Tutuncu et al, 2005; Peschke 2008). O papel da melatonina em
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prevenir ou retardar o inicio do diabete, no entanto, ndo estd bem estabelecido, porque os
estudos que demostram os efeitos benéficos da melatonina foram realizados depois do
desenvolvimento de manifestagdo clinica da doenca. (Hussain et al, 2006; Kadhim et al, 2006).
Além disso, as acdes da melatonina sobre a fisiologia enddcrina do pancreas, incluindo a
provavel reducdo na incidéncia do diabete ndo sdo bem descritos (Peschke, 2008).

Por outro lado, as glandulas mamarias lactantes sao parte integrante do sistema imune
de mucosa (Brandtzaeg, 2010). Como os componentes imunoldgicos que sdo conferidos
através do aleitamento materno representam todo o repertério imunoldgico vivenciado pela
mae, 0 grau em que estes componentes imunoldgicos atuam depende da duragdo, frequéncia
e exclusividade da amamentag¢do. Assim, um adequado tempo de amamentagao pode ser
importante para maes hiperglicémicas. Apesar das alteragdes em componentes bioquimicos e
imunoldgicos, as mulheres com diabete devem ser encorajados a amamentar e prolongar o
tempo de amamentagdo, pois o leite é uma excelente fonte de nutrientes e componentes
imunoldgicos, e ainda as taxas de desenvolvimento de criancas amamentadas estdo

relacionadas com a quantidade total de leite que consomem e o tempo de amamentacao.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade funcional de fagdcitos do leite de maes hiperglicémicas leve e diabéticas e

suas interagdes com anticorpos IgA e o hormonio melatonina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Analisar a concentragdo de proteinas totais, anticorpos (IgA, 1gG e IgM) e proteinas do

sistema complemento (C3 e C4) no sobrenadante de colostro e no sangue;

Analisar a composi¢cdo bioquimica de enzimas (SOD, lipase, amilase) e de gorduras e

calorias no sobrenadante de colostro e no sangue;

Analisar a ativagdo celular no colostro, através da liberagdo do anion superéxido na

presencga de IgA e Melatonina;

Avaliar a fagocitose, a atividade microbicida e o mecanismo de ativagdo dos fagdcitos

do colostro, na presenca de IgA e Melatonina;

Avaliar o mecanismo de ativacdo dos fagdcitos do colostro via IgA-receptor CD89 e via

Melatonina-Receptor.
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DESENHO E LOCAL DO ESTUDO

Estudo prospectivo, tipo corte transversal, realizado no Servico Especializado de Diabete e
Gravidez da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP (FMB-UNESP), referéncia para as

gestacdes complicadas por diabete e hiperglicemia gestacional leve.

TAMANHO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho amostral considerou-se a diferenca das médias de hemoglobina
glicada entre os grupos hiperglicemia gestacional leve e diabete mellitus gestacional, pela
menor distancia entre os resultados e o maior tamanho da amostra. Assumindo uma perda de
seguimento da ordem de 10% e corrigindo para os efeitos dos erros a (1%) e B (20%)

atribuidos ao estudo, estimou-se a necessidade de avaliar, no minimo, 30 gestantes por grupo.

VARIAVEIS

Varidveis de Controle

a) Presenca (sim) ou auséncia (ndo) de tabagismo e de hipertensdo arterial (NHBPEP,
2000);
b) Idade gestacional, em semanas completas, na entrada do protocolo de tratamento do
Servigo;
c) Média glicémica mantida na gestacdo, categorizada em adequada (MG <120mg/dL) e
inadequada (MG 2120mg/dL) (Rudge et al, 1995; Rudge et al, 2000);

d) Tipo de diabete e disturbios hiperglicémicos.
Varidveis Independentes
Grupos de gestantes:

a) ND (ndo diabéticas com fator de risco para diabete gestacional) (TTG100g e PG
normais).
b) HGL (hiperglicemia gestacional leve) (TTG100g normal e PG alterado);

c) DM (diabete melito, gestacional, ou clinico tipo 1 e tipo 2) (TTG100g e PG alterados);
Varidveis Dependentes

a) Determinacdo da concentracdo de proteinas totais, proteinas do sistema
complemento (C3 e C4)e anticorpos (IgA, IgG e IgM) no sangue e sobrenadante de
colostro de maes hiperglicémicas;

b) Determinagdo da composicdo de enzimas (SOD, lipase, amilase) e de gorduras e

calorias no sangue e sobrenadante de colostro de maes hiperglicémicas;
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c¢) Determinacdo da fagocitose e atividade microbicida pelas células do colostro na
presenca de bactéria opsonizada pela IgA;

d) Determinagdo da fagocitose, atividade microbicida pelas células do colostro
estimuladas por melatonina na presenca de bactéria;

e) Determinacdo dos mecanismos de interacdo entre IgA-receptor e melatonina-

receptor.

SELECAO DOS SUJEITOS
Identifica¢do dos sujeitos

As gestantes com potencial para a inclusdo no estudo foram identificadas no Ambulatério
Especializado de Diabete e Gravidez e na Maternidade do Hospital de Clinicas da FMB/UNESP.
Para isso foi desenvolvido protocolo especifico, considerando os critérios de inclusdo, exclusao
e descontinuidade pré-definidos. Diante de um caso elegivel, o pesquisador principal explicava
0s objetivos e as técnicas de coleta de sangue e de obtencado do colostro e, se de acordo com a

participacdo, a gestante assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Os critérios de inclusdo, exclusdo e descontinuidade estdao descritos a seguir.
Critérios de Inclusdo

a. Ser classificada nos grupos definidos no delineamento do estudo;
b. Idade gestacional minima de entrada no protocolo de tratamento de 30 semanas, para
as portadoras de HGL e DMG, e de 20 semanas paraas DM 1 e 2;

16/7

c. ldade gestacional no parto entre 37 a 4 semanas, reagles soroldgicas negativas

para hepatite, HIV e sifilis;
d. Realizar assisténcia pré-natal e parto no Servico;

e. Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Critérios de Excluséo

a. Gravidezgemelar;

b. Malformacgdes fetais.
Critérios de Descontinuidade
a) Abandono do pré-natal no Servico;
b) Malformacao fetal diagnosticada no momento do parto;

c) Perda de dados relativos ao parto e ao periodo neonatal.



Atividade funcional de fagocitos do leite de mdes fipperglicémicas leve e diabelicas e sua regulacdo

neuroimunoendocrinologica - -nteragdes com IgA e melatonina

TECNICAS DE COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
Métodos de coleta e avaliagdo

A coleta de sangue materno foi realizada entre 37 a 42 semanas de gestacdo, em tubos
Vacutainer. O colostro foi coletado manualmente, com técnica adequada, sempre no periodo
da manha e no intervalo entre duas mamadas, no periodo correspondente entre 48 a 72 horas
apos o parto. A quantidade maxima de sangue e colostro coletada foi de 15 ml. Essas técnicas

seguiram as orientag¢des protocolares das boas praticas clinicas.
Média glicémica da gestagédio

Foi calculada pela média aritmética de todas as dosagens de glicemia plasmatica observadas
nos perfis glicEmicos realizados durante a gestacao: (i) a partir do diagndstico realizado entre a
242 e a 282 semana de gestagdo para os grupos: HGL e DM e (ii) a partir da primeira consulta
de pré-natal para gestantes com DM prévio a gesta¢do (DM1 e DM2). Como a Média Glicémica
(MG) da gestacgdo é marcador da qualidade do controle glicEmico materno, todos os resultados
obtidos no estudo foram ajustados pelos niveis da média glicémica obtida nos diferentes
grupos, categorizados em MG < 120 mg/dL (controle adequado) e MG > 120 mg/dL (Rudge et
al, 2000).

