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RESUMO




O tecido adiposo secreta uma série de proteinas com importincia metabolica, como a
leptina ¢ adiponectina. A leptina € uma proteina de 16-kDa, sintetizada pelos adipdcitos e
também pela placenta. Em camundongos, a leptina apresenta papel importante na fungio
neuroendocrina, na fertilidade, na obesidade e diabetes. Nos seres humanos, a leptina est
correlacionada com a massa gorda corporea e balango energético, além de apresentar
variagbes conforme o sexo e o desenvolvimento puberal. Estudos recentes apontam que a
leptina esta diretamente relacionada com o processo de regulagio de ganho de peso
perinatal. No entanto, nfo existem estudos no Brasil sobre a variabilidade da leptina
conforme o crescimento perinatal. A adiponectina é uma proteina com 244 aminoicidos
que estid paradoxalmente reduzida em pacientes obesos e estd inversamente relacionada
com os niveis de leptina. Estudos demonstram que a adiponectina possui propriedades
anti-inflamatorias e anti-aterogénicas. Ha caréncias de estudos que avaliem suas
concentragdes em recém-nascidos. Os objetivos deste estudo mediante a apresentagio de
quatro artigos foram: avaliar a influéncia da leptina e da adiponectina do sangue do cordio
umbilical no crescimento perinatal, por meio da comparagio dos seus valores conforme
sexo do recém-nascido, idade gestacional, indice ponderal, peso e comprimento de
nascimento; verificar se existe corrrelagdo entre leptina e hormdnios sexuais (estradiol e
testosterona do corddo umbilical) e determinar se o tabagismo materno altera os niveis de
leptina e adiponectina do corddo umbilical. Em todos os artigos realizou-se pesquisa
transversal, em recém-nascidos adequados para idade gestacional, sendo dosados os niveis
das adipocitoquinas do corddo umbilical. A analise dos resultados do primeiro artigo
demonstrou que a leptina do corddo umbilical correlaciona-se positivamente com a idade
gestacional, peso, comprimento e indice ponderal do recém-nascimento, sugerindo sua
participacio no processo de crescimento perinatal. Além disso, os recém-nascidos do sexo
feminino t€m niveis séricos de leptina maiores que os do sexo masculino, sugerindo que
provavelmente o dimorfismo sexual relacionado a4 composicio corporal ja existe em
recém-nascidos. No segundo artigo, por sua vez, observa-se que o tabagismo materno
durante a gesta¢do nio influencia os niveis de leptina em recém-nascidos adequados para a

idade gestacional e com pardmetros antropométricos semelhantes.
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No terceiro artigo, observou-se que os niveis de adiponectina do cordio umbilical
encontram-se superiores aos encontrados nas populagBes adultas, possivelmente tanto pelo
aumento da produgdo pelo tecido fetal quanto pela redugfo de algum fator supressor de sua
produgdo. O ultimo artigo apresenta uma relagdo inversa entre o nimero de cigarros
fumados pela gestante e os niveis de adiponectina, tendo os recém-nascidos prematuros de
mdes fumantes apresentado niveis menores de adiponectina do cordio umbilical
comparados com os niveis encontrados nos recém-nascidos prematuros de mies

ndo-fumantes.

Concluindo, observou-se que tanto a leptina quanto a adiponectina do corddo umbilical
correlacionaram-se moderadamente com pardmetros antropométricos dos recém-nascidos.
O tabagismo materno parece ndo influenciar diretamente os niveis de leptina em
recém-nascidos adequados para a idade gestacional. Por outro lado, ha uma relagio inversa
entre o nimero de cigarros fumados pela gestante e os niveis de adiponectina do cordio
umbilical.
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ABSTRACT



The adipose tissue secretes a variety of hormones with metabolical importance, such as
leptin and adiponectin. Leptin is 16-kDa protein, produced by adipocytes and placenta.
In rats, leptin plays an important role in the neuroendocrine function, fertility, obesity and
diabetes. In the human beings, leptin is correlated with body fat mass and energy balance,
besides this hormone presents variations according to gender and puberal development.
Recent studies point that leptin is directly related with the regulation process of neonatal
weight gain. However, there are no studies in Brazil about leptin variability in newborns.
Adiponectin is a 244-amino acid adipocyte-derived protein that is paradoxically reduced in
obese patients and inversely related to leptin concentrations. Some reports demonstrated
that adiponectin is a adipokine with anti-inflammatory and antiatherogenic properties.
There are very few reports about adiponectin concentrations in newborns. The aim of this
study by the presentation of four articles were: to evaluate the influence of cord blood
leptin and adiponectin in the neonatal growth, through the comparison of their values
according to gender, gestational age, birth weight, length and newborns ponderal index;
to verify if there is a correlation between leptin and sexual hormones (estradiol and
testosterone in the umbilical cord blood) and to determine whether maternal smoking
modifies leptin and adiponectin levels in the umbilical cord blood. Cross-sectional research
had been done in all articles, the subjects selected were all appropriate for gestational age
newborns and also the adipokines levels had been dosed in the umbilical cord blood.
The analysis of the results on the first article demonstrated that the levels of leptin were
correlated positively with gestational age, weight, length and newborns’ ponderal index,
suggesting leptin participation in the process of neonatal growth. Moreover, female
newborns had higher levels of leptin compare to males, suggesting that probably the sexual
dimorfism related to body composition already exists in newborns. In the second article,
it was observed that maternal smoking during pregnancy could not influence leptin levels in
term appropriate for gestational age infants with similar growth parameters. In the third
article, it was observed that adiponectin levels were higher than those found in adult
populations, possible by the increase in the fetal tissue production and/or by the reduction
in some unknown supression factor. The last article demonstrated an inverse relationship

between the number of cigarettes smoked during pregnancy and adiponectin levels , when
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the preterm newborns of smokers mothers had presented lower adiponectin levels

compared to the levels of preterm newborns of non-smokers mothers.

Concluding, it was observed that leptin and adiponectin in umbilical cord blood were
moderately correlated with antropometrical parameters in newborns. Maternal smoking
during pregnancy seems not influence directly leptin concentrations in term appropriate for
gestational age newbormns. Otherwise, there is an inverse relationship between the number

of cigarettes smoked during pregnancy and adiponectin levels in newborns.
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1.1- Apresentacio

Na ultima década novas adipocitoquinas foram descobertas, como a leptina € a
adiponectina. ApoOs a descoberta de ambas, novas publicagBes surgem a cada dia na

literatura médica com o intuito de avaliar suas propriedades e funcdes metabolicas.

A leptina € uma proteina recentemente descoberta, por meio de estudos
.genéticos realizados por ZHANG ef al. em 1994. Desde entfio, uma série de estudos vém
sendo desenvolvidos no sentido de esclarecer seu papel na fisiologia humana. Estudos em
camundongos revelaram que a leptina apresenta papel importante na fungdo
neuroendocrina. A mutagdo do gene 0b/ob que codifica a leptina em roedoras provoca

infertilidade, auséncia de desenvolvimento puberal, obesidade e resisténcia a insulina.

A leptina € também um horménio extremamente importante na regulagio da
ingestdo alimentar e ganho corporal. Ela informa ao cérebro sobre os depésitos de gordura

corporal, promovendo o equilibrio entre o ganho e o gasto energético.

Em 1997 descobriu-se que a leptina € produzida também pela placenta e pelo
feto. Isto desencadeou a realizagdo de estudos que investigam o papel da leptina como

reguladora do crescimento ¢ indicadora dos depdsitos de energia do recém-nascido.

A adiponectina ¢ uma proteina com 244 aminoacidos, sendo descrita pela
primeira vez em 1995, através do estudo realizado por SCHERER et al. Suas propriedades
anti-inflamatorias e anti-aterogénicas imediatamente despertaram o interesse da
comunidade cientifica e varios estudos verificaram o decréscimo de seus niveis em

populagdes diabéticas, insulino-resistentes e cardiopatas.

Ainda s3o poucos os estudos que investigam estas adipocitoquinas durante o
processo de crescimento perinatal e as suas possiveis alteracdes em condi¢Ges metabolicas
adversas que interferem no crescimento perinatal. Diante dessas facunas, o estudo da
leptina e adiponectina do cordéo umbilical pode fornecer dados essenciais para a elucidacio

dos mecanismos reguladores do processo de crescimento perinatal.

Introducdo
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1.2- Leptina
1.2.1- Leptina - historico e composi¢do

Em 1958, G. R. Hervey demonstrou, em experimentos com camundongos,
a presenga de um hormonio regulador do peso corpdreo por meio da interagio com o
hipotalamo (HERVEY 1958). O desenvolvimento de obesidade pela destrui¢do da regifio
ventro medial hipotalimica em um dos camundongos parabidticos provocava, por outro
lado, a morte por inani¢do no roedor parabidtico sem lesdo. Hervey supds que existiria um
“fator de saciedade” produzido em excesso no camundongo parabidtico com lesio cerebral
gerando aciimulo de massa gorda. Esse animal tornava-se insensivel a este fator pela
destruicdo da area hipotaldmica, enquanto o roedor parabidtico sem lesdo tornava-se
hipofagico em resposta aos altos niveis do “fator de saciedade” transmitido pela unido
parabiotica. Este fator que Hervey descreveu em 1958 seria conhecido, no futuro, como

leptina.

Experimentos de parabiose em animais com obesidade genética foram
extremamente importantes na historia da leptina. Hausberger, em 1959, observou que um
roedor ndo obeso suprimia o ganho de peso de um roedor obeso ( ob/ob ) em parabiose e
interpretou esse resultado como indicativo de que a obesidade seria causada pela
insuficiéncia de um fator que seria transmitido com sucesso pela parabiose
(HAUSBERGER 1959). Essa previsdo estava correta: o camundongo ob/ob nio produz
leptina (ZHANG et al. 1994).

