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DA AMAMENTACAO EM CRIANCAS E ADOLESCENTES

SERUM LEVELS OF BRAIN-DERIVED NEUROTROPHIC
FACTOR AND CYTOKINES AND DURATION OF
BREASTFEEDING IN CHILDREN AND ADOLESCENTS

Juliana Silveira Andrade', Maria Inés de A. Wilasco?,
Cristina Toscani Leal Dornelles?, Gabriel Rodrigo Fries?,
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RESUMO

INTRODUGAO: O Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) é uma importante
neurotrofina que esta presente no tecido cerebral e periférico. O leite materno é
considerado o alimento “padrao ouro” para o desenvolvimento cerebral, tornando o
desmame precoce um fator de risco no desenvolvimento infantil.

OBJETIVO: Avaliar a concentragdo de BDNF, IL6, IL10, TNF-a. em criangas e
correlacionar com a duragéo da amamentagéo.

METODOS: Trinta e sete criancas foram recrutadas e classificadas de acordo com
a duragdo do aleitamento materno: < 6 meses (desmame precoce) e = 6 meses.
Foram realizadas duas consultas: a consulta basal em 2007 (TO) e a consulta de
seguimento em 2011 (T1). Os niveis séricos de BDNF foram avaliados por ELISA
sanduiche e os de citocinas por citometria de fluxo.

RESULTADOS: Niveis séricos de BDNF em TO foram significativamente menores
no grupo amamentado por = 6 meses (p=0,025), sendo que este ndo teve diferenca
entre os grupos em T1 (p=0,863). Niveis de IL6 apresentaram-se aumentados
significativamente em TO no grupo de desmame precoce (p=0,016). O IMC em T1
foi maior no grupo de desmame precoce (p=0,007). E em relagao aos niveis de IL10
e TNF-a ndo houve diferengas significativas entre os grupos.

CONCLUSAO: Os resultados deste estudo mostraram semelhangas entre os niveis
séricos de BDNF medidos a longo prazo, entre criangas amamentadas por < 6
meses e = 6 meses, sugerindo que futuros estudos s&o necessarios, com dosagens
durante o periodo de amamentagao para investigar o papel de marcadores
neuroquimicos na duragao do aleitamento materno e suas implicagdes no estado
nutricional e cognigdo das criangas amamentadas.

Palavras-chave: Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF),; aleitamento
materno; desmame precoce; citocinas
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ABSTRACT

BACKGROUND: The Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is an important
neurotrophin found in the brain and peripheral tissues. Breast milk is considered
to be the “gold standard” food for brain development, making early weaning a risk
factor in child development.

AIM: To evaluate the concentration of BDNF, IL6, IL10, TNF-a in children and its
correlation with the duration of breastfeeding.

METHODS: Thirty-seven children were recruited and classified according to the duration
of breastfeeding: <6 months (early weaning) and = 6 months. There were two visits: the
baseline interview in 2007 (TO) and the follow-up visit in 2011 (T1). BDNF levels were
assayed using a sandwich ELISA, and cytokines were assayed with flow cytometry.

RESULTS: Serum BDNF levels at TO were significantly lower in the group breastfed
for = 6 months (p = 0.025), and they did not differ between groups at T1 (p = 0.863).
IL-6 levels were significantly increased in the early weaning group at TO (p = 0.016).
Body mass index at T1 was higher in the early weaning group (p = 0.007). There was
no significant difference in IL10 and TNF-a levels between groups.

CONCLUSION: The results of this study showed similarities in serum BDNF levels over
time between children who had been breastfed <6months and = 6 months. This suggests
that further studies, with measurements taken during the breastfeeding period, are
needed to investigate the role of neurochemical markers in the duration of breastfeeding

and its implications on nutritional status and cognition of breastfed children.

Keywords: Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), breastfeeding, early

weaning; cytokines.