Métodos de processamento e andlises das amostras
Obtengdo do soro

As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 160G a temperatura ambiente. O
soro foi separado e armazenado a -80°C para anadlises posteriores.

Obtengdo do sobrenadante do colostro

As amostras de colostro foram centrifugadas por 10 minutos a 160G sob-refrigeracdo a 4°C,

separando-as em trés fases: o "botdo" celular, a por¢do fluida intermediaria e a camada

superior de gordura. A camada superior composta de gordura foi desprezada, o sobrenadante

(porcdo fluida) foi reservado para posterior analise e, o "botdo" celular, conservado para a

avaliacdo da atividade funcional dos fagécitos.
Determinagdo dos niveis de glicose

Os niveis de glicose foram determinados pelo método enzimatico. Para isso, utilizou-se 20uL
de sobrenadante de colostro, soro e o padrdo (concentracdo 100 mg / dL - Doles) e foram
colocados em solugdo tampdo fosfato 2,0 mL a 05 M, pH7.45, (contendo 0.03mm amino-

antipiridina, 15 mM de hidroxibenzoato de sddio, 12U/L glicose e 0,8 U/L oxidase peroxidase).
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As suspensdes foram misturadas e incubadas por 5 min a 37°C. As reacdes foram lidas em

espectrofotdmetro na faixa de DDO a 510 nm.
Determinag¢do da concentragdo de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método colorimétrico. Foram pipetados 20yl de
amostras de colostro, soro e o padrio (concentragdo de 4g/dL - Labtest) e colocados em 1,0
mL de reagente Bioret (ions de cobre em meio alcalino). As suspensdes foram misturadas e
incubadas por 10 min a 37°C. A seguir as rea¢des foram lidas em espectrofotdmetro na faixa

de DDO a 545 nm.
Determinag¢do da concentragdo de amilase

Amilase foi determinada pelo método colorimétrico. Foram pipetados 500uL de substrato
(amido de 0,4 g/l + tampdo fosfato 100nmol/L, pH 7,0) e incubado por 2 min a 37°C. As
amostras de colostro e soro (10pL) foram incubadas com o substrato por 7 min a 37°C. Apds
este periodo, 500 mL de solu¢do de iodo foram adicionados (50mmol/L). As suspens&es foram
misturadas e a leitura realizada em espectrofotémetro na faixa de DDO a 660 nm. Foi realizado

ensaio de controle utilizando-se apenas o substrato e iodo.
Determinagdo da concentragdo de lipase

A lipase foi determinada pelo método colorimétrico. Amostras de 1 ml de colostro e de soro
foram misturadas com o tamp3o Tris (100 mmol/L de metano hidroximetilamina pH 8.5, fluér
fenilmetil sulfonil 8 mmol/L, 3 mmol/L de acido ditionitrobenzdico - DTNB e 100 mmol/L de
acetato de sddio, pH 6,0) e incubadas por 2 min a 37°C. Apds esse periodo, 100 ml de
tributitato de propanol piridina (20 mmol/L e surfactante) foram adicionados a solugdo e
agitados por 30 min a 37°C. Apds adicionou-se 2,0 mL de acetona (PA), as suspenc¢des foram
homogeneizadas e mantidas em temperatura ambiente por 3 min. Em seguida foram
centrifugadas a 400G durante 5 min e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro, na faixa de
DDO a 410 nm. Foi realizado ensaio de controle sem fluor fenilmetil sulfonil (inibidor

enzimatico).
Determinag¢do da concentragdo da superoxido dismutase (CuZn-SOD)

A andlise da enzima CuZn-SOD foi realizada pelo o método de reducdao do “Nitro Blue
Tetrazolium” (NBT — Sigma - Novelli et al, 1993). Amostras de colostro, sangue foram colocadas
em tubos de vidro e tubos padrdo e branco. O volume para cada amostra foi de 0,5 ml. No
tubo padrdao adiciou-se 0,5 ml de solugdo hidro alcdolica e em todos os tubos foram

adicionados 0,5 ml de soluc¢do cloroformio-etanol (proporgdo 1:1) e 0,5 mL da mistura reativa

32



Atividade funcional de fagocitos do leite de mdes fipperglicémicas leve e diabelicas e sua regulacdo

neuroimunoendocrinologica - -nteragdes com IgA e melatonina

(NBT e EDTA). Em seguida acrescentou-se 2,0 ml de solugdo carbonato-hidroxilamina pH 10.2

no padrao e nas amostras.

Todos os tubos permaneceram em repouso durante 15 minutos. A leitura foi realizada
espectrofotémetro, na faixa de DDO a 560nm, acertando o zero com a mistura reativa. Para

determinar os resultados superodxido dismutase (SOD) utilizou-se a férmula:

CuZn SOD-= (Ab padrdo - Ab amostra / Ab padrdo) x 100 =% de reduc¢do de NBT / CuZn - SOD.

Os resultados foram expressos em unidades internacionais (Ul) de CuZn-SOD.
Determinagdo do teor de gordura e da concentragdo de calorias

As amostras de colostro foram aquecidas a 40°C por 15 minutos em banho-maria e
submetidasa agitagdo. Os tubos capilares (2 pl) foram preenchidos com cerca de % da amostra,
selados com lacre e, em seguida, centrifugado por 15 min. A centrifugacdo separou as

amostras em forma de creme e soro.

—» Creme

— Soro

Coluna Total

—» Massa Seladora

A coluna de creme e a coluna total foram medidas, e o teor de gordura e calorias calculadas

pelas seguintes férmulas:
1. Teor de Gordura = % creme (mm) - 0.59 / 1.46,
onde a % creme = coluna de creme (mm) x 100/ coluna total (mm);
2. Kcal / L=(66.8 x % creme) + 290.

Determinagdo das concentragoes de IgA, IgM e IgG

As concentracGes de IgA, 1gG e IgM no soro e no colostro foram determinadas por
imunodifusdo radial quantitativa (RID) de acordo com a técnica de Mancini et al (1965). Tubos
contendo 10 ml de agarose 1% foram aquecidos até a fusdo em banho-maria, e a seguir
transferidos para banho a 56°C para estabilizar a temperatura. Os anticorpos foram
adicionados a agarose e misturados por inversdo do tubo. As misturas foram colocadas entre
duas placas de vidro, separadas por um espacador. Apds a solidificagdo, as placas foram

perfuradas e as amostras aplicadas.
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Para a determinacdo de IgA, IgG e IgM do colostro e do soro utilizou-se a curva padrao

Kallestad.

Determinag¢éo da concentragdo de C3 e C4

As concentracbes de C3 e C4 presentes no colostro e sangue foram determinadas pelo método
de turbidimetria. Amostras de colostro foram diluidas 1:12 (v / v) com solugdo salina (9 g/ 1),
os niveis de C3 e C4 foram determinados utilizando-se soros anti-C3 e anti-C4 (Bioclin). A curva
padrdo de calibragdo foi obtida pelo Multical (Bioclin). As suspensGes foram misturadas e
incubadas a 37°C por 15 min. As reacdes foram lidas em espectrofotdmetro,na faixa de DDO a