Em 1994 Zhang e colaboradores identificaram o gene responsavel pela
obesidade no camundongo ob/ob, em um dos mais intensos estudos genéticos. O gene ob
codifica uma proteina chamada leptina (palavra grega — leptos ~ que significa “magro™)
produzida exclusivamente no tecido adiposo. Uma mutagio homozigdtica na seqiiéncia da
leptina confirma a causa da obesidade no camundongo ob/ob. Além da obesidade o
camundongo ob/ob apresentava uma série de defeitos incluindo hiperfagia, hiperglicemia,
resisténcia a insulina, hipotermia e infertilidade. Todos esses defeitos foram corrigidos
mediante a administragio de leptina. Estes achados sugerem que a leptina tenha papel

importante na obesidade humana (ZHANG et al. 1994).

Introdugdo
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O homologo humano da proteina ob foi recentemente clonado em 1995, através
dos estudos de Isse (ISSE et al. 1995). Existe uma semelhan¢a de 84% entre o gene da
leptina humana e o gene encontrado em camundongos. Pesquisas em humanos confirmaram
que as concentragdes séricas de leptina, dosadas por técnicas especiais de
radioimuncensaio, estdo diretamente relacionadas com a porcentagem de massa gorda

corporal.

A leptina € uma proteina de 16-kDa altamente hidrofilica no plasma.
E produzida principalmente pelo tecido adiposo branco. Qutros orgdos produzem leptina
em menor quantidade: estdmago, placenta, musculo esquelético e tecido adiposo marrom
(MASUZAKI et al. 1997, CINTT et al. 1997, BADO et al. 1998).

Em 1997 Tartaglia descreveu os receptores de leptina que apresentam uma
forma longa (Ob-Rb) presente no hipotalamo e uma forma menor (Ob-Re) encontrada em
varios tecidos periféricos, como nos pulmdes, figado, pancreas, rins, adrenais e tecidos
gonadais (TARTAGLIA 1997). Atualmente os trabalhos descrevem cinco variedades de
receptores de leptina, porém somente o receptor Ob-Rb (forma longa) contém um dominio
intracelular que é capaz de transmitir o sinai de ligagio com a leptina para dentro da célula
(NEGRAO e LICINIO 2000). O receptor Ob-Rb faz parte da familia de receptores das
citoquinas, ativando o sistema JAK/STAT 3 de transdugéo do sinal ap6s sua ligagio com a
leptina (TOUW et al. 2000). Uma forte presenga da expressio do gene destes receptores é
vista nos diversos niicleos hipotalamicos que regulam a ingestio alimentar e o controle do
gasto energético (MERCER et al. 1996). Estudos demonstram que problemas neste receptor
Ob-Rb levam a obesidade, indicando claramente que as propriedades da leptina na reducio
do peso sdo centrais (COHEN et al. 1996).

1.2.2- Fisiologia da leptina

A leptina € um horménio extremamente importante na regulagiio da ingestio
alimentar e ganbo corporal. A leptina atua no hipotalamo, estimulando o gasto energético ¢

suprimindo o apetite. Ela informa ao cérebro sobre os depdsitos de gordura corporal,

Introdugdo
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promovendo o equilibrio entre o ganho ¢ 0 gasto energético. Desta forma, se a leptina
sérica estd baixa, o apetite serd estimulado e o gasto energético limitado. Por outro lado,

se a leptina estd elevada, o apetite é reduzido e o gasto energético estimulado
(PELLEYMOUNTER et al. 1995).

No experimento com roedores, a administracdo de leptina provocou perda de
peso, reduziu a ingestio alimentar e aumentou o gasto energético (HALAAS et al. 1995;
CAMPFIELD et al. 1995). Nos humanos, entretanto, os obesos tém altos niveis de leptina
sérica. Uma das excegdes € o caso descrito por Montague, em que duas criangas obesas
apresentavam obesidade pela auséncia de leptina, ocasionada pela mutagio do gene ob,
similar aos experimentos com roedores (MONTAGUE et al. 1997). Na grande maioria dos
casos, os altos niveis de leptina sugerem a existéncia de resisténcia a leptina, andloga 4
resisténcia de insulina existente no diabetes tipo 2. Contudo, o exato mecanismo desta
resisténcia ainda ndo foi elucidado (CONSIDINE et al. 1996). Estudo recente indica que
esta resisténcia esteja relacionada com anormalidades na ativagdo do receptor de leptina e
problemas no transporte de leptina através da barreira hemato-encefilica (EL-HASCHIMI
et al. 2000}. Pacientes com resisténcia a insulina e obesidade visceral apresentam menores
concentragdes de receptores de leptina e menor razio entre leptina ligada ao receptor e
leptina livre (SANDHOFER et al. 2003).

Introdugdo
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o cérebro Cérebro >Leptina <Leptina
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Normaliza a glicose
¢ insulina.
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Tecido adiposo Estimula o gasto energético
- Suprime o apetite

ST ﬂ‘}"‘ - Informa ao cérebro sobre os
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e :z"-.h -~ adiposo.

oo }

— e
/ Y \
Pancreas l
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Figado
.. ] Aproveitamento de
Produgdo hepética de glicose ghucose ¢ metabolismo

Figura 1- A¢des da leptina no hipotalamo e em orgdos periféricos (pincreas, figado e

musculo esquelético).*

* Adaptade de MEIER, U. & GRESSNER, A. Endocrine regulation of energy metabolism: review of
pathobiochimical and clinical chemical aspects of leptin, ghrelin, adiponectin and resistin. Clin Chem,
50(9): 1511-25, 2004.

Alem de seus efeitos metabolicos, a leptina influencia varios eixos endocrinos
(Figura 1). Esta demonstrado que o decréscimo nos niveis de leptina em resposta ao jejum

¢ responsavel pela supressdo do eixo hipotalamo-pituitirio-gonadal e de alteragdes em

Introdugio
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outros eixos (VENIANT & LEBEL 2003). Conforme esse estudo, a leptina parece ser um

elo entre tecido adiposo, centro hipotaldmico e sistema reprodutivo.

Como ja citado, o receptor de forma longa da leptina no cérebro esta localizado
principalmente no hipotalamo e no plexo cordide. Estes receptores possivelmente modulam
a ingestdo alimentar através de outros neurotransmissores que aumentam (orexigenos) ou
diminuem (anorexigenos) a ingestdo ahmentar (SEELY e SCHWARTZ 1999).
Particularmente, a leptina age em quatro peptideos produzidos em neurdnios do ntcleo
arqueado: o neuropeptideo Y (NPY), o peptideo relacionado a cepa agouti (AGRP),
a pro-opiomelanocorticotropina (POMC) e o fator de transcricio cocaina-anfetamina
dependente (CART). Embora ainda nfo seja um modelo completo, postula-se que a leptina
suprima a atividade dos neurdnios que produzem NPY/AGRP (efeito orexigeno) e que ela
estimule a atividade de neurdnios produtores de POMC ou CART (efeito anorexigeno).
Assim, o sistema efetor anaboélico, composto pelo neuropeptideo Y ¢ AGRP, € ativado por
baixos niveis de leptina durante o balanco energético negativo, provocando o aumento do
apetite e decréscimo do gasto energético. O neuropeptideo Y, além de ser um potente
estimulador do apetite, também esta envolvidos na regulagio de outros horménios como na
supressdo do GH (hormdnio do crescimento) e das gonadotropinas e na estimulagio do eixo
pituitario-adrenal (ROHNER 2002). J4 o outro sistema, catabdlico, composto pelo POMC e
CART, ¢ ativado pelos altos niveis de leptina sérica ocasionando diminui¢do da ingestdo

alimentar e aumento do gasto energético (SCHWARTZ et al. 2000).

A gordura corporea € o maior determinante das concentragbes séricas de
leptina. Assim, em condi¢des normais, a leptina reflete a proporcdo de gordura corporal,
em relagdo exponencial (FRAYN et al. 2003). A sintese de leptina ¢ modulada por
variaveis hormonais e nfo-hormonais. Estimulantes de sua produgdo sio os
glicocorticoides, o aumento da ingestio alimentar e a insulina. Supressores s8o o jejum € os
agonistas dos adrenoreceptores p3 (LEIBEL 2002).

Pacientes com lipodistrofia apresentam menores concentragSes de leptina.
A administragiio de leptina nestes pacientes reduz a esteatose hepatica, melhorando a
sensibilidade & insulina (ORAL et al 2002). A supressio da enzima

estearil-CoA desaturase-1 corrige o padrio hipometabdlico da deficiéncia da leptina,
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indicando que a leptina ndo atua somente no centro hipotaldmico do apetite como também a
nivel hepatico (DOTSCH et al. 2003).

Nos tecidos periféricos, a sinaliza¢8o insulinica envolve a ativacdo do sistem
IRS1-PI3K (insulin receptor substrate-phosphatidylinositol 3-kinase. Estudo publicado em
2003 (NISWENDER et al.) demonstrou que a sinalizagio insulinica a nivel hipotaldmico
também esta relacionada com a ativagio da via PI3K, combinando a isto o fato de que a
leptina ativa a via PI3K no hipotalamo, este estudo sugeriu que existisse um mecanismo de
cross talk entre a sinalizagio de insulina e leptina. Complementando isto, o importante
estudo brasileiro também publicado em 2003 (CARVALHEIRA et al.), demonstrou que
realmente existe cross-talk entre leptina e insulina ao nivel de JAK2 e STATSb no figado
de ratos ¢ mais recentemente confirmou cross-talk entre leptina ¢ insulina no hipotalamo de
ratos (CARVALHEIRA et al. 2005).