O Fator Neurotrdéfico Derivado do Cérebro (BDNF)
€ uma importante proteina, membro da familia das
neurotrofinas, e esta presente de forma abundante no
tecido cerebral e periférico (1). O gene que codifica o
BDNF esta localizado no brago curto do cromossomo
11, no limite das regides p13 e p14 e apresenta uma
estrutura gendmica extremamente complexa (2). As
neurotrofinas tém sido descritas como moduladoras
da plasticidade sinaptica, com papel na neuroprote¢do
€ reorganizagdo, atuando como um mecanismo de
compensagao endégeno para promover regeneragao
e reparacao no sistema nervoso central e periférico (3).
Ja foi demonstrado que as concentragdes dos niveis
séricos e cerebrais de BDNF sdo semelhantes.
Mostrando que a dosagem da concentragao sérica de
BDNF é uma maneira indireta de demonstrar o nivel
de BDNF no cérebro (4).

A amamentagdo possui  reconhecidos
beneficios nutricionais, imunoldgicos, cognitivos
e socioeconémicos (5). A Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e a Associagcao Dietética
Americana preconizam o aleitamento materno
exclusivo até os seis meses de idade para um
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crescimento saudavel e dentro dos padrdes de
normalidade (6-7). E notério o progresso ocorrido
em relagdo ao aumento do indice de aleitamento
materno exclusivo nos primeiros seis meses de
vida do lactente, mas estes valores estdo ainda
bem inferiores aos recomendados pela OMS (8).

Durante a ultima década, muitos estudos
demonstraram associagao positiva entre aleitamento
materno € um melhor desenvolvimento na infancia,
adolescéncia e vida adulta (9,10). As pesquisas
fornecemevidéncias de que oleite maternoé oalimento
considerado “padrao aureo” para o desenvolvimento
do cérebro (11). O pico de crescimento do cérebro
humano inicia durante o terceiro trimestre de gestagéo
e continua durante os dois primeiros anos de vida, o
que condiz com o periodo de lactagao (12).

O leite materno contém citocinas pré-inflamatérias
como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e anti-inflamatdrias como a
interleucina-10 (IL-10) e o fator de transformacéo
do crescimento beta (TGF-$)(13,14). A ingestao de
citocinas através do leite humano parece ajudar
o desenvolvimento e a maturagdo de células
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imunes em criangas. E provavel que as citocinas
do leite materno (IL-6 e IL-10) possam contribuir
para o desenvolvimento e diferenciacéo de células
produtoras de imunoglobulina A (13).

Além desses beneficios, especula-se que
o leite humano também teria um efeito protetor
sobre o estado nutricional infantil, atuando na
prevencdo da obesidade a longo prazo (15).
Alguns estudos mostraram uma maior duragéo do
aleitamento materno relacionado com menores
taxas de obesidade (16,17).

Com base no exposto, a hipbtese deste
estudo é de que o BDNF seja um dos possiveis
mecanismos de neuroprotecdo envolvido nos
beneficios do aleitamento materno. O objetivo
principal € avaliar as concentragcdes séricas
de BDNF em criangas e adolescentes com o
passar do tempo e correlacionar com o padrao
de aleitamento no periodo de amamentagéo.
Os objetivos secundarios sdo: analisar a relagéao
entre a duragao do aleitamento materno e os niveis
delL6,1L10, TNF- o, e parametros antropométricos.

METODOS

Estudo de coorte, realizado com 114 criancas
e adolescentes de 3-15 anos de idade que tinham
coleta de sangue programada para realizagdo de
pequenos procedimentos cirlrgicos ou revisdes
de saude, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(n° 06-458). O calculo do tamanho da amostra foi
feito para um nivel de 5% com poder de 90% e
coeficiente de correlagdo minimo de 0,3 entre
desmame precoce e concentragdo de BDNF,
obteve-se um total minimo de 113 pacientes.