340 nm.
Dosagem do horménio melatonina pelo método imunoenzimdtico

Para a dosagem do horménio melatonina foi utilizado o Kit Melatonin ELISA (IBL). A extracado
da melatonina foi realizada pelo método de cromatografia de afinidade utilizando colunas
padronizadas. As colunas foram colocadas em tubos de vidro e centrifugadas duas vezes com 1
ml de metanol (1 min. - 200g). A seguir as colunas foram lavadas 2 vezes com agua bidestilada
(1 min- 200g). Apds a preparagdo das colunas 0,5 ml dos padrdes, controles e das amostras
foram aplicados e centrifugados por 1 minuto a 200g. Apds aplicacdo das amostras e padroes
as colunas foram novamente lavadas com 1,0 ml de metanol a 10 % por 1 min a 500G. A seguir
realizou-se a extracdo do eluato contendo o hormdnio melatonina, pela adi¢cao de 1,0 ml de
metanol a 200G. Apds a obtencdo do eluato, realizou-se a evaporag¢do do metanol através de
centrifuga evaporadora (speed-vac). O material foi reconstituido com 0,15m| de 4&gua
bidestilada sob agitacdo durante 1 min. e imediatamente analisado. 50 pl de cada padrao,
controle e amostras de colostro e leite foram colocados em placa de ELISA com 50 pl de
melatonina-biotina em cada po¢o com 50 pl de anti-soro. A placa foi incubada a 4°C durante
20 horas. Apds este periodo o sobrenadante foi descartado, a placa foi lavada 3 vezes com
tampdo de lavagem e colocou-se 150 il da enzima conjugada. Apds 120 min de incubacgdo a
temperatura ambiente a placa foi novamente lavada por 3 vezes e adicionou-se dentro de
cada pogo 200 ul do substrato p-nitrophenyl phosfatase (PNPP) e incubado por mais 40 min
sob agitacdo. Apds este periodo a reacgdo foi bloqueada com 50 il de solucdo "PNPP stop" e a
leitura foi realizadaem espectrofotdmetro para placas com filtro de 405 nm. Os resultados

foram calculados através da curva padrdo e expressos em pg/ml.
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Obtengdo do "pool” de sobrenadante de colostro humano

O "pool" de sobrenadante do colostro foi obtido por centrifugacdo das amostras de diferentes
puérperas normoglicémicas, conforme descrito anteriormente. Essas amostras de colostro

IM

foram misturadas e centrifugadas durante 10 min sob-refrigeracdao a 4°C. O "pool” formado foi
utilizado para a separacao e obtencdo de IgA purificada. Também aliquotas foram estocadas a

-80°C para posterior opsonizacdo da bactéria.
Separacgdo de IgA do "pool" de colostro em coluna de afinidade anti-cadeia o

Para verificar as interacdes entre a IgA do colostro com o receptor Fca foi realizado a
separacdo de SIgA a partir do "pool" de colostro humano obtido por cromatografia de

afinidade em coluna de Sepharoseanti-IgA.

Utilizou-se a coluna de Sepharose 4B ligada a anti-IgA humana, para absor¢do de IgA do "pool"
de colostro. O preparo da Sepharoseanti-lgAfoi realizado de acordo com a técnica de March et

al (1974).

A concentracdo de IgA presente no eluato foi determinada pela técnica de Mancini et al.
(1965), conforme descrito anteriormente no item determinacdo dos anticorpos. As aliquotas

foram estocadas a -80°C para posterior opsoniza¢do da bactéria.
Obtengdo do "pool" de soro humano normal

O "pool" de soro humano normal foi obtido a partir del0 amostras de sangue. As amostras
foram centrifugadas para obtenc¢do do soro. Volumes iguais dessas amostras de soro foram
misturados e centrifugados durante 10 min sob temperatura ambiente. As aliquotas foram

estocadas a -80°C para posterior opsonizacdo da bactéria.
Linhagem e Culturas de Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

Utilizou-se a Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) HMJ 0041-1-85, sorotipo 0111: H- AL-,

eae+,eaf+, bfp+ e conservada a -70°C. A cultura estoque foi mantida em agar semi-sélido em
auséncia de luz. A partir desta cultura de estoque, 18 horas antes do ensaio, repiques foram
feitos em tubos contendo 8 ml de TSB (TrypicSoyBroth - Difco), e incubados em estufa a 37°C

por 18 horas.

Apds o crescimento, as bactérias foram lavadas 2 vezes em solugdo salina tamponada (PBS) e a
concentragdo ajustada para 1x10® bactérias por ml, medida com espectrofotdmetro (540nm,

DO=0.1).
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Opsonizagdo da EPEC

EPEC foi opsonizada conforme descrito por Bellinati-Pires et al (1989). Trés opsoninas foram

usadas:

a) Sobrenadante de colostro. Pool de sobrenadante de colostro (concentragdo de

imunoglobulinas (g/1): IgA=7.4; 1gG=0.15 e IgM=0.37).

b)  SIgA purificada do colostro. A concentracdo da IgA purificada foi de 4,0 g/L. Para a
realizacdo dos ensaios foi ajustada para concentragdo de 0,74 g/L (proporgdo equivalente a

10% de SIgA contida em amostra padrao de colostro- Honorio-Franca et al, 1997).

¢) Soro humano normal. Pool de soro humano normal (concentragdo de imunoglobulinas

(g/L): IgA=2.64; 1gG=14.0 e IgM=2.0.)

Colostro, soro e IgA purificada foram descongeladas e misturadas com volumes de suspensdo
de bactérias (concentracéo final de 2x10’ bacteria/mL e 10% de opsoninas). Outra suspensio
de bactérias foi preparada na mesma concentracdo em meio 199 sem opsoninas e utilizada
como controle de bactérias ndo tratadas. Todas as suspensdes de bactérias foram incubadas

por 30 min a 37°C e usadas nos experimentos.
Obtencgdo de fagdcitos do colostro

Apds centrifugacdo prévia, as células do colostro foram ressuspendidas em meio de cultura
199 (Gibco), e separadas em gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia) por 40 min

a 160 G sob temperatura de 4°C.

A separagdo com o Ficoll-Paque permite que os fagécitos polimorfonucleares sedimentem-se
no tubo formando o "botdo" celular e hd a formag¢do de um anel rico em células
mononucleares na interface entre o meio de cultura e o Ficoll-Paque. O anel celular rico em
células mononucleares e o botdo celular foram retirados separadamente e lavados duas vezes
em meio de cultura 199 (Gibco). As células foram contadas em camara de Neubauer, e as

concentracdes celulares ajustadas para 2 x 10° células/ml.

Marcagdo dos fagdcitos do colostro com os monoclonais anti-receptor Fca (CD89) e anti-IgA

para a andlise de imunofluorescéncia

Para verificar a presenca dos receptores Fca, as células do colostro foram pré-incubadas com
10 pl de 1gG humana na concentracdo de 10 mg/ml, durante 20 min a 4°C para o bloqueio dos
receptores Fcy. A seguir, as células foram incubadas com 10 ul do anticorpo monoclonal anti-
FcaR (CD89- 0.1 mg/ml) durante 30 min a 4°C. Foram utilizados anticorpos monoclonais anti-

receptorFca (CD89) e monoclonal IgG1 especifico para FcaRl como controle. Apds o periodo de
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incubacdo, as células foram lavadas 2 vezes em PBS contendo 5% de BSA (soro bovino
albumina) e 0,1% de azida. Os anticorpos monoclonais biotinizados foram incubados com
ficoeritrina (PE) por 30 min a 4°C. A seguir as células foram lavadas em PBS (contendo 5% de

BSA e 0,1% de azida) e analisadas através de citometria de fluxo.