Outro papel da leptina, além da sua atividade na regulagio do peso corporal,
¢ a possibilidade dela ser o sinal bioquimico que informa ao cérebro se as reservas
energéticas s3o suficientes para sustentar o inicio da puberdade e a reproducio
(CUNNINGHAM et al. 1999). Os estudos de leptina realizados em adolescentes em
diferentes estadios de Tanner encontraram resultados interessantes. Na maioria deles
encontrou-se padrdo diferente em cada sexo. No menino, os niveis de leptina aumentam no
inicio da puberdade (ate G2-G3), quando sofrem queda progressiva em seus valores até G5
para entdo manter os niveis encontrados em adultos. Nas meninas, os niveis de leptina
também aumentam no inicio da puberdade, atingem um platd em G3 e novamente
aumentam ate G5, quando atingem valores encontrados em mulheres adultas (CLAYTON
et al. 1997, BLUM et al. 1997). Através destes achados, sugere-se que o progressivo
aumento nos valores da leptina seja necessario para o desencadear da puberdade.
Além disso, o incremento dos valores de leptina no sexo feminino nas fases finais do
desenvolvimento puberal provavelmente esteja relacionado & fungdo reprodutiva
(CLAYTON et al. 1997), enquanto o declinio nos valores de leptina no sexo masculino
durante a puberdade esteja associado a eleva¢dio dos niveis de andrégenos (ADAN et al.
1999).
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1.2.3- Leptina e crescimento perinatal

O crescimento fetal € caracterizado por uma fase inicial de organizacio e
diferenciagdo tecidual, associada a uma intensa proliferagio celular. Corresponde ao
crescimento embrionario e varia de Scm/més durante o terceiro més de gestagio até
10cm/més entre o quarto e quinto més. Uma fase posterior é caracterizada por um

crescimento menor ( 2 a 3cm/més ) ¢ intenso ganho de peso (MONTE et al. 1998).

Fatores geneticos, suprimento transplacentario de oxigénio e de substratos,
além das agBes endocrina e paracrina de hormdnios produzidos pelo feto, placenta ou mie,

s30 os principais moduladores do crescimento fetal (MONTE et al. 1998).

O controle hormonal do crescimento perinatal é exercido por horménios de
origem placentaria ou de origem fetal. A regulagio pode ser indireta, por modular o
crescimento e fluxo sangiineo placentirio, ou direta, pela transferéncia de horménio
placentario ao feto. Entre estes horménios estdo: GH fetal, a insulina, a somatomedina, os
horménios tireoidianos e os esterdides sexuais (VAN DEN BRANDLE 1990).

Estudos recentes sugerem que a leptina também esteja envolvida nesse processo.

A leptina pode ser dosada tanto no fluido amniético quanto no corddo umbilical
a partir de 25 semanas de gestagdio (MATSUDA et al. 1997). Enquanto a leptina
proveniente do liquido amnidtico reflete o ambiente materno, a leptina do corddo é derivada
tanto da placenta como do tecido fetal (SCHUBRING et al. 1997). Alias todos os estudos
publicados até 0 momento sdo undnimes em confirmarem que a leptina dosada no sangue
materno correlaciona-se apenas com a adiposidade materna (HASSINK et al. 1997;
TAMURA et al. 1998; SCHUBRING et al. 1998).

A presenca de leptina no sangue de cordfio umbilical humano tem sido
demonstrada em alguns estudos a partir de 1997 (MATSUDA et al. 1997, KOISTINEN
et al. 1997, HELLAND et al. 1998). Koistinen e colaboradores encontraram associacio
positiva entre crescimento dos recém-nascidos e concentragio de leptina no corddo
umbilical. Estes autores descreveram que a média de leptina no corddo umbilical dos

recém-nascidos pequenos para idade gestacional (PIG) foi de 3,3ng/mi, enquanto que nos
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grandes para idade gestional (GIG) foi de 35,7ng/ml, em comparagio com 14,5 ng/ml nos
recém-nascidos adequados para a idade gestacional (AIG). Isto representa um valor 146%

maior nos GIG que nos AIG e 78% menor nos PIG que nos AIG (KOISTINEN et al. 1997).

Matsuda e colaboradores (MATSUDA et al. 1997) realizaram um estudo com
82 recém-nascidos, de idade gestacional entre 36-42 semanas e peso de nascimento entre
2306-4128g, que encontrou associagdo positiva entre peso de nascimento e leptina no

corddo umbilical. Helland também descreveu essa mesma associagio em seu estudo
publicado em 1997 (HELLAND et al. 1998).

Um estudo francés publicado em 1999 demonstrou que os recém-nascidos
GIG assimétricos de mies ndo-diabéticas apresentavam niveis mais elevados de leptina do
corddo umbilical que os GIG simétricos. E o Ginico estudo até o momento que sugere que a
macrossomia assimétrica esta associada com anormalidades nas concentracdes tanto de

insulina quanto de leptina do corddo umbilical (LEPERCQ et al. 1999).

Além do peso de nascimento, outros fatores correlacionam-se com a leptina do
corddo umbilical, como o sexo, o indice ponderal e as pregas cutdneas do recém-nascido.
Estudo de coorte (ONG et al. 1999) realizado em 197 recém-nascidos na Inglaterra
demonstrou que os recém-nascidos do sexo feminino tém niveis maiores de leptina que os
do sexo masculino, independente do tamanho de nascimento. O indice ponderal (kg/m?) ao
nascimento neste mesmo estudo também associou-se significativamente com os niveis de
leptina do corddo. Resultados semelhantes podem ser encontrados em outros estudos
(TOME et al. 1997; YANG et al. 2000).

A presenga de diabetes materno, seja diabetes mellitus tipo 1 ou gestacional,
parece comprometer os niveis de leptina do cordio umbilical (GROSS et al. 1998;
PERSSON et al. 1999). Estudo sueco realizado em 35 amostras de sangue do cordio de
filhos de mdes diabéticas em compara¢do com um grupo controle de 96 recém-nascidos
normais, demonstrou que os filhos de mies diabéticas apresentavam concentracdes de
leptina trés vezes superiores ao grupo controle (PERSSON et al. 1999). Estes niveis

superiores podem refletir a influéncia que a hiperinsulinemia cronica fetal exerca sobre a
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concentra¢do da leptina, sugerindo que o diabetes materno, ainda que controlado, influencia
o metabolismo da leptina (GROSS et al. 1998).

Um estudo publicado em 2000 também confirma a importincia da leptina no
crescimento perinatal. Por meio deste estudo verificou-se que a leptina do corddo umbilical
correlaciona-se negativamente com ICTP (carboxy-terminal telopeptide type I collagen)
que ¢ um marcador de reabsorgio Ossea, sugerindo que a leptina provavelmente diminui a

reabsorgdo Ossea, com consegiiente aumento da massa dssea (OGUEH et al. 2000).

Fatores genéticos e ambientais também estfio associados com o aumento dos
niveis de leptina do corddo umbilical. Assim, a obesidade paterna, o nascimento na
primavera ou no verao e antes do meio-dia sio relacionados com niveis maiores de leptina
(TARQUINI et al. 1999).

1.2.4- Relagdo da leptina e hormdnios no cordfio umbilical

A relagio da leptina do sangue do corddo umbilical com outros fatores de
crescimento ainda ndo esta devidamente elucidada. A existéncia de um niimero reduzido de

estudos com este objetivo € a casuista pequena ocultam resultados concretos.

De todos os horménios do corddo umbilical, a insulina é o mais estudado.
Alguns estudos encontraram correlag@o positiva da insulina com a leptina (KOISTINEN
et al. 1997, LEPERCQ et al. 1999), enquanto outros nio demonstraram tal associacio
(SCHUBRING et al. 1998; YANG et al. 2000).

Os esterdides sexuais também j& foram investigados. Um estudo
norte-americano demonstrou que a administragio exdgena de esterdide na gestacio
aumenta os niveis de leptina no corddo umbilical (SHEKHAWAT et al. 1998) enquanto
estudo himgaro encontrou uma correlagdo negativa entre os niveis de testosterona e leptina
(ERTL et al. 1999). Entretanto, estudo publicado mais recentemente nio encontrou

assoclagdo entre leptina e hormdnios sexuais (TAKAHASHI et al. 2002).
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A relagio entre leptina e cortisol do cordio umbilical também € contraditéria.
Enquanto um estudo correlaciona a leptina com cortisol no cordio umbilical encontrando
forte associagdo (MAFFEIS et al. 1999), outro descarta tal associagdo (KIREL et al. 2000).

A relagio da leptina com IGF-I foi pesquisada em alguns estudos até o
momento (MAFFEIS et al. 1999; YANG et al. 2000; LO et al 2002; MANDERSON et al.
2003). Os estudos de LO et al (2002) ¢ MANDERSON et al. (2003) encontraram
correlagio positiva entre leptina e IGF-I, porém em outros no foi encontrada tal associagdo
(MAFFEIS et al. 1999; YANG et al. 2000). Estudos futuros poderdo esclarecer melhor as

associagOes da leptina com os diversos fatores de crescimento.

1.3- Adiponectina
1.3.1- Adiponectina — historico e composi¢io

A adiponectina ¢ um horménio descrito pela primeira vez em 1995,
por SCHERER et al. E uma proteina que ¢ sintetizada exclusivamente pelo tecido adiposo,
produzida durante a diferenciagdo do adipocito e que corresponde a 0,01% do total de

proteinas plasmaticas.

E uma proteina de 244 aminoacidos, com massa molecular de 30 kDa.

Sua estrutura primdria € similar ao fator de complemento globular Clq.

A adiponectina também ¢ conhecida como ACRP30 (adipocyte complement-
related protein of 30 kDa), adipoQ, GBP28 (gelatin-binding protein of 28 kDa) e apM1
(adipose most abundant gene transcript 1).

A adiponectina circula no plasma como estrutura trimérica, hexamérica e
polimérica. A adiponectina monomeérica ndo foi encontrada até o momento na circulagio
sanguinea e parece estar restrita ao adipocito. A adiponectina circula no plasma em
concentragdes que variam entre 5 a 30 ug/ml. Os métodos para detectar as concentragdes
plasmaticas da adiponectina compreendem técnicas de radioimunoensaio e
enzima-imunoensaio (BERG et al. 2002).
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Sdo descritos dois receptores de adiponectina: adipoR1 e adipoR2. AdipoR1 é
produzido no musculo esquelético enquanto adipoR2 € sintetizado no tecido hepético
{(YAMAUCHI et al. 2003). Outro estudo publicado em 2003, demonstrou a presenca dos
dois receptores de adiponectina nas células B pancreaticas (KHARROUBI et al. 2003).