Foram consideradas elegiveis para este estudo
criangas eutroficas, higidas, com coleta de sangue
programada e jejum de 3 a 14 horas. Os critérios
de exclusdo utilizados foram prematuridade,
realizagéo de dieta para perda de peso nos ultimos
30 dias, processo infeccioso nos ultimos sete dias
e ndo assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Ap6s quatro anos foi realizada
uma nova chamada a estes pacientes, contatados
por telefone ou carta. Quarenta e quatro criangas
e adolescentes responderam a chamada, porém
cinco delas se negaram a realizar a coleta de
sangue e duas estavam utilizando medicagéo.
Assim, 37 criangas foram incluidas na nova
pesquisa sendo reavaliadas apds assinatura de
um novo TCLE aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, projeto
n° 10-390. Apdés a segunda consulta, estas
criancas foram classificadas de acordo com a
duracao do aleitamento materno em dois grupos:
< 6 meses e = 6 meses de aleitamento materno.
O tipo de aleitamento materno predominante nos
dois grupos foi 0 misto. A duragéo do aleitamento
materno menor de seis meses € definida pela OMS
como desmame precoce (18).

A primeira coleta em 2007 foi denominada
coleta basal (TO) e a segunda em 2011, coleta
de seguimento (T1).

Avaliagao antropométrica foi realizada segundo
os padroes da OMS (19). As criangas foram
pesadas e medidas sem roupa. Os valores estéo
apresentados como escores Z de estatura para a
relagdo idade (E/I) e indice de massa corporal para
a idade (IMC/l). Para a avaliagdo nutricional foi
utilizado o software Anthro, que contempla criangas
até 5 anos de idade, e o programa AnthroPlus para
as maiores de 5 anos (20).

Foram coletados 5 mL de sangue venoso de
cada participante nas duas consultas. O sangue
foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, apos
o soro foi aliquotado e armazenado a -80°C para
posteriores analises bioquimicas.

A dosagem de BDNF foi realizada por ELISA
sanduiche, de acordo com as instrucbes do
fabricante (Millipore, EUA). As citocinas séricas
(IL-6, IL-10 e TNF-a) foram dosadas por citometria
de fluxo seguindo o protocolo do fabricante (BD
Biosciences, EUA). Todas as amostras foram
dosadas no Laboratério de Psiquiatria Molecular
do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre em junho de 2012.

O programa utilizado para analise estatistica
foi 0 SPSS, verséo 18.0 (Chicago, IL). As variaveis
continuas foram expressas como média + desvio
padrdo ou mediana e intervalo interquartilico
(percentis 25 e 75), conforme a distribuicdo
apresentada. A normalidade das variaveis foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilks. Para
as variaveis categodricas foram utilizadas as
frequéncias absolutas (n) e relativas (%). Para
a comparagado das variaveis assimétricas foram
empregados os testes de Kruskal-Wallis e de
Mann-Whitney. As variaveis com distribuicdo
normal foram comparadas pelo teste t de Student
e pela Anadlise de Variancias. As associagdes
foram consideradas estatisticamente significativas
quando o valor de p foi inferior a 0,05.
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RESULTADOS para IMC/I, observou-se uma tendéncia de serem

maiores no grupo amamentado por <6 meses na TO

As caracteristicas gerais da amostra estéo ceee e
(p=0,053); na T1, houve um aumento significativo

resumidas na Tabela 1. O grupo amamentado

por < 6 meses apresentou IMC superior aqueles no grupo amamentado por < 6 meses quando
amamentados por = 6 meses na T1 (p=0,007). comparado com = 6 meses (p=0,037). Analisando
Considerando-se a média dos valores de Z-escore 0s grupos separadamente, ndo houve diferencas

Tabela 1: Caracteristica da Amostra. Porto Alegre (RS), 2012.