Para verificar a presenca de IgA de superficie dos fagdcitos, as células foram incubadas com
anticorpo monoclonal anti-IlgA humana marcado com fluoresceina (FITC - Sigma). Para analisar
a interacdo da SIgA aos receptores Fca dos fagdcitos do colostro, as células foram incubadas
com a SlgA purificada do proprio colostro (1mg/ml) durante 60 min a 4°C. A seguir foram
lavadas duas vezes com PBS contendo 5% de BSA. Os fagdcitos foram incubados com anticorpo
monoclonal anti-IgA humana marcado com fluoresceina (FITC - Sigma) durante 30 min a 4°C.
Apds esse periodo as células foram lavadas e analisadas por citometria de fluxo. O controle foi
realizado com anticorpo monoclonal anti-lgG humana marcado com fluoresceina (FITC -
Sigma). A ligagdo da SlIgA purificada do colostro aos fagécitos foi determinada pela diferencga
entre o indice de imunofluorescéncia obtido com o monoclonal anti-IgA humana (IgA de
superficie) e o indice de imunofluorescéncia obtido quando adicionou-se a IgA purificada do

colostro.
Tratamento dos fagdcitos mononucleares do colostro com MoAb anti- receptor Fccx

Para verificar o efeito da interacdo SlgA-FcttRl sobre a liberagcdo do anion superdxido, a
fagocitose e a atividade microbicida, fagécitos mononucleares (2x10° cel/mL) foram incubados
com 50uL de MoAb reativo com receptor FcttRI humano (0,1mg/mL- Medarex, Inc., West
Lebanon, NH, (Shen, 1992), anticorpo monoclonal que liga-se ao dominio EC1 do FcexRI e pode
bloquear a ligacdo da IgA (Monteiro et al, 2003) por 2h a 37°C. A seguir foram lavados uma vez

com meio 199 a 4°C e imediatamente usado nos ensaios.

Incubagdo dos fagdcitos do colostro com o horménio melatonina, agonista, precursores e

inibidores

A incubacdo dos fagdcitos com o horménio melatonina, N-acetil-serotonina (NAS), Luzindol e
Cloromelatonina (CMLT), para modular a atividade funcional dos fagécitos foi de 30 min. Para
cada ensaio realizado, como controle dos experimentos, os fagécitos MN (2 x10°cel/ml) foram
incubados por tempo similar, dependendo do tipo de ensaio, em meio 199 na auséncia do
hormonio. A concentragdo utilizada para o hormonio melatonina, NAS, Luzindol e CMLT foi de
100 ng/ml, concentracdo determinada previamente através de curva dose-resposta (Franca et

al, 2009).
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Dosagem de dnion superoxido

Para verificar a ativacdo celular realizou-se o ensaio de liberacdo de anion superéxido com
cromégeno Ferricitocromo C, segundo o método de Pick & Mizel (1981). Na presencga do dnion
superoxido o ferricitocromo C sofre oxidacdo passando a ferrocitocromo C e a mudanca

colorimétrica é detectavel em espectrofotomentro com filtro de 550nm.

Apds a separacdo das células e incubacdo com os diferentes moduladores, volumes iguais de
bactérias e células foram incubados em tubos plasticos, por 15 min a 37°C sob agitagdo para
ocorrer a fagocitose. A seguir a suspensao de células e bactérias foi centrifugada a 160G, o
sobrenadante desprezado e retirado o excesso de bactéria extracelular. A suspensao de células
e bactéria foi ressuspendida em 0,5 ml de PBS glicosado contendo ferricitocromo C
(concentragdo de 2mg/ml). O controle contendo somente células foi realizado paralelamente
para a verificacdo da liberagdao espontanea do anion superodxido pelas células. As suspensdes
foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos, com volume de 100l por pogo e
deixadas em estufa a 37°C durante 1 hora. A leitura foi feita em espectrofotdmetro para placa
com filtro de 550 nm. A concentracdo do anion superéxido foi calculada através da seguinte

relagdo: Concentragdo O, (nmol) =DO/6,3 x 100.
Avaliagdo da fagocitose e atividade bactericida dos fagdcitos do colostro

A atividade microbicida dos fagdcitos do colostro foi avaliada pela técnica de alaranjado de
acridina (Bellinate-Pires et al, 1989). Volumes iguais de suspensdo de bactérias (2x10’
bactérias/ml) e de suspensdo de células (2x10° cel/ml - fagdcitos mononucleares) foram
misturados em tubos plasticos. O volume final, da mistura fagocitaria, dependeu do
rendimento celular das amostras de colostro e ndo inferior a 0,5 ml. A suspensdo de EPEC e
células foram submetidas a incubacdo prévia por 30 min sob agitacdo a 37°C. Apds esse
periodo a fagocitose foi interrompida pela adicdo de meio de cultura (meio 199) gelado e
suspensao foi centrifugada por 10 min a 160G sob refrigeracdo a 4°C. O "pellet" foi corado com
200 pl de alaranjado de acridina (concentracdo 14,4 mg/ml) por 1 min e a seguir
foiressuspendida em meio 199, centrifugado e lavado mais uma vez. A seguir foram feitas
laminulas e a contagem das células foi em microscdpio de fluorescéncia. O indice de fagocitose
foi calculado pelo nimero de células que ingeriram pelo menos trés bactérias, em um total de
100 células. O indice microbicida foi calculado pelo nimero de células com bactérias mortas,

no total de 100 células com fagocitose positiva (Franca et al, 2011b).
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Liberagdo de cdlcio intracelular por citometria de fluxo

Utilizou-se a imunofluorescéncia com o marcador Fluo-3 para avaliar a liberacdo de Ca®*
intracelular em fagdcitos do colostro. Suspensdes de células foram pré-incubadas ou ndo com
TMB8 e tratadas com melatonina, NAS, CMLT e luzindol, a 37°C por 30 minutos sob em
agitacdo. A suspensdo foi centrifugada duas vezes (160xg, 10 min, 4°C) e ressuspendida em
PBS contendo BSA (5mg/ml-1) e incubadas com 5 pL de Fluo-3 (1pug .mL-1) por 30 min a 37 °C.
Apds a incubacdo, as células foram lavadas duas vezes em PBS contendo BSA (5mg. mL-1, 160 x
g, 10 min, 4° C). Em todos os experimentos, as células foram analisadas por citometria de
fluxo. O estudo foi realizado no FACS Calibur (BD San Jose USA). Calibragdo e sensibilidade
foram rotineiramente verificada utilizando CaliBRITE 3 Beads (Cat BD. N°340486 USA). Fluo-3
foi detectada em filtro de 530/30 nm. A proporgdo de liberacdo intracelular de Ca** foi
expressa pela média geométrica (%) de intensidade de fluorescéncia de Fluo-3. Os
experimentos foram repetidos com células de 5 amostras de colostro de diferentes doadoras,

de cada grupo experimental.
Andlise estatistica

Para avaliar os niveis de glicose, a concentracdo de anticorpos, as proteinas do sistema
complemento, calorias, gordura, amilase, lipase e superdxido dismutase. Para a comparacao
das concentragbes no sangue e colostro, utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA),

considerando-se o nivel glicémico e os liquidos biolégicos (colostro ou soro) [two way ANOVA].

Para avaliar os indices de libera¢do do anion superoxido, fagocitose e atividade bactericida, na
presenga ou auséncia da EPEC opsonizada, ou tratada por melatonina, ea libera¢do de calcio,
utilizou-se o teste de Andlise de Varidancia (ANOVA). Os resultados foram considerados

significativos quando p< 0,05.
Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo nimero 2903-2008.
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Resuttacdes
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The immunoreactive proteins (IgA, IgG and C3) in colos-
trum may be lowered by diabetes, us we observed in the
study. This finding disagrees with other studies that found
secretory IgA concentrations in the colostrum of insulin.
dependent diabetic women comparable with those mea-
sured in the colostrum of normoglycaemic women, neither
of which are distinguishable from serum IgA levels in a ref-
erence population (16).