1.3.2- Fisiologia da adiponectina

A sintese e secrecdo da adiponectina é regulada por varios mecanismos,
apresentando diferentes a¢cdes em Orgdos periféricos (Figura 2). As principais fungdes da
adiponectina estdo relacionadas com o decréscimo nas concentragdes séricas de glicose e

redugfo da resisténcia insulinica (MEIER & GRESSNER 2004).
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Sintese de Adiponectina
Tecido Adiposo

Principais funcdes da adiponectina:
Diminui resisténcia insulinica
Reduz concentraces séricas de glicose
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Figura 2- Ac¢bes da adiponectina no tecido adiposo e em drgéos periféricos (figado, sangue

e misculo esquelético). *

* Adaptade de MEIER, U. & GRESSNER, A. Endocrine regulation of energy metabolism: review of
pathobiochimical and clinical chemical aspects of leptin, ghrelin, adiponectin and resistin. Clin Chem,
S0(9): 1511-25, 2004,

Os adipocitos secretam normalmente varios hormdnios como adiponectina,
leptina, sensibilizadores a insulina. Porém quando ocorre hipertrofia da célula adiposa,
ha decréscimo na producio destes hormonios e aumento daqueles ligados com resisténcia a
insulina. Assim, os niveis de adiponectina em adultos obesos so menores que em

individuos n3o obesos, ainda que a adiponectina seja produzida exclusivamente no tecido

Introducdo
29



adiposo. Isto contrasta com as adipocitoquinas relacionadas com resisténcia insulinica,
cujos niveis estdo aumentados em pacientes obesos em propor¢io direta com o aumento da
massa corporal (ARITA et al. 1999). Foi demonstrado que TNF-o € capaz de reduzir a
expressdio e secrecdo da adiponectina (KAPPES & LOFFLER 2000). Assim € possivel
especular que tanto TNF-o quanto as outras adipocitoguinas possam parcialmente ser

responsaveis pela diminui¢io da producfio da adiponectina em individuos obesos.

A adiponectina diminui a sintese lipidica e producdo hepatica de glicose,
reduzindo as concentragdes séricas de glicose e acidos graxos livres. Além disso,
ha redugio na producdo de triglicérides ¢ oxidagido de gorduras, aumentando a dissipagio
energética no musculo esquelético. O mecanismo pelo qual a adiponectina regula a
oxidagdo lipidica parece estar ligado com proteinas do metabolismo dos triglicérides como
CD36, PPARy (TOMAS et al. 2002). A adiponectina também correlaciona-se
negativamente com a apolipoproteina B e indices aterogénicos, conforme estudo realizado
em pacientes do sexo feminino nio diabéticas, publicado por MATSUBARA et al. (2002).
Estes achados sugerem que a hipoadiponectinemia observada na dislipidemia pode

influenciar o risco aterogénico observado na sindrome metabélica.

A adiponectina também melhora a sensibilidade hepatica a insulina, tanto por
efeito direto quanto indireto, diminuindo as concentragGes lipidicas. Demonstrou-se por
meio do estudo realizado por YAMAUCHI et al. (2001) que a adiponectina administrada a
roedores lipodistroficos aumenta a fosforilagdo da tirosina, provocando um aumento da
sensibilidade 2 insulina. Resultados similares foram encontrados em estudos em humanos
(STEFAN et al. 2002). Outro estudo (YAMAUCHI et al. 2002) descreve que a
adiponectina estimula a utilizacBo de glicose através da ativagio da 5’-AMP quinase.
Desta forma, a adiponectina teria um papel importante na regulagio do consumo de energia

e metabolismo glicidico e lipidico.

Diversos estudos estabeleram uma forte correlagio entre a adiponectina e
sensibilidade a insulina, tanto em experimentos in vivo quanto in vitro (BERG et al. 2001;
COMBS et al. 2001). A adiponectina parece ndo ter uma agfio direta sobre a secreciio de
insulina, uma vez que os niveis de insulina estdo reduzidos no inicio dos experimentos e

permanecem baixos mesmo depois da injecio de adiponectina. Como citado anteriormente,

Introdugéo
30



YAMAUCHTI et al. (2001) demonstrou aumento da sensibilidade & insulina e melhora da
hiperglicemia em ratos obesos, diabéticos e lipoatroficos apds uma infusio fisiolégica de
adiponectina. Estudos em ratos com clamp euglicémico hiperinsulinémico demonstraram
que o aumento abrupto dos niveis circulantes de adiponectina provoca a supressdo da
neoglicogénese hepatica, ainda que a captagdo de glicose a nivel muscular permaneca
inalterada. Isto estd associado a uma diminui¢do na expressio das enzimas PEPCK e
glucose 6 fostase, indicando que a regulagio destas enzimas contribuiria para 0 mecanismo

de agdo da adiponectina.

Estudos em macacos rhesus geneticamente predispostos a desenvolver
resisténcia insulinica demonstraram que os niveis de adiponectina diminuem
proporcionalmente com o aumento da resisténcia insulinica. Neste estudo encontrou-se uma
correlagdo negativa entre a adiponectina e o peso corporal e uma correlacdo positiva com a
captagdo de glicose estimulada pela insulina. Nestes macacos, o decréscimo nos niveis de
adiponectina precede a uma condi¢fo hiperglicémica (HOTTA et al. 2001). A presenga de
hiperinsulinemia é um mecanismo possivel para supressfio da adiponectina. Entretanto,
parece improvavél que a hiperinsulinemia per si seja um mediador para baixar a
adiponectina, uma vez que pacientes diabéticos tipo 2 possuem niveis baixos de
adiponectina e de insulina também. BOGAN et al. (1999) demonstrou que a secregio de
adiponectina pelo tecido adiposo requer fostatidil inositol 3 quinase (PI-3K) que ¢ um
intermediario da atividade da insulina. O substrato 1 (IRS-1) do receptor de msulina
associado com a atividade da PI-3K esta diminuido nos adipdceitos de diabéticos tipo 2.
Assim, € possivel que a diminuic8io da atividade da PI-3K em diabéticos tipo 2 contribua
para a diminuicio nos niveis da adiponectina (SMITH et al. 1999). Estudo em humanos e
ratos lipodistréficos demonstraram que os niveis de adiponectina sfo extremamente baixos
nestes pacientes, provavelmente pela auséncia de tecido adiposo e/ ou resisténcia insulinica
(MATSUBARA et al. 2002; HAQUE et al. 2002). YAMAUCHI et al. (2001) verificou que
roedoras tratadas com doses fisiologicas de adiponectina diminuiam significativamente

tanto a hiperglicemia quanto a hiperinsulinemia.

Estudo realizado em indios Pimas e individuos caucasianos demonstrou que
niveis inferiores de adiponectina estdo correlacionados com maior resisténcia a insulina e

hiperinsulinemia (WEYER et al. 2001). HOTTA et al. (2000) verificou que existe uma
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correlagdo negativa entre os niveis de adiponectina e triglicérides e uma correlagéo positiva
entre as concentragbes de adiponectina e os niveis de HDL-colesterol em pacientes
diabéticos tipo 2.

MATSUBARA et al. (2002) encontraram uma correlagio inversa entre os

niveis de adiponectina e de leptina.

A redugdo dos niveis de adiponectina também ocorre em individuos
hipertensos, diabéticos e pacientes com cardiopatia coronariana. Em populagdes adultas,

homens apresentam niveis inferiores comparados com as mulheres (WEYER et al. 2001).

Em recente estudo, PISCHON et al. (2004), estudando os niveis de
adiponectina em homens durante o periodo de 6 anos, concluiu que a adiponectina
esta relacionada de forma inversamente proporcional ao risco coronariano, de forma

independente a outros fatores de risco, como lipideos e componentes inflamatérios.

Estudos experimentais indicaram que a adiponectina possui propriedades
antiaterogénicas e anti-inflamatdrias. A adesio dos monocitos no endotélio ¢ a subsequente
diferenciagdo a macrofagos € considerada essencial para o desenvolvimento da enfermidade
vascular. OUCHI et al. (2001) descreveu que a adiponectina tem efeitos sobre a adesdo dos
mondcitos no endotélio, sobre a diferenciagio mieldide e produciio de citoquinas pelos
macrofagos e fagocitos. A adiponectina inibe a produgio de TNF-g, uma citoquina que tem
efeitos diretos sobre a adesdo molecular. Este mesmo estudo também demonstrou que a

adiponectina in vitro evita a transformagio do macrofago a célula espumosa.

1.3.3- Adiponectina e crescimento perinatal

LINDSAY et al. (2003) realizaram o primeiro estudo sobre as concentragdes de
adiponectina no cordio umbilical. Até entfio, s6 existiam estudos em criangas maiores de
5 anos, que encontraram uma correlagio inversa entre os niveis de adiponectina

e adiposidade, o que confirma os resultados descritos na populagio adulta (STEFAN et al.
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2002). Assim, nosso artigo, publicado em 2004 e apresentado a seguir, foi o segundo

estudo a investigar a adiponectina do cordio umbilical.

O estudo de LINDSAY et al. pesquisou os niveis de adiponectina em
recém-nascidos de mies diabéticas (n=134) comparando-os com um grupo controle de
neonatos saudaveis (n=45). Neste artigo, ndo foi encontrada nenhuma correlagio entre
adiponectina e insulina, leptina ou com medidas de adiposidade dos recém-nascidos.
Os niveis de adiponectina foram bem superiores (duas-trés vezes) aos encontrados na

popula¢do aduita.

1.4- Tabagismo materno durante a gestacio ¢ niveis de leptina e adiponectina no

cordiao umbilical

O baixo peso ao nascer é um dos mais importantes determinantes da
mortalidade perinatal (BROOKE et. al 1989). O peso ao nascer é inversamente relacionado
com a prematuridade (PEREIRA e GEORGIEFF 1992), com o aumento de lipidios do
sangue do cord@o umbilical (ORTEGA et al. 1996) e com o tabagismo materno durante a
gravidez (HASTE et al. 1995; AHLSTEN et al. 1993; SPINILLO et al. 1994).

O tabagismo materno € apontado como o responsavel por uma série de
anormalidades neurologicas e metabdlicas observadas nos recém-nascidos destas mies
fumantes, comprometendo o fornecimento de nutrientes, oxigénio e depésitos energéticos
do feto (RANTAKALLIO 1983; LINDBLAD et al. 1988; BERATIS et al. 1994).