<6 Meses (n=12) = 6 Meses (n = 25) Valor p
Género 0,487
Masculino 5(41,70) 15 (60,00)
Feminino 7 (58,30) 10 (40,00)
Idade (anos)
Coleta Inicial 6,09 + 3,17 5,92 + 3,10 0,877
Coleta Seguimento 9,96 + 3,45 9,64 + 3,31 0,786
Tempo acompanhamento (anos) 3,87 £ 0,64 3,72+ 0,64 0,508
Grupo racial 1,00
Caucasiano 9 (75,00) 20 (80,00)
Nao Caucasiano 3 (25,00) 5 (20,00)
*IMC para a idade
Coleta Seguimento 19,11 £ 2,39 16,96 + 1,72 0,007
Z escore (IMC)
Coleta inicial 0,35+ 0,68 -0,17 £ 0,76 0,053
Coleta Seguimento 0,84 + 1,04 0,15+ 0,82 0,037
Repeténcia escolar 2 (16,70) 5(20,00) 1,00

IMC: indice de Massa Corporal; DP: desvio padrao.
Os dados foram expressos como média + desvio padréo, mediana (P25 - P75) ou nimero absoluto (%) quando indicado.

Tabela 2: ConcentragGes de BDNF, IL6, IL10 e TNF-a. das criangas e adolescentes amamentados por tempo < 6 meses e = 6 meses.
Porto Alegre (RS), 2012.

< 6 Meses (n =12) = 6 Meses (n=25) P

Concentragdes de BDNF (nd/mL)

Coleta Basal* 37,31+ 11,15 28,50 + 09,05 0,025

Coleta Seguimento* 36,70 = 11,09 35,90 = 12,11 0,863
Concentragdes de IL6 (fg/mL)

Coleta Basal ** 389,87 (3066,72) 180,32 (120,07) 0,016

Coleta Seguimento** 308,60 (230,07) 412,29 (502,51) 0,137
Concentragdes de IL10 (fg/mL)

Coleta Basal ** 145,18 (251,66) 223,66 (188,89) 0,107

Coleta Seguimento** 358,77 (324,65) 377,67 (360,01) 0,244
Concentragdes de TNF-a (fg/mL)

Coleta Basal * 180,32 = 60,94 2184,08 = 02,89 0,431

Coleta Seguimento* 151,04 = 31,01 139,08 + 40,93 0,635

* Os dados foram expressos como média + desvio padréo.
** Os dados foram expressos como mediana e Intervalo interquartil
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nas medidas de Z-escore do IMC/I entre a TO e
T1 (p=0,170 e p = 0,814, nos grupos = 6 meses e
<6 meses, respectivamente), ou seja, ndo houve
diferenga no peso das criangas ao longo de quatro
anos.

Os resultados deste estudo mostraram
maiores niveis séricos de BDNF nas criangas
amamentadas por < 6 meses do que no grupo
amamentado por = 6 meses na TO. No entanto,
esta diferenga desapareceu ao longo dos quatro
anos de seguimento (Tabela 2). Os niveis de IL-6
na TO foram significativamente maiores no grupo
amamentado por < 6 meses quando comparado
ao amamentado por = 6 meses (Tabela 2); tal
diferenga desapareceu com o seguimento. Quanto
aos niveis de IL-10 e TNF-a ndo foram observadas
diferengas entre os grupos em ambas as visitas
(Tabela 2). O IMC nao apresentou correlagdo com
os niveis de BDNF e de citocinas.

DISCUSSAO

Os resultados mostraram um aumento dos
niveis séricos de BDNF no grupo amamentado por
< 6 meses comparado com o grupo amamentado
por = 6 meses somente na avaliagdo basal,
sendo que com o passar do tempo (T1) os grupos
se equipararam. Existem poucos estudos na
literatura que avaliam a associagdo do BDNF
com a duragdo do aleitamento materno. Nassar
et al. (21) mostraram que as concentragdes de
BDNF aumentavam conforme a maior duragao do
aleitamento materno em uma amostra de criangas
de 4-6 meses de idade. Existe heterogeneidade
entre o presente estudo e o de Nassar, o que
explicaria a divergéncia de valores, principalmente
devido a diferenca de idade das amostras, ja que
o presente estudo foi realizado em criangas com
uma médiade 6 e 10 anos de idade. Outra diferenga
entre os estudos é que o estudo de Nassar dosou
em criangas que estavam recebendo leite materno
no momento da coleta. Cabe salientar que os niveis
séricos de BDNF sao regulados de uma forma
complexa, sendo que outros fatores, associados
ao comportamento materno, podem inferir em
seus niveis, por exemplo, idade da mae, atividade
fisica, perfil nutricional, cognicéo, estresse, entre
outros (22,23). Estes fatores poderiam contribuir
para a falta de associagcao entre o BDNF e a
duracdo do aleitamento materno nas criangas e
adolescentes estudados.