Human milk is particularly rich in secretory IgA (5),
which can block bacterinl adherence to human epithelial

e e human colo

cells (20), neutralize toxins, prevent attack and penetration
by viral infections (21), in addition to avoiding tissue dam-
age und encrgy loss (2), These functions are complemented
by 1gM and IgG antibodies (9) and, in particular, the com-
plement proteins C3 and C4 (9). Because changes in blood
antibody levels may be related to changes in B lymphocytes
(22), the low 1gG and 1gM concentrations in the serum of
diabetic mothers suggest that hyperglycacmia could affect
this lymphocyte class.

The complexity of human milk makes this secretion the
ideal food source for babies for at least their first 6 months
of life. This early nutrition Is an important environmental
input that can induce lifelong effects on metabolism, growth
and major disease processes, such us diabetes mellitus (1).
The amount and composition of milk is probably indepen-
dent of the mother’s diet. Milk composition changes during
lactogenesis, and these changes can be used as biochemical
markers of the onset of milk secretion (22),

Normal baby development is sustained by the balanced
gain of fat and calories provided by breastfeeding. Even so,
fat content is lower in the colostrum of diabetic mothers, as
shown in the present and in other studies (17). Conversely,
calorie concentration did not vary between normoglycae-
mic and hyperglycacmic mothers. This is possibly a result of
the higher lipase levels in the colostrum of diabetic women
than in their normoglycaemic counterparts. It has been sug-
gested that high lipase levels compromise etherification and
fatty acid synthesis in the mammary gland, thereby altering
milk composition (17). Our results corroborate the hypoth-
esis that diabetes changes lipid metabolism in the mammary
gland. Enzymatic action for converting fat into calories is
likely accelernted, thereby ensuring energy intake for
growth and proper development of newboms of diabetic
mothers.

Human colostrum is also rich in biologically active mole-
cules, which are essential for antioxidant functions. Their
soluble components act in a child’s gut without, however,
provoking un inflammatory response (23). These com-
pounds may be enzymes that are important as immune pro-
tectors (2) or for infant development. This is the case for
amylase, which increased activity in pregnant diabetic
women (24). We did not detect differences in amylase con-
centration in the colostrum of normoglyacemic and hyper-
glycaemic mothers, but these levels were lower than in
human serum.
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ABSTRACT

Melatonin is involved in a number of physiological and oxidative processes, including
functional regulation in human milk. The present study investigated the mechanisms of action
of melatonin and its effects on the functional activity of colostral phagocytes in diabetic
women. Colostrum samples were collected from normoglycemic (N=38) and diabetic (N=38)
women. We determined superoxide release, bactericidal activity and intracellular Ca** release
by colostral phagocytes treated or not with 8-(Diethylamino) octyl-3,4,5-trimethoxybenzoate
hydrochloride (TMB-8) and incubated with melatonin and its precursor (N-acetyl-serotonin-
NAS), antagonist (luzindole) and agonist (chloromelatonin-CMLT). Melatonin stimulated
superoxide release by colostralphagocytes from normoglycemic but not hyperglycemic
women. NAS increased superoxide, irrespective of glycemic status, whereas CMTL increased
superoxide only in cells from the normoglycemic group. Phagocytic activity in colostrum
increased significantly in the presence of melatonin, NAS and CMLT, irrespective of glycemic
status. The bactericidal activity of colostral phagocytes against enterophatogenic Escherichia
coli (EPEC) increased in the presence of melatonin or NAS in the normoglycemic group, but not
in the hyperglycemic group. Luzindole blocked melatonin action on colostrum phagocytes.
Phagocytes from the normoglycemic group treated with melatonin exhibited an increase in
intracellular Ca** release. Phagocytes treated with TMB-8 (intracellular Ca®* inhibitor)
decreased superoxide, bactericidal activity and intracellular Ca** release in both groups. The
results suggest that melatonin action is associated to glucose metabolism control in colostral
phagocytes. In mononuclear cells of normoglycemic women, melatonin probably increases the
ability of colostrum to protect against EPEC, whereas in cells of diabetic mothers it likely
mediates anti-inflammatory processes.

Key words: melatonin, colostrum, phagocytes, diabetes.
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Introduction

Diabetes is prevalent in young women and is increasingly related to maternal and child health
issues, such as breastfeeding. Several studies have investigated the association of
breastfeeding with a variety of chronic diseases, including obesity and diabetes [1,2]. Infants
born to diabetic women are at higher risk of hypoglycemia because maternal hyperglycemia
causes child hyperinsulinism [3]. However, the impact of breastfeeding on glucose metabolism
is only partially understood.

Breastfeeding decreases the risk of diabetes development [4], infant morbidity and mortality
and prevents gastrointestinal and respiratory infections [5,6,7,8,9]. Human milk contains
soluble and cellular components such as lipids, carbohydrates, proteins, cells and hormones,
which are important for the nutrition and immunological defense of infants [10]. Melatonin,
one of the hormones contained in milk, is produced by the pineal gland and plays an important
for infants [11].

Many of the benefits of melatonin and its metabolites are related to their antioxidant and anti-
inflammatory properties [12,13] and prooxidant effects [14]. Melatonin also affects glucose
regulation in humans [15,16]. Diabetic patients have lower diurnal serum melatonin levels and
more pancreatic melatonin-receptors [17,18]. The role of melatonin in preventing or delaying
diabetes onset, however, is not well established, because studies showing the beneficial
effects of melatonin have been conducted after the development of the clinical manifestation
of diabetes [19,20]. In addition, the actions of melatonin on endocrine pancreas physiology,
including the probable reduction in diabetes incidence, have not been well described [18].
Melatonin is not a conventional hormone because it displays both receptor-mediated and
receptor-independent actions. Therefore, regardless if they possess indolamine receptors, all
cells in the body are a target for melatonin. Melatonin interacts with membrane (MT1 and
MT2) and nuclear receptors (NMRs). Membrane receptors mediate functions such as seasonal
reproduction, sleep and bone growth [16]. Using receptor-mediated and receptor independent
mechanisms, melatonin seems to be involved in a number of physiological and metabolic
processes. Melatonin can affect the levels of cAMP and intracellular Ca*" and its action seems
to be transmitted through the Gg-coupled MT1-receptor action on PLC and IP3 [21].

Human colostrum also contains large amounts of viable leukocytes, most of them
macrophages. Both circulating and colostral leukocytes have phagocytic and bactericidal
activity and produce free radicals [5,8,22,23]. Macrophages in diabetic patients were shown to
have lower phagocytic and microbicidal activity and lower production of reactive oxygen

species [8,24,25]. This suggests that the antioxidant systems of diabetic individuals are likely
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compromised by high glucose levels [25]. Despite this evidence, studies on the functional
activity of phagocytes in the colostrum of diabetic mothers, as well as the action of these
defense cells on the gut of newborns and their interactions with melatonin are scarce. It is
known that colostrum components possibly play an important protective role against
pathogens in newborn guts, and colostral melatonin [11] may directly affect many
gastrointestinal tissues. In addition to stimulating the immune system, melatonin prevents
ulcerations of the gastrointestinal mucosa by antioxidant action [26].

The biological activity of colostral melatonin and its interactions with milk components is
important because colostrum consists of a complete micro-environment, where the combined
action of soluble and cellular components possibly plays a significant protective role against
pathogens in newborn guts, especially considering infants of diabetic mothers who are highly
susceptible to infections. Given the lack of information on this issue, the present study
investigated the mechanisms of action of melatonin and its effects on the functional activity of
phagocytes in the colostrum of diabetic women.

Materials and Methods

The effect of melatonin on the functional activity of colostrum phagocytes in hyperglycemic
women, of any etiology, was evaluated in a cross-sectional study. The subjects attended the
Diabetes and Pregnancy Facility, School of Medicine Obstetrics Course, UNESP, Botucatu, SP.
This study was approved by the institutional Research Ethics Committee of Botucatu Medical
School, and all the subjects gave informed written consent before entering the experimental
protocol.