Em 1997 foi publicado o primeiro estudo que investigava a possivel influéncia
do tabagismo materno nos niveis da leptina do corddo umbilical (MANTZOROS et al.
1997). Foi realizado com amostras de sangue do corddo de 62 recém-nascidos, sendo
12 prematuros, todos de mfes fumantes, comparados com um grupo controle de
62 recém-nascidos de mdes ndo-fumantes. Neste estudo foi demonstrado que as
concentragbes de leptina foram significativamente menores tanto em recém-nascidos de
termo como nos prematuros de mées que haviam fumado durante a gestagdo, em

comparagdo com o grupo controle. Qutro achado deste estudo foi a constatagio de que ha
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uma relagdo direta entre o nGmero de cigarros consumidos pela mie durante a gestacio e os
niveis de leptina do corddo umbilical, ou seja, quanto maior o consumo de cigarros, menor
foi o valor de leptina encontrado no cordao umbilical. Por outro lado, estudo de HELLAND
et al. (2001) demonstrou que ndo hé influéncia do tabagismo sobre os niveis de leptina.
A escassez de estudos sobre este tema e a pequena amostragem podem ser fatores

causadores de resultados controversos.

N#o ha estudos até o momento sobre a influéncia do tabagismo materno nos
niveis de adiponectina do corddo umbilical. O ultimo artigo apresentado a seguir € o
primeiro estudo sobre este assunto na literatura, investigando os niveis de adiponectina em
recém-nascidos de termo e prematuros de maes fumantes comparando-0s com grupos

controle de neonatos de mies nio-fumantes,
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OBJETIVO GERAL

- Avaliar a relagdo dos niveis de leptina e adiponectina no sangue do cordio umbilical

com O crescimento perinatal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (primeiro artigo apresentado)

~ Comparar os niveis de leptina no sangue do corddo umbilical conforme o sexo do

recém-nascido, 1dade gestacional, indice ponderal, peso e altura de nascimento.

- Avaliar a relagiio entre leptina no corddo e os niveis de estradiol e testosterona, também

dosados no sangue do cordéo.

OBJETIVO ESPECIFICO (segundo artigoe apresentado)

- Determinar se o tabagismo materno altera os niveis de leptina no corddo umbilical.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (terceiro artigo apresentado)

- Comparar os niveis de adiponectina no sangue do cordio umbilical conforme o sexo do

recém-nascido, idade gestacional, indice ponderal, peso e altura de nascimento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (guarto artigo apresentado)

- Determinar se o tabagismo materno altera os niveis de adiponectina no corddo umbilical

em recém-nascidos de termo e prematuros adequados para a idade gestacional.

- Verificar se existe correlagdo entre os niveis de adiponectina e o nimero de cigarros

fumados durante a gestagio.
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3.1- Tamanho amostral e selecdo dos sujeitos

Para a realizacfio dos artigos apresentados no proximo capitulo utilizou-se de
uma amostra de recém-nascidos vivos, adequados para a idade gestacional, classificados
quanto ao sexo, peso e comprimento ao nascer, idade gestacional e indice ponderal
No segundo e quarto artigo o tabagismo materno durante a gestacdo também foi uma
varidvel estudada. Para a dosagem da leptina e da adiponectina foram coletadas amostras de
sangue do corddo umbilical obtidas imediatamente apds o nascimento, no Hospital

Regional , que € o responsavel pela maioria dos partos na cidade de Sorocaba.

O nimero de amostras necessarias a realizacfo deste estudo for determinada
com base na ocorréncia prévia relatada por KOISTINEN et al. (1997). Os valores de
o e B admitidos para este calculo foram de 0,05 e de 0,10 respectivamente (HULLEY e
CUMMINGS 1988).

A idade gestacional dos recém-nascidos foi obtida pela data da Gltima
menstruacio e confirmada pelo Capurro (CAPURRO et al. 1978). A ultrassonografia fetal
ndo fot considerada em nosso estudo pela impossibilidade do exame em toda a amostra no

primeiro trimestre da gestagao.

Em todos os artigos selecionou-se apenas recém-nascidos adequados para a

idade gestacional de acordo com a curva de Alexander (ALEXANDER et al. 1996).

O indice ponderal (indice de Rohrer) (ROHRER 1921; MILLER e
HASSANEIN 1971), que € o peso dividido pelo comprimento ao cubo e multiplicado por

100, foi calculado para cada recém-nascido.

O tabagismo materno foi considerado como o habito de fumar 2 ou mais

cigarros por dia durante a gestacio e foi uma varidvel estudada no segundo e quarto artigo.

3.2- Desenho do estudo

Os artigos apresentados a seguir tratam-se de estudos epidemiolégicos tipo
transversal ou de prevaléncia, por meio da comparacdo dos valores de leptina e

adiponectina do corddo umbilical conforme peso e comprimento do recém-nascido, sexo,
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idade gestacional e indice ponderal (primeiro e terceiro artigo) e pela avaliagéo do efeito do
tabagismo maternc nos niveis de leptina e adiponectina do corddo umbilical (segundo e

quarto artigo).
Para a realizagdo destes artigos realizou-se um estudo em 2 etapas:

1 etapa: preenchimento de questionario com dados maternos, coleta do sangue do cordio

umbilical, avaliagio do recém-nascido.
2° etapa: dosagens laboratoriais.

Na primeira fase do estudo foi preenchido pelo pesquisador um questionario
materno, previamente testado, cuja meta foi a obtencdo de dados clinicos sobre a gestagio,
tabagismo, presenca de diabetes ou outras patologias, além de informacgBes sobre moléstias

cardiovasculares ou obesidade nos familiares.

A classificacio social foi obtida no questionario segundo o Critério Abipeme -
da Associagdo Brasileira de Institutos de Pesquisa de Mercado e da Associagio Brasileira
de Anunciantes - obtida de pesquisa amostral realizada no estado de S3o Paulo, e que é
apropriada para analise da situagio social, econdmica e demografica no Brasil.
Esta classificag@o validada por JANNUZZI e BAENINGER (1996), considera a existéncia
¢ o numero na residéncia de: televisiio, radio, banheiro, empregada mensalista fixa,
aspirador de po, maquina de lavar roupa, automével e a escolaridade do chefe da casa.
A familia é enquadrada em um dos cinco estratos (A,B,C,D,F) conforme a somatoria de
pontos: A (8% ou mais), B (592 88),C (35258),D(20a34),E(0a19).

A coleta do sangue do corddo umbilical foi realizada imediatamente apds o
nascimento. Os exames foram centrifugados e congelados a - 20°C, sendo depois
transportados para o laboratorio de Endocrinologia da Universidade Estadual de Campinas,

onde foram analisados,

Ainda na primeira fase do estudo foram obtidos os dados referentes ao
recém-nascido: peso e comprimento de nascimento, sexo, APGAR, idade gestacional e

indice ponderal.
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Os recém-nascidos foram pesados utilizando-se uma balanga microeletronica
portatili e medidos por meio de um antropémetro afixado em superficie plana.

Foram realizadas duas medidas e comparadas. A placenta também foi pesada.

O calculo da 1dade gestacional e do indice ponderal foram realizados utilizando

como padrio os graficos citados no item anterior.

A segunda etapa do estudo compreendeu as dosagens laboratoriais. As amostras
foram congeladas em Sorocaba e transportadas em recipiente adequado até o laboratorio de
Endocrinologia (Disciplina de Endocrinologia do Departamento de Clinica Médica) da
Faculdade de Ciéncias Médicas - FCM - UNICAMP. Os exames dosados foram: leptina,

adiponectina, estradiol e testosterona.

A leptina foi dosada por técnica de radioimunoensaio (Linco Research, USA),
tendo como valores meédios de referéncia no sangue do corddo umbilical (GOMEZ et al.
1999):

-~ para sexo masculino = 4,8 ng/mL ( vanando de 0,7-23,6 ng/mL ).
- para sexo feminino = 7,2 ng/ml ( variando de 0,9-28,1 ng/mL ).

A adiponectina foi dosada por técnica de radioimunoensaio (Linco Research,
USA), tendo como valores meédios de referéncia no sangue do corddo umbilical (LINDSAY
et al. 2003):

- para sexo masculino = 23.3 pug/mL (£ 1. 1pg/mL ).
- para sexo feminino = 21.0 ug/mL (£ 1.1 pug/mL ).

O estradiol foi dosado por meic do método enzimatico colorimétrico, tendo
como valores médios de referéncia no sangue do corddo umbilical (MATSUDA et al.
1997):

- para sexo masculino = 10,3 ng/ml. ( variando de 5,7-14,6 ng/mL ).

- para sexo feminino = 11,8 ng/mL ( variando de 6,2-18 ng/mL ).
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A testosterona foi dosada por meio do método enzimatico colorimétrico, tendo

como valores de referéncia no sangue do cordfio umbilical (MATSUDA et al. 1997):
- para sexo masculino = 1,91 ng/mL ( variando de 0,46-5,53 ng/mL ).
- para sexo feminino = 1,61 ng/mL ( variando de 0,39-4,55 ng/mL. ).

Para a analise dos dados dos artigos utilizou-se do programa estatistico SPSS.
Foram calculadas as médias e os respectivos desvios erros padrdes das médias e verificadas
as diferengas pelos testes ndo-paramétricos. Os pormenores de cada analise estatistica

encontram-se descritos no corpo dos artigos a seguir.

Este estudo foi realizado de acordo com a revisdo atual da Declaragio de
Helsinque e com a resolugio brasileira 196, de 10 de outubro de 1996 {Resolugdo n® 196.
Cadernos de Etica em Pesquisa 1996 ).

O protocolo do estudo foi aprovado antes de seu inicio pelo Comité de Etica

local.

O investigador obteve o consentimento livre e esclarecido de cada gestante,
explicando a natureza e os objetivos do estudo. Este consentimento livre e esclarecido foi

obtido antes da realizagfo de qualquer atividade relacionada ao estudo. Anexo 1

O fornecimento do consentimento foi também documentado pelo pesquisador

na Ficha Clinica.
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ArTIGO ORIGINAL

Leptina como marcadora do dimorfismo sexual
em recém-nascidos

Leptin as a marker of sexual dimorphism in newborn infants

Inés M. C. G, Pardo?, Bruno Geloneze?, Marcos A. Tambascia?,
José L. Pereirad, Antonio A. Barros Filho?