Os resultados deste estudo mostraram que
0s nives séricos de IL-6 estdo significativamente
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aumentados na coleta basal das criancas
amamentadas por < 6 meses. Esse resultado
poderia indicar um potencial aumentado
para inflamagédo ja que a IL-6 é uma citocina
pro-inflamatéria. Alguns autores indicam que os
valores de IL-6 aumentam confome a quantidade
de tecido adiposo (24,26), no entanto, ndo houve
associagao entre a concentracédo de IL-6 e IMC
entre os grupos. Este resultado pode ser devido
ao fato de que a populagao, na coleta basal, foi
constituida, na sua quase totalidade, de criangas
eutroficas. Ellingsgaard et al. (27) encontraram
correlagédo direta com o aumento da superficie
corporal, e inversa a sensibilidade a insulina.
Eles demostraram que niveis aumentados
IL-6 podem ser um dos mediadores do maior
ganho de peso em modelo murino. Levando em
consideragao que na T1 somente uma crianga foi
classificada como obesa e 3 como sobrepeso,
pode-se justificar a falta de associagédo entre a
concentragao de IL-6 e o IMC.

Ja foi demonstrado que a IL-10 exerce
atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria,
estando presente no leite materno em elevadas
concentragbes durante as primeiras 80 horas de
lactagéo (28,29). Os resultados deste estudo nao
encontraram diferenca significativa entre os grupos.
O aleitamento materno misto difere do aleitamento
materno exclusivo, assim como fatores ambientais
influenciam na imunidade da crianga. Além disso,
no momento da coleta as criangas nédo estavam
sendo amamentadas. Todos esses fatores podem
ter influenciado a concentracao sérica de IL-10.

O TNF-a. é reconhecido como um mediador
importante em muitos eventos inflamatérios
dependentes de citocinas (26,30). Niveis elevados
de TNF-a tém sido associados a obesidade, pois
o tecido adiposo é o principal local de produgéo
desta citocina, além de ser, junto com a IL-6, um
mediador de macroéfago, provocando a inflamagao
do tecido adiposo na obesidade (31). O presente
estudo mostrou que o tempo de lactagdo nao
alterou o TNF- o entre os grupos. A amostra
dosada no periodo pds-lactagdo em criangas e
adolescentes saudaveis, higidos e sem uso de
medicagao explicaria o resultado encontrado, pois
estes fatos diminuem o potencial inflamatério.

A duragdo do aleitamento materno neste
estudo foi associada a um menor ganho de
peso das criangas e adolescentes. Estes dados
sdo consistentes com dados da literatura
que tém demonstrado uma associagdo entre
uma maior duracdo do aleitamento materno e
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menores valores de IMC (16,32,33). Existem
varias hipdéteses para explicar os beneficios
da amamentagdo na prevencdo da obesidade
na infancia, como a diferenca de densidade
energética entre o leite materno e formulas, maior
esforco com consequente aumento do gasto
energético para mamar no seio e autorregulagéo
interna dos mecanismos fome/saciedade do
lactente (32,34). Em suma, o aleitamento materno
pode proteger as criangas contra o sobrepeso e
a obesidade.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes
como o tamanho reduzido da amostra, pois o
numero de retorno da chamada n&o foi o esperado;
o tempo de amamentagéao foi descrito pela mae e
nao foi “acompanhado” sistematicamente e a néo
avaliagao da cogni¢ao ou do neurodesenvolvimento
na infancia, para melhor explicar e associar as
concentracdes de BDNF.

Os resultados deste estudo mostraram
semelhangas entre os niveis séricos de BDNF
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