Subjects

We evaluated 76 women (18-45 years old) tested for hyperglycemia between the 24th and
28th weeks of pregnancy. Hyperglycemia was diagnosed by the 100g — oral glycemia tolerance
test (OGTT test), according to ADA criteria [27], and the glucose profile (GP) test, according to
Gillmer's threshold values [28]. After delivery, colostrum samples from these subjects were
analyzed according to maternal glycemic status: normoglycemic group (normal 100 g-OGTT
and normal GP; n = 38) and diabetes group (abnormal pre-pregnancy 100 g-OGTT and insulin-
dependent; n = 38). The mean and standard deviation for gestacional age were 38.9+1.1 weeks
in normoglycemic and the 37.3+0.9 weeks in diabetes groups and newborns’birth were
3127.3+339.4 in normoglycemic and the 3266.3+469.8 in diabetes groups. The subjects
continued attending the facility, irrespective of diagnosis, and the hyperglycemic patients
followed a specific treatment for glycemic control [28].

The variables controlled were smoking status (yes/no), arterial hypertension (yes/no) and

glycemic index (Gl), whose mean plasma glucose level was measured in the glycemic profiles
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taken during the gestation. Gl was classified as adequate (Gl<120mg/dL) or inadequate
(GI2120mg/dL) [28].

Colostrum sampling and separation of colostral cells

About 8 mL of colostrum from each woman was collected in sterile plastic tubes between 48
and 72 hours postpartum. The samples were centrifuged (160xg, 4°C) for 10 min, which
separated colostrum into three different phases: cell pellet, an intermediate aqueous phase,
and a lipid-containing supernatant by Honorio-Franca et al [22]. The upper fat layer was
discarded and the aqueous supernatant stored at -80°C for later analyses. Cells were separated
by a Ficoll-Paque gradient (Pharmacia, Upsala, Sweden), producing preparations with 98% of
pure mononuclear cells, analyzed by light microscopy. Purified macrophages were
resuspended independently in serum-free medium 199 at a final concentration of 2x10°
cells/mL.

Melatonin determination by the immunoenzymatic method

Melatonin was extracted by affinity chromatography, concentrated by speed-vacuum and
determined using the ELISA kit (Immuno-Biological Laboratories, Hamburg, Germany).
Reaction rates were measured by absorbance plate-reading spectrophotometer with a 405 nm
filter. The results were calculated according to the standard curve and shown in pg/mL.
Treatment of colostral mononuclear phagocytes with melatonin and its precursor,
antagonist and agonist

To assess the effects of melatonin on superoxide anion release, as well as on phagocytic and
microbicidal activity, mononuclear phagocytes (2x10°ells/mL) were incubated with 50 pL
melatonin (MLT - Sigma, at a final concentration of 10-7M), N-acetyl-serotinin (NAS), luzindole
and chloromelatonin (CMLT) for 1h at 37°C. This final concentration of 10’M modulator was
used in the tests [29].

To investigate the effects of intracellular Ca** on melatonin action, phagocytes (2x10° cells/mL)
were incubated with 10uL of 8-(Diethylamino)octyl-3,4,5-trimethoxybenzoate hydrochloride
(TMB-8 intracellular calcium inhibitor) at a final concentration of 0.1 mM-Sigma) for 1 h at
37°C. The phagocytes were then washed once with medium 199 at 4°C and immediately used
in the assays developed to measure superoxide release, phagocytosis and bactericidal activity.
E. coli strain

The enterophatogenic Escherichia coli (EPEC) used was isolated from stools of an infant with
acute diarrhea (serotype 0111:H2, LA1, eael, EAF1, bfpl). This material was prepared and

adjusted to 10® bacteria/ml, as previously described [22].
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Release of superoxide anion

Superoxide release was determined by cytochrome C (Sigma, ST Loius, USA) reduction [22,30].
Briefly, mononuclear phagocytes and bacteria, opsonized or not with the aforementioned
opsonins, were mixed and incubated for 30 min for phagocytosis. Cells were then resuspended
in PBS containing 2.6 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, and cytochrome C (Sigma, ST Loius, USA;2
mg/mL). The suspensions (100 pL) were incubated for 60 min at 37°C on culture plates. The
reaction rates were measured by absorbance at 550 nm and the results were expressed as
nmol/O%. All the experiments were performed in duplicate or triplicate.

Bactericidal assay

Phagocytosis and Microbicidal activity were evaluated by the acridine orange method
described by Bellinati-Pires et al. [31]. Equal volumes of bacteria and cell suspensions were
mixed and incubated at 37°C for 30 min under continuous shaking. Phagocytosis was stopped
by incubation in ice. To eliminate extracellular bacteria, the suspensions were centrifuged
twice (160xg, 10 min, 4°C). Cells were resuspended in serum-free medium 199 and
centrifuged. The supernatant was discarded and the sediment dyed with 200uL of acridine
orange (Sigma, ST Loius, USA; 14.4g/L) for 1 min. The sediment was resuspended in cold
culture 199, washed twice and observed under immunofluorescence microscope at 400x and
1000x magnification. The phagocytosis index was calculated by counting the number of cells
ingesting at least 3 bacteria in a pool of 100 cells. To determine the bactericidal index, we
stained the slides with acridine orange and counted 100 cells with phagocytized bacteria. The
bactericidal index is calculated as the ratio between orange-stained (dead) and green-stained
(alive) bacteria x 100 [8]. All the experiments were performed in duplicate or triplicate.
Immunofluorescence and flow cytometry

We performed immunofluorescence staining at the FACS Calibur (BD San Jose USA) to assess
intracellular Ca™* release in colostrum phagocytes. Cells were loaded with the fluorescent
radiometric calcium indicator Fluo-3. Cell suspensions, pre-treated or not with melatonin and
TMB-8, mixed and incubated at 37°C for 30 min under continuous stirring. Suspensions were
centrifuged twice (160xg, 10 min, 4°C) and resuspended in PBS containing BSA (5mg/mL). This
suspension was incubated with 5uL of Fluo-3 (1pug/mL) for 30 min at 37°C. After incubation,
cells were washed twice in PBS containing BSA (5mg/mL; 16 xg, 10 min, 4°C) and then analyzed
by flow cytometry. Calibration and sensitivity were routinely checked using CaliBRITE 3 Beads
(BD Cat. No 340486 USA). Fluo-3 was detected at 530/30 nm filter for intracellular Ca** The

rate of intracellular Ca** release was expressed in geometric mean fluorescence intensity of
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Fluo-3. Data shown in the figures correspond to one of several trials performed.
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Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was used to evaluate superoxide anion release, phagocytosis,
bactericidal index and calcium release. Statistical significance was considered for a p-value of
less than 0.05.

Results

Melatonin concentration in colostrum

Melatonin concentration was higher in colostrum samples from hyperglycemic than
normoglycemic mothers (P <0.05; Figure 1).

Effects of melatonin (MLT) and TMB-8 on superoxide release by colostrum phagocytes
Hyperglycemic and normoglycemic groups exhibited similar spontaneous superoxide release
by colostral mononuclear phagocytes, which did not increase with phagocyte exposure to
EPEC. In the normoglycemic group, phagocytes stimulated with MLT and incubated with EPEC
had higher superoxide release than those exposed to the bacteria alone (p<0.05), but MLT
stimulation was not observed in the hyperglycemic group. Superoxide release increased when
colostral phagocytes were incubated with NAS, irrespective of the group’s glycemic status,
whereas when incubated with CMTL this anion increased only in the normoglycemic group.
Luzidole decreased superoxide release in both groups (Table 1). Phagocytes treated with TMB-
8 (inhibitor of intracellular Ca**) displayed a reduction in superoxide release in all the groups
studied (Table 1).