Resumo

Objetivo: Avaliar os niveis de leptina do corddo umbilical em
retém-nascidos adequadas pare a idade gestacional conforme sexo,
pasa, comprimento e indice ponderal de nascimento.

Método: Estude tipo transversal, envolvends 132 recém-nascidos
adequados para idade gestacional (8 do sexo feminine, 64 do sexe
mascuiino), com idade gestacional de 35-42 semanas. Os dados foram
ohtidos mediante entrevista com as mies na maternidade, peio estude
antropomstrico dos recéme-nascidos e pela dosagem de ieptina, estra-
diol e kestosterona nocorddo umbilical por meio da coleta imediata apds
o parto.

Resultados: O0s recém-nascides do sexo feminino apresentaram
niveis de leptina significativamente maitres que os do sexc masarino
(8,340,865 ng/mi versus 6, 06+0,71 ng/mi; ¢ = €,000). 02 niveis de
stradiol € testosterona ndc variaram conforme o sexo. A lepting se
cerrefacionou positivamente com idade gestacional (r= 0,394, p < 0,01),
peso (r= 0,466, p < 0,01}, comprimento (r = §,335%, p < 0,01) e indice
ponderal (r = §,328, p < 0,01) dos recém-naseidos.

Conclusdes: A leptina do corddo umbilical se correlagions positi-
vamente com idade gestacional, peso, tomprimento e indice ponderal
do recém-nascido, sugerindo sua particinacdo no processo de cresci-
mento neonatal, Além disso, os recém-nascidos 4o sexo femining tém
niveis séricos de leptina maiores que os do sexo masculing, sugerndo
que o dimorfismo sexuai rejacionado & compasiclo corporal 14 possa
existir em recém-nascidos.

J Pediatr (Rie 2). 2004,80(%):305-8: Leptina, recém-nascids, paso
de nascimento, erescimento,

Introdugio

A leptina {palavra grega /epfos, gue significa “magro™)
& uma proteina de 16 kDa sintetizada pelos adipdcitos que
fol recentemente descoberta por intermédio de estudos
genéticos realizados por Zhang et al.l. Desde entdo, uma
série de estudos vém sendo desenvolvides no sentide de
esclarecer seu papel na fisiologia humana.
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Abstract

Objective! To determing cord blood leptin levels in newbomns
appropriate for gestational age, acoording to nender, birth waight, birth
reight and ponderad index.

Meathoeds: A cross-sectional study was carried out with 132 term
newbomms appropriate for gestational age (68 females, 64 mates),
gestationz! age between 35-42 weeks. Data were collected through
interviews with the mothers at the malernity, anthropometrycat study
of the newborns, angd cord blpod estradiol, testosterene and ieptin
assays obtained immediately after hirth,

Resuits: The levels of leptin were significantly higher in fernales
than in males {8.34+0.65 ng/mi versus 5.062C.71 ng/mi; ¢ = £.000).
The cancentrations of estradiol and testosterone did not differ between
males and females. Leptin fevels werg positively correlated with
gestationai age (r= 0.394, p <0.01), birth weight {r = 0.466, p < £.01),
birth length (¢ = 0,335, p < 0.01) and ponderal index {r = 0.326,
p =< 0.01).

Condusions: teptin concentration in the umbiiical cord is positivaly
corretated with gestational age, birth weight, birth height, and ponderat
index, suggesting its partitipation in the neonatal growth process. In
addition, a gender difference with higher levels of leptin in females
neonates was observed, suggesting that the sexual dimorphism in
relation to body composition already exists in fiewborns.

1 Pediatr {Rio 7}, 2004,80{4 ). 365-8: Legtin, newiomn, birth weight,
growth.

Estudos em ratos revelaram gue a leptina apresenta
papel importante n2 funcdio neuroendsdcrina. A mutagio do
gene obfob, gque codifica a leptina em ratas, provoca
infertilidade, auséndia de desenvolvirmento puberai, obesi-
dade & resisténcia 3 insuiinal,

Nos seres humanos, a lepting tem sido correlacionada
com a massa gorda corpirea e o balango energético, além
de apresentar variagbes conforme o sexo e o desenvolvi-
mento puberai?-3,

Em 19597, descabriu-se que a leptina é produzida tam-
bém pela placenta e peio feto*”, Isso desencadeou a
realizacdo de estudos gue investigam 2 refagdo da leptina
com ¢ crescimentn fetal e também comeo indicadora dos
depOsitos de energia do recém-nascido através de sua
dosagern no sangue do corddo umbilical. No Brasii, ha
caréncia de estudos gue avaliem as concentragfes de
feptina no corddo umbilical, bem como sua veriabilidade
conforme 6 sexo dos recém-nascides.
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G objetivo deste estudo € avaliar os hivels de leptina do
corddo umbilical em recém-nascidos adequados parz @
idade gestacional conforme sexo, paso, cemprimento e
indice ponderal de nascimento.

Matarial e métodos

Fol realizade um estudo epidemiolégico tipo transvarsal
por meio da avaliagio de 132 recém-nascidos adequados
para a8 icade gestacional (68 do sexo femining, B4 do sexo
masculing), com idade gestacional de 35-42 semanas,
nascides no centro obstétrico do Hospital Regicnal de
Sorocabea durante o perfodo de janeiro de 2001 a fevereiro
de 2002. Foram selecionados pare ¢ estudo apenas os
nascidos durante o periodo diurno (entre 7 e 16 horas), pois
ha referéncias na literaturz sobra a variacdo nos niveis de
lepting durante © peripdo noturno®,

0 gdlculo do tamanhe amostral foi determinado com
base na ocorréncia prévia relatada por Koistinen et al. em
19974, sendo 96 o ndmero minimo de amostras necessarias
para este estudo. Os valores de O e § admitidos para este
cdlculo foram de 0,05 e 0,10, respectivamente.

Os recém-nascidos foram seleclonados sequndo os
seguintes critérios: idade gestacional entre 35-42 sema-
nas, adequados para a Idade gestacional, recém-nascidos
prematuros cuias gestantes ndo fizeram uso de cortico-
terapia, Apgar de primeiro minute igual ou superiora 7,
auséncia de malformacdes congénitas, parto ndo-geme-
lar, auséncia de enfermidades maternas como hiperten-
sio arterigl, diabetes melito, doengas da tiredide ou
hipercolesteroiemia,

Foram exduidos todos os recém-nascidos de mies
tabagistas ou etilistas durante a gravidez.

0 estudo foi realizado em duas etapas:

17 etapa: preenchimento de guestionario com dados
mazaternos, coleta do sangue do cordde umbilical, avatiacio
do recém-nascido.

23 etapa: dosagens jaboratoriais.

Na primeira fase do estudo, foi preenchide peio pesqui-
sador um questiondrio maternoe, previamente testado, cujz
meta erz a obtengBo de dados clinices scbre a gestaglo.
Ainda na primeira fase do estude, foram obtidos os dados
referzntes ao recém-nascido: peso ¢ comptimento ao nas-
cer, indice ponderal, sexo, Apgar, idade gestaciona!l e pese
da piacenta. Oz recém-nascidos foram pesados utilizando-
se uma balanga microeletrinica portatil @ medidos através
de um antropGmetro apropriado. Duas medidas foram
realizadas e comparadas; guande essas medidas diferiram,
utilizou-se @ meédiz entre as mesmas. O indice ponderal
corresponde 20 pese do recém-nascido em gramas, dividide
pelo comprimento em centimetros a0 cubo, multiplicade por
100, A igade gestacional foi calcutada peta data da gitima
menstruagio e confirmada pela ultre-sonografia,

Cs recém-nascicos foram ciassificados guanto 2 ade-
guaclo do peso & idade gestacional de acordo com a curva
de alexander et al.”7; apds, selecionou-se apenas os recém-
nascides adequados para a idade gestacional.

ieptina: marcadora do dimerfisme sexual em neonatos - Pardo IMCG et afii

A segunds etapa do estudc compreendeu as dbsagens
laboratoriais. A leptina fol obtida do sangue venoso do
cordao umbilical, coletado imediatamente apds o nascmean-
te, ndo tendo ocorrido contaminacBo com o sangue mater-
no, sendo tentrifugado e congelado até a andlise simultanes
de todo o material. Todos 0s casos em gue ocoerreu ruptura
da placents foram exciuidos do estudo. A leptina foi medida
por radigimunoensaio (Linco Research, §t. Charles, Missou-
ri, EUA). A concentrag8o minima detectavel de leptina foi de
0,5 ng/ml, com coeficientes de variacio intra- e interensai-
os inferlores 2 3 e 6%, respectivamente. O estradiol e a
testosterons feram dosados por técnica de radinirmunoen-
saio (Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA). A
concentragdoe minima detectdvel de estradiod foi de
0,01 ng/ind, & 3 de testosterona foi de 0,08 ng/mi. Os
coeficientes de variag8o intra- e interensaics pars estradiol
e testosterona foram inferiores a 5%.

Este estudo foi realizado de acordo com 2 revisgo atual
da Declaracdo de Helsinque e com a Resolugdo Brasileira
196, de 10 de outubro de 1986, sendo aprovado antes de
seu inicio pele Comitd de Btica jocal.

Para 2 analise dos dados, foram calculades as médias
e 08 respectivos erros padrio das médias ou medianz e
variagdo, e verificadas as diferengas pefo teste ndo-
pararmétrico Mann-wWhitney ¢ teste de qui-quadrade para
varidveis categoricas. Foi utilizado o coeficiente de
Spearman parz o calculo das correlagtes e adotado g <
0,05 como valor significative. C programa SPSS versdo
7.5 foi utilizado para todos os caiculos estatistices.

Resultados

As caracteristicas clinicas dos recém-nascidos estio
resurmidas na Tabela 1. A idade gestzcional médis dos
recém-nascidos foi de 38,58 semanas, com peso médic de
3.053 g, comprimento médio de 47,78 cm, indice ponderal
médie de 2,75 e peso da placents com média de 539,96 g.
Existiarm 10 prematurps no grupo do sexo femininog & 12
prematuros no grupo masculine {p = 0,728} N&o houve
diferencas significativas guantoc 2o sexo desses dados.