Effects of melatonin and TMB-8 on the phagocytic activity of colostral mononuclear cells
Colostral mononuclear phagocytes from the hyperglycemic groups had some phagocytic
activity in response to EPEC. Phagocytosis increased significantly in the presence of MLT. The
highest phagocytosis rates for EPEC were also exhibited by colostral phagocytes incubated
with NAS and CMLT, independently of glycemic status (Table 2). Luzindole blocked MLT action
on colostral phagocytes. The phagocytosis indexes of cells incubated with luzindole or MLT
were similar to those exhibited by phagocytes incubated with bacteria alone (Table 2).
Pretreatment of mononuclear phagocytes with TMB-8 did not alter their phagocytic activity
for EPEC in all the groups (Table 2).

Effect of melatonin and TMB-8 on the bactericidal activity of mononuclear phagocytes

In general, colostral mononuclear phagocytes had low bactericidal activity against non-
opsonized EPEC. In the normoglycemic group, the bactericidal activity was higher when the
phagocytes were incubated with MLT or NAS, but this effect was not observed in the
hyperglycemic group. Incubation with luzindole decreased the effects of MLT on the

bactericidal activity of colostral phagocytes. The bactericidal index of phagocytes incubated
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with luzindole or MLT was similar to that of phagocytes incubated with bacteria alone (Table
3).

After incubation with MLT, NAS and CMLT, mononuclear phagocytes pretreated with TMB-8
had lower bactericidal activity than untreated cells in the normoglycemic groups (Table 3).
Intracellular Ca** release by colostral phagocytes in the presence of melatonin

Mononuclear phagocytes had low spontaneous intracellular Ca** release. In response to MLT,
NAS and CMLT, colostral phagocytes displayed increased intracellular Ca®* release in the
normoglycemic groups (Table 4). Colostral from diabetes mothers decrease increased
intracellular Ca*" release (Figure 2). Incubation with luzindole decreased the effects of MLT on
the intracellular Ca®* release (Table 4). Pretreatment of mononuclear phagocytes with TMB-8
decreased intracellular Ca** release in both groups (Table 4 — Figure 2).

Discussion

The major findings of the present study are that melatonin was shown to increase superoxide
production and bactericidal activity of colostral phagocytes from normoglycemic women, but
not colostral phagocytes from hyperglycemic women. The bactericidal activity of colostral cells
incubated with NAS, a melatonin precursor, was potentiated in both normoglycemic and
hyperglycemic groups. Similar results were obtained when phagocytes were exposed to
melatonin agonists, suggesting that melatonin and its agonist have the same mechanism of
action. Finally, the mechanism of action of melatonin was shown to be dependent on
intracellular Ca** release.

Superoxide production is known to increase in response to bacterial infection. In the present
study, melatonin potentiated the production of these free radicals, irrespective of bacterial
presence. Therefore, colostral melatonin probably enhances the protective role of colostrum
against EPEC and other infections.

The beneficial actions of melatonin are associated to its ability to scavenge free radicals and
increase antioxidant enzyme activity [32,33,34]. Moreover, melatonin exhibits
immunomodulatotory effects [35] and stimulates immune cells [36,37]. This hormone
stimulated the functional activity of phagocytes in the normoglycemic group, increasing
superoxide release and EPEC killing capacity. However, an important finding in the present
study was that colostral phagocytes from diabetic women were not stimulated by melatonin,
showing low phagocytic and bacteria killing capacity. The insufficient stimulation of the
functional activity of colostral macrophages, e.g., a failure of the prooxidant effect, indicates a
diabetes-related antioxidant effect [13]. Similar results were observed in alloxan-induced

diabetes models [29,38,39,40,41].
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Immune cells produce a high amount of superoxide radical anion during oxidative stress
[42,43,44], an important protective mechanism during infectious processes, particularly
intestinal infections [5,6,7,8,9,14,22,45,46]. In the present study, colostral phagocytes from the
diabetic group released superoxide, but unlike the control group, this response was not
triggered by melatonin. Therefore, the uncontrolled glucose metabolism produced by diabetes
may also stimulate macrophages [15,16,29].

NAS effects on superoxide release, phagocytic activity and the bactericidal capacity of colostral
phagocytes was also evaluated in order to investigate the mechanisms of action underlying
melatonin effects. Interestingly, binding to both MT1 and MT2 receptors was able to
potentiate the activity of colostral phagocytes from normoglycemic mothers, but not those
from hyperglycemic mothers. On the other hand, the agonist CMLT was able to stimulate the
functional activity of colostrum phagocytes, irrespective of glycemic status, whereas the
antagonist luzindole inhibited the effects of melatonin.

Melatonin plays a crucial role in a number of metabolic functions such as antioxidant and anti-
inflammatory responses, and possibly as an epigenetic regulator [15]. As a multitasking
indolamine, melatonin seems to be involved in several physiological and metabolic processes
via receptor-mediated and receptor-independent mechanisms [47].

Melatonin-binding sites have been identified in several human immune cells such as T
lymphocytes [48], bone marrow cells and Th2 lymphocytes [49], platelets [50], neutrophils,
granulocytes [51] and monocytes [52]. In mammals, melatonin activates at least three distinct
high-affinity receptors (MT1, MT2 and MT3). MT1 and MT2-melatonin receptors show 60%
homology at the amino acid level and are encoded by separate genes [53]. The putative
melatonin MT3 receptor binds to 2-[125l]-iodomelatonin and exhibits a different
pharmacological profile (2-iodomelatonin > prazosin > N-acetylserotonin > melatonin) from
that of the high-affinity sites (MT1 and MT2), where melatonin has significantly higher affinity
than NAS [54,55,56]. All three melatonin receptors are blocked by luzindole [55]. This
inhibitory effect was observed in the present study, where the luzindole concentration used
blocked MT receptors, thereby decreasing superoxide release and EPEC killing by colostrum
phagocytes.

When melatonin interacts with its receptors, the latter signal to second messenger 3’-5’-cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) or inositol triphosphate (IP3)/calcium(Ca2p), changing
intracellular concentrations of either cAMP or calcium. In the present study, pretreatment of
colostral phagocytes with TMB-8 (intracellular calcium inhibitor) showed that the mediation of
phagocytic activity by melatonin-receptor interaction is calcium dependent. On the other

hand, melatonin induced intracellular calcium release by colostrum phagocytes. Some authors
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have shown that TMB-8 effects include inhibition of calcium influx but not of calcium release
[57], whereas others reported that TMB-8 inhibits calcium release [58].

The actions and effects of melatonin were shown to be transmitted via G-protein-coupled
receptors (GPCRs), a class of membrane receptors expressed at low levels in numerous organs
and cell types [59]. They are in general dependent on intracellular Ca**[21].

At physiological concentration, the pineal hormone melatonin can stimulate the natural
immunity of animals because it activates colostrum phagocytes, an important defense with
anti-infectious and microbicidal actions [7,8,9,30,14]. Colostral phagocytes from diabetic
mothers, however, were not stimulated by melatonin. Therefore, the results obtained suggest
an interactive effect of glucose metabolism and melatonin on colostral phagocytes. In colostral
phagocytes from normoglycemic mothers, melatonin likely increases the ability of colostrum
to protect against EPEC and other infections. In diabetic mothers, because maternal
hyperglycemia modifies the functional activity of colostrum phagocytes, melatonin effects are
likely limited to noninflammatory processes, with low superoxide release and bactericidal
activity.
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Legends
Figure 1. Mean (+SD; N=10) melatonin levels (pg/mL) in the supernatant of colostrum from

diabetic mothers *indicates difference between normoglycemic and hyperglycemic groups.

Figure 2. Intracellular Ca** release by mononuclear (MN) colostral phagocytes from diabetic
mothers treated or not with TMB-8 and stimulated with melatonin. Cells were stained with
Fluo-3, and immunofluorescence analyses carried out by flow cytometry (FACScalibur, Becton

Dickinson, USA).
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Table 1 — Superoxide release by colostrum macrophages (mean + SD, N=8 per treatment).

Phagocytes incubated

Superoxide release (nmol)

TMB8
with: Normoglycemic Diabetes
Control No 1.2+0.4 1.2+0.1
(without bacteria) Yes 0.5+0.2" 0.4+0.2"
Bacteria + PBS No 1.7+0.6 1.4+0.1
Yes 0.6x0.3" 0.3x0.1°
Bacteria + MLT No 2.8+0.6* 1.6+0.5™*
Yes 0.240.1" 0.2+0.1"
Bacteria + NAS No 2.940.4* 2.310.4*
Yes 0.15+0.1" 0.3+0.12"
Bacteria + Luzindole+MLT No 0.5%0.13 0.40+0.05
Yes 0.1+0.02" 0.45+0.03
Bacteria + CMLT No 1,95+0.4* 1.43+0.5
Yes 0.68+0.2" 1.0£0.3

Phagocytes were incubated with bacteria in the presence of MLT, NAS, luzindole or CMLT. In
controls assays, phagocytes were pre-incubated with PBS. * indicates difference from the
control treatment (ANOVA, P<0.05); + indicates intergroup differences within each treatment

(ANOVA, P<0.05); " indicates differences between TMB-8 use within each treatment and

group.
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Table 2. Bacterial phagocytosis by colostral macrophages (mean + SD, N=7 in each treatment),

determined by the acridine orange method.

Phagocytes incubated Phagocytosis (%)
TMB-8
with: Normoglycemic Diabetes
Bacteria - Medium No 49.1+8.8 44.2 2.5
199 Yes 48.8 3.3 42.£2.8
Bacteria + MLT No 62.0+7.2* 75.2+3.5*
Yes 68.417.9* 59.5+5.7*"
Bacteria + NAS No 62.0+7.2* 72.5+1.4*
Yes 69.2 +9.1* 70.5 + 4.5*
Bacteria + No 52.0+7.2 53.7+5.9
Luzindole+MLT Yes 54.8 5.7 52+5.9
Bacteria + CMLT No 761 3.2* 79 + 8.9*
Yes 62+ 2.6*"
67.0£7.2*

Phagocytes were incubated with bacteria in the presence of MLT, NAS, luzindole or CMLT.
* indicates differences from the 199 medium (ANOVA, P<0.05); + indicates intergroup
differences within each treatment (ANOVA, P<0.05); and “ indicates differences between TMB-

8 use within each treatment and group.
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Table 3. Bactericidal index (mean + SD, N=7 in each treatment). Bactericidal activity by

colostral phagocytes was determined with the acridine orange method.

Bactericidal Index (%)

EPEC TMB-8

Normoglycemic Diabetes

Control - Medium No 25.7+5.2 323159
199 Yes 23.5%+3,7 34.6+5.8+
MLT No 64.9+8.0* 37.4+2.2+

Yes 35.6+11.5" 39+44
NAS No 63.716.3* 43.6% 8.8+

Yes 38.9 +4.6*" 36.6+ 6.7

Luzindole + MLT No 39.7+5.7 42.4+6.8
Yes 32.1+12.1 34.6+£6.5"
CMLT No 50.7 £16.2* 53.317.2%

Yes 35.7+16.2" 37.1+6.8"

Phagocytes were incubated with bacteria in the presence of MLT, NAS, luzindole or CMLT. *
indicates difference from the 199 medium (ANOVA, P<0.05); + indicates intergroup differences
within each treatment (ANOVA, P<0.05); * indicates differences between TMB-8 use within

each treatment and group.
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Table 4. . Intracellular Ca®* release by mononuclear (MN) colostrum phagocytes from diabetic

mothers indicated by fluorescence intensity.

Intensity (%)
Phagocytes TMB-8 Normoglycemic Diabetes
(N=5) (N=5)

FLUO3 No 35.7+10.2 29.418.0

Yes 4.0+0.6" 5.1+0.8"

MLT + FLUO3 No 64.91£8.0 30.245.0*
Yes 18.416.1" 13.0%6.0"
NAS + FLUO3 No 61.4+9.3 38,5+9.7"
Yes 14,5 +7.9" 9.6+3.9"
Luzindole + MLT + No 13.5+2.9* 45+1.3*%
FLUO 3 Yes 10.2+5.2 39+1.1°
CMLT + FLUOS3 No 58.9+125 12.3+2.5"
Yes 7.5+4.7" 7.7+32

Phagocytes were incubated with melatonin and pre-treated or not with TMB-8. Results are
expressed as mean and SD for 5 experiments with cells from different individuals. * indicates
difference from the FLUO3 (ANOVA, P<0.05); + indicates intergroup differences within each
treatment (ANOVA, P<0.05); * indicates differences between TMB-8 use within each treatment

and group.
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Figure 1.
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CONCLUSOES / principais resultados
v O colostro de mies diabéticas, apresenta menor concentracdo de IgA e IgG e
diminuicdo de proteina C3 , menor teor de gordura e aumento dos niveis de glicose,

proteinas totais e lipase.

v" Fagécitos do colostro expressam FcexR, possuem IgA na superficie, sdo capazes de se
ligar a SIgA purificada do préprio colostro e tem menor atividade microbicida.
Autilizacdo de IgA como opsonina restaura a atividade bactericida dos fagécitos do
colostro de maes hiperglicémicas. A adicdo do MoAb anti-receptor Fcet resultou em
significativa diminui¢ao da liberagdo do anion superdxido e morte bacteriana pelos
macréfagos quando as bactérias foram opsonizados com IgA purificada, sugerindo a

interagdo entre SIgA e o receptor FcxR.

v" A concentracdo de melatonina foi maior no colostro de mies diabéticas. A melatonina
aumentou atividade funcional dos fagdcitos do colostro de maes normoglicémicas,
mas ndo nas maes diabéticas. O luzindol foi capaz de bloquear a a¢do da melatonina
sobre a atividade destas células, sugerindo interacdo deste horménio a receptores
especificos. O tratamento dos fagdcitos do colostro com TMB-8 diminuiu a liberagdo
de calcio intracelular determinando menor atividade funcional destas células, em

ambos os grupos estudados.

Em fagdcitos do colostro de maes normoglicémicas, a melatonina provavelmente aumenta a
capacidade destas células em proteger o recém-nascido de infeccdes respiratdrias e
gastrointestinais. Em maes diabéticas, a hiperglicemia materna modifica a atividade funcional
dos fagdcitos do colostro, e os efeitos da melatonina sdo provavelmente limitados a processos
ndo inflamatdrios, com menor liberacdo do superdxido, calcio intracelular e atividade

bactericida.

Os resultados deste estudo suportam a hipdtese de que a producdo de componentes de leite
em maes diabéticas apresentam alteracdes devido aos disturbios no metabolismo da glicose.
Portanto, o controle adequado da glicemia materna de maes diabéticas é fundamental para

garantir as necessidades nutricionais e imunoldgicas para o recém-nascido.
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ANEXOS
ANEXO 1_Figura 1
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Figura 1. Modelo hipotético da atividade funcional dos fagécitos do colostro para EPEC, via

interacdo IgA e receptor CD89(IgA-Fcex).
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ANEXO 2_Figura 2
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Figura 2. Modelo hipotético da atividade funcional dos fagdcitos do colostro para EPEC via
interacdo melatonina e receptor.
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ANEXO 3_Figura 3
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ANEXO 4_Carta de aprovagdo do projeto no CEP
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