Cs escores de Apgar de 1 e 5 minutos ndo diferiram
estatisticamente entre 0s sexos. Tanto ne grupo femining
guante no masculino a mediana do Apgar de 1 minuto foi 8
{variagdc 7-9) e de 5 minutos foi § (variagao 9-10}.

Recém-nascidos do sexe femining possuem niveis de
leptina significativamente maiores {p = 4,000} que os do
sexo masculing {8,34::0,63 ng/mi versus 6,06%0,71 ng/mi).
As concentracBes séricas dos hormonios sexuais, estradiol
e testosterona, n@o apresentaram variacbes entre recém-
nascidos do sexo mascuiine e feminino {Tabela 1),

A leptina do cord@o umbilical se correlacionou com
pardmetros antropomatricos dos recém-nascidos, confor-
me descrito na Tabela 2. A idade gestacional € ¢ peso de
nascimentc apresentaram rmoderado grau de associacdo
com a leptina sérica (p < 0,01). Aleptina do corddo umbilicat
também se correlacicnoy em menor grau com o compri-
mento e com ¢indice ponderal do recém-nascido {p < 0,05).
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Tubusia 3 - Caracteristicas dos recéme-nascidos # dosagens de estradiol, testosterons e leptinag conforme o sexo

Sexo Masculino {n = 64) Faminino (n = 68) Total {n = 132}
Idade gestacional (semanas) 38,51+0,23 35,64+0,22 38,5840,16
Peso de nascimento (g} 3.0744:50,45 3.033251,77 3.0534%36,0%
Comprimento {cm) 47,95£0,24 47,61%0,30 47,760,192
indice ponderal 2,78+0,03 2,80&0,03 2,79:0,02
Peso da placenta (g} 546,25£13,35 534,04:212,51 539,9649,12
Estradiol (ng/mi) 9,1740,50 9,5340,45 9,48£0,29
Testasterons {ng/mi} 3,4550,24 4,23:&(0),38 4,12%0,22
Leptina {ng/m!} 6,06£60,71 8.34£0,65* 7,2340,49

Dados axprasaos em média o erne padrdo da média,
* p= 0,000 versus sexo masouling,

Tabels 2 - Correlagbes entre lepting do corddo umbilical e pard-
Metros antropométricos dos recém-nascidos

Recém-nascidos Totai {n = 132)
Leptina versus

idade gestacional do recém-nascido 0,394*
Leptina versus

peso de nasciments do recém-nascido 0,466
Leptina versus

comprimento ao nascer do recém-nascido B,335%
Leptina versus

indice ponderal do recém-nascido 0,326*
Leptina versus peso da placenta 0,103

Conficente de corretacdo de Spearman *p < 0,04,

Discussio

Este estudo demonstrou que as concentragies de lepti-
na do corddo umbilical se correfacionam com parmetros
antropométricos neonatais e que os recém-nascidos do
sexo feminino apresentam niveis superigres de leptina
quando comparados 205 do sexo masculing. Uma vez gue
este estude apresentou um nimero de recém-nascidos
simifar conforme o sexo e ndo encontrou diferengas quanto
ao Indice ponderal, peso, comprimento e horménios sexuais
entre negnatos do sexo masculing e feminino, sugere-se,
pela primeira vez, gue este dimorfismo quanto 3 composi-
¢80 corporal esteja associado ao maior deposits de gordura
subcutdnea existente no sexo feminino.

O cresdmento fetal é caracterizado por uma fase inkcial
de organizagdo e diferenciacde tecidual, associada a uma
intensa proliferagdo celular. Fatores genéticos, suprimento
transplacentario de oxigénio e de substratos, além das
aches endbcring e pardcring de hormdnios produzides pelo
feto, placenta ou mie, sdo os principais moduladores do
crescimento fetal®.

O controfe hormonal do crescimento fetal é exercido por
herminlos de origem placentdria ou de origem fetal. A

ragulacdo pode ser indireta, por modular o crescimento e
Auxo sangilineo placentdrie, cu direta, pela transferéncia de
hormbnio placentario ap feto. Entre esses hormdnios estdo:
GH fetal, insulina, somatomedina, horminios tirecidianos
esterdides sexuais?, Estudos recentes sugerem que a jep-
tina também esteja envolvida nesse processolf-11,

A feptina pode ser dosada tento no fiuido amniitico
guante ro corddn umbilical a partir de 25 semanas de
gestacio®. Enguanto a leptina proveniente do lguide am-
nidtico reflete o ambiente matemno, 2 leptina do cordSo &
derivada tanto da placenta como do tecido fetal. Assim, 2
maiotia dos estudos publicados até o momento s8o unéni-
mes ao afirmar que 2 jeptina dosada no sangua materno se
correlaciona apenas com 2 adiposidade matermali2-14,

A presenca de lepting no sangue do corddo umbiical
humano tem side demonstrada em diverses estudos. Este
estudo demonstrou uma correlacdo positiva entre leptina do
corddo umbilical e idade gestacionai, pese, comprimento e
indice ponderal dos recém-nascidos. £sse achado ¢ seme-
ihante ao encentrado em estudoes prévigs, sugerindo que 2
produgio de lepting no corddo esteja relacionada com o
desenvolvimanto do tecido adiposc fetal. Koistinen et al4
encontraram associagdo positiva entre crescimento fetal e
concentracdo de ieptina ao corddo umbilical. Matsuda et
al.15 realizaram um estudo com 82 recém-nascidos, com
itlade gestacionai entre 36-42 semanas e peso de pasci-
mente entre 2.306-4.128 g, € encontraram associagdo
positiva entre peso de nascimento e leptina no cordac
umbilical. Helland!® também cescreveu essa mesmas as-
sociacio em seu estudo publicado em 1597,

Ha controvérsias na literaturg mundial quanto a uma
possivel correlac3o entre leptinag do cordiio umbfilical e peso
da placenta, existindo estudos que encontraram tal associ-
aci0l7 18, enquanto outros ndo encontraraml®28, Este
estudo ndo encontrou uma correlagdo entre leptina e pese
da placenta.

Recentemente, novos estudes tém sido publicados,
confirmando a importédncia ds leptina no crescimento
fetal, Estudo publicado em 2000 verificou gue aleptina do
corddo umbilical se correlaciona negativamente com ICTP
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(carboxy-terminal telopeptide type I collagen), que & um
marcador de reabsorcdo 0sses, sugerindo que a leptina
provaveimente diminul a reabsorgdo bssea, com conse-
giiente aumento da massz dssea®l. Christou et al.22
gbservaram gque © pese ap nascer apresenta uma associ-
acao independente dos niveis de IGF-1 com as concentra-
cBes de leptina do cordde, sugerindo que a leptina esteja
envolvida em mecanismos ainda desconhecidos de regu-~
lacho do crescimento fetal.

Embora a diferenca nas concentragbes de lepting em
adultos segundo o sexo seja bem documentada, em cian-
gas e racdm-nascidos existem poucos estudos?3 24, Este
estudo demonstrou gue os recém-nascidos do sexo femini-
no apresentaram niveis séricos de ieptina malores gue os do
sexp masculino. Observamos que esta diferenca existe
mesmo quando comparames recém-nascidos do sexo mas-
culino e feminino com as mesmas caracteristicas guanto ao
peso, comprimento e indice ponderal. Resultado semelhan-
te fol encontrado num estudo de coorte realizado com 157
recém-nascidos na Inglaterra, publicado em 1999%%, que
demonstrou gue 05 recém-nascidos do sexo feminino tém
niveis maicres de leptina gue os ¢do sexo masculing, inde-
pendentemente do tamanho de nascimento. Isso sugere
que provaveimente o dimorfismo sexual relacionado &
eomposicio corporal 33 exista em recém-nascidos.

Os mecanismos envoividos nas variagBes dos nivels de
jeptina conforme o sexo dos neonatos ainda sd3o desconhe-
cidos. Verificou-se neste estudo que as concentracbes dos
horménios sexuais no cordZo umbilical s3o similares quanto
a0 sexo. Deste modo, o5 horménlos sexuzis no corddo
umbilical nSo devem interferir na variakilidade da leptina
quanto ac sexo. Este estudo sugere que provavelmente as
diferencas guanto acs depdsitos de gordura subcutfnea
conforme © sexo possam explicar essa diferenca entre
jeptina dosada em recém-nascidos do sexo masculing ¢
feminino, Estudo prévio?® refata que ¢ indice ponderal ndo
¢ um bom indicador dos depésitos gordurosos do recém-
nascido, sendo que 3 medida das pregas cutaneas do sexo
femining é superior comparadz & do sexo masculino. Estu-
dos futuros utilizando métedos de bicimpedandia poderdo
esclarecer as razdes dessas diferencas e suas associagbes
com o crescimento do recém-nascido.

Em conclusiio, nosso estudo encontrou uma correlacdo
positiva da leptina do corddo umbilical com aldade gestacio-
nal, peso, comprimento e indice ponderal do recéme-nascido,
sugerindo sua assoclacio com o processo de crescimento
neonatal. Conciuimos também gue os recém-nasddos do
sexo fernining t&m niveis séricos de leptina meaiores que os
do sexo masculino, sugerindo gue ¢ dimorfisme sexual
relacionado & composicdo corporal j& possa existir em
neonatos.
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Does maternal smoking influence leptin levels in
term, appropriate-for-gestational-age newborns?

i. M. C. G. Parde’, B, Geloneze?, M. A. Tambascic? and A. A. Barros-Filho'

' Department of Pediatrics, Focully of Medical Sciences, University of Campinas ~ UNICAMP, 560 Paulo, Brazil
2Department of infernal Medicine, Facully of Medical Sciences, University of Compinas — UNICAMP, Séo Paulo, Brozil

Objectives: Leptin, a hormone produced in adipose tissue and the placenta, is correlated with
neonatal growth. The aim of this study was to investigate the effect of maternal smoking during
pregnancy on cord blood leprin concentrations in term, appropriate-for-gestational-age infants.
Methods: Two groups of term, appropriate-for-gestational-age newborns were selected: 19 infants of
smoking mothers and 91 infants of non-smoking morhers. Neonatal anthropometric measurements
were taken and leptin levels were measured by radicimmuncassay.

Results: Leptin concenations were similar {p = 0.915} hetween the groups. Leprin levels correlated
only with ponderal index {p < (.01) and gestational age of the newboms (p < 0.05).
Conclusions: This study indicates thar maternal smoking during pregnancy does not affect cord
blood leptin levels in term, appropriate for-gestational-age infants,

Key words: SMOKING; NEWBORNS; PREGNANCY; LEPTIN; APPROPRIATE FOR-GESTATIONAL-AGE

INTRODUCTION

Leptin, the protein product of the obese gene, is produced
by adipocytes and placental tissue and seems to function
as a link between adiposity, satiery and cnergy regula-
tion!. Recent reports correlate leptin with neonatal
growthz’a, and we previously reported that umbilical cord
blood leptin levels were comrelated to neonatal growth
parameters®. However, contradictory results have been
reiated regarding the effect of cigarette smoking on
plasma leptin concentrarion’®, Thus the aim of the
present work was to investigate the influence of maternal
cigarette smoking during pregnancy on cord blood leptin
concentrations in term, appropriate-for-gestational-age
newborns.

METHODS

We investigated the effect of matemnal smoking during
pregonancy on cord blood leptin concentrations in two
groups of term, appropriate-for-gestational-age infants: 19
infanss of smoking mothers and 91 infants of non-smoking
mothers. Maternal smoking was defined as smoking at least
2 cigarcttes per day during pregnancy. The neonates were

recruited randomly on the basis thar they fulflled the enery
criteria of the study. The mothers of study infants did not
have diabetes, pre-eclampsia or other diseases. Subjects
with comgplications during pregnancy or labor were
excluded from the study. The mothers who reporred
aleohol intake were excluded.

Weight and height were measured for all of the pregnant
mothers. Neonaral anthropometric measurements (length
and weight) were taken, and ponderal index (body weight
{g){body length {cm)}® x 100} was calculated. Cord blood
samples were taken immediately after hirth; they were
centrifuged and the plasma was removed before storage.
Leptin concentrations were measured by radioimmunoas-
say (Linco Research, St Charles, MI, USA). Intra- and
inter-assay coefficients of variation were < 4% and < 8%,
respectively. All mothers gave informed consent and the
focal ethics committee approved this study,

Data are expressed as mean (standard error) and a p
value of < (.05 was considered a determinant of statistical
significance. The non-parametric Mann-Whitney U test
was used to analyze differences in continuous varisbles
berween the groups. Relationships among variables were

Correspondence: Dr i. M. C. G. Pardo, Ruo Souza Pereira 138, Centro, Sorocaba, S0 Paulo, 18010-320 Brozit
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evaluated by Spearman rank comrelation. Analyses were
done with SPSS software, version B.0 {(SPSS Inc., Chicago,
L, USA).

RESULTS

There were no significant differences in any maternal
variable (body mass index, age, parity and pregnancy
duration) berween smoking and non-smoking mothers.
The data were therefore not stratified for these variables.

The main characteristics of the newborns are summar-
ized in Table 1. There was no difference in leprin
concentrations between the smoking and non-smoking
groups (p=0.915).

A gender difference was found in plasma leprin
concentration, with higher concentrations for female
newborns than for male newborns (8.34 + 0.65 ng/ml vs.
6.06 + .71 ngfml, p=0.000). However, the proportion of
females/males in the non-smoking group was similar to that
in the smoking group.

Leptin concentration in umbilical cord plasma corre-
lated only with ponderal index {r=0.287, p < 0.01} and
gestational age of the newboms (r=C.I71, p< 0.05).
There was no correlation berween umbilical cord plasma
concentration of leptin and placental weight.

DISCUSSION

There are very few reports about cord blond leptin
metabelism and matetnal smoking during pregnancy, and
the results are controversial. The reason why conclusions
by various researchers have not agreed may be due to the
small size of the study populations and inappropriate
adjustment by body mass of the subjects for data analyses.
In our study we compared groups of newbomns with similar
growth paramcters to analyze the relationship between

Table 1 Characreristics of the smudy popularion

marernal smoking and leptin concentradon in these
neonates.

We observed that newboms whose mothers smoked
during pregnancy did not differ in nutritional status from
the newborns of non-smoking mothers. This is important
for the analysis, because if these factors were different, they
could alter leptin concentrations and so affect our resulrs.
Thus our findings reveal that leptin concentrations were
not affected by marernal smoking during pregnancy under
conditions of normal neonatal growth. In fact, maternal
smoking was not correlated with leptin concentrations.
However, the number of cigarettes smoked during
pregnancy was moderate in this study {mean 10.63%
therefore we cannot exclude the possibility that a higher
number of cigaretres could result in a statistical difference
between the groups. A dose-response relationship has been
described between the number of cigarettes smoked per day
during pregnancy and birth weight. A recent report
demonstrated that elevated nicotine exposure in pregnant
thesus monkeys resulted in lower birth weight and reduced
leptin concentrations in the neonatal offspring®. Further
studies are required to substantiate this proposition.

Another finding of this study is thar leptin concentra-
tions were higher in female infants than in male infants.
Previous reports®® have also described these sex differ-
ences but their biological significance remains unknown.
Sasd and colleagues’® suggested that these gender
differences in leptin concentrations could reflect a sex-
based difference in the regularion of leptin production by
fetal adipose tissue, Qur previous report® found no
correlation between serum  leptin values and either
estradiol or testosterone concentrations. In this study
there were no differences in birth weight or ponderal
index between males and females. Together, these resylts
suggest that this gender difference in newborns is unlikely
w be due to either the body fat content or the

Term newboms
Smoking mothers (n=19) Non-smoking mothers (n=91) p Value*
Gestational age (weeks) 39.0 {0.25) 39.22 {0.14) 0.563
Birth weight {g} 3107 (118.15) 3138 {56.92) 0.613
Birth length {em) 48.10 (0.34) 4847 (C.15) 0.518
Ponderal index 2.79 {0.05) 2.81 (0.02) 0.856
Malesfernales 910 41750
Placensal weighr {g) 54526 (19.32) 55544 {10.92) 0.959
Cigaretres/day 10.63 {1.60) 0
Leptin {ngfrl) 1.87 (141) 789 (059 0915
Dam are expressed as mean (standard error) or »
*Mann - Whimey L/ rest
409
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reproductive hormone status. We speculate that leptin sex
differences could depend on genetic factors.

Leptin levels cormelated only with ponderal index
{r=0.287, p <« 0.01) and gestational age of the newboms
(r=0.171, p < 0.03), suggesting that leptin levels in term,
appropriate-for-gestational-age infanes are linked with
neonatal growth parameters but maternal smoking does
not influence cord blood leptin concentrations. The
correlation hetween leptin concentrations and the gesta-
tional age of necnates found in our study is in accordance
with earlier reports!''?,

In conclusion, our study indicates that matemal smoking
during pregnancy does not affect cord bload leptin levels in
term, appropriate-for-gestational-age infants. Leptin levels
were cotrelated only with ponderal index and gestational
age of the newboms.
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Hyperadiponectinemia in Newborns:
Relationship with Leptin Levels and Birth

Weight

Inés M.C.G. Pardo,* Bruno Geloneze, # Muarcos A. Tambascia, T and Antonic A. Barros-Filho*

Abstract

PARDO, INES M.C.G., BRUNO GELONEZE, MARCOS
A TAMBASCIA, AND ANTONIO A BARROS-FILHO.
Hyperadiponectinemia in newboms: relationship with leptin
levels and birth weight. Obes Res. 2004;12:521--524.
Objective: Adiponectin is the only adipose-specific hor-
mene that, despite its exclusive production by adipose tis-
sue, is reduced in obesity and is inversely correlated with
leptin levels in adults. The aitn of this study was 1o evaluate
the adiponectin conceniration in umbilical cord blood at
different gestational ages and to investigate its possible
associations with leptin levels and birth weight.

Research Methods and Procedures: Umbilical cord blood
was obtained from 132 newborns {(male = 65, female = 67,
gestational age: 35 to 42 weeks). The antlropometric vari-
ables of the newboms studied were bith weight, binth
length, body weight/body length, and ponderal index. Adi-
ponectin, insulin, and leptin Jevels were measured by radio-
immunoassay methods.

Results: Adiponectin levels in males were not different
from those in females (24.10 = 0.81 vs. 2562 & 0.84
ug/ml, p = 0.280), Adiponectin concentrations were pos-
itively correlated with birth weight (p < 0.05), birth length
{r < 0.05), body weight/body length (p << 0.05), gestational
age (p < 0.01), and leptin levels (z < 0.01).

Discussion: These findings indicate that adiponectin is
present in umbilical cord blood after 35 to 42 weeks of
gestation, with higher levels than those usually found in
adults, no gender differences, and a positive correlation with
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birth weight and leptin. These resufts suggest that not only
could neonatal hyperadiponectinemia be associated with the
increase of adiponectin production by fetal adipose tissue
but also with a possible reduction in an unknown mecha-
nism related to the suppression of adiponectin observed in
adults.

Key words: adiposectin, leptin, cord blood, newborns,
birth weight

Introduction

Adiponectin, also cailed Actp (adipocyte collagen-like
related protein), is produced from only adipose tissue in
hurnans (1} and has anti-inflammatory and antiatherogenic
properties {2). This novel adipocytokine has been found to
have positive associations with insulin sensitivity (2) in
adults, and paradoxically, adiponectin is inversely corre-
lated with other hormones produced by adipocytes, includ-
ing leptin (3). The mechanism responsibie for suppressed
adiponectie production is still unkeown. Plasma adiponec-
tin concentrations have been shown to be decreased in male
compared with female adults (2) and in patients with obesity
(4). type 2 digbetes (5), and cardiovascular disease (6).
Recent studies have demonsirated a strong correlation be-
tween leptin in cord blood and fetal body weight gain (7).
Otherwise, there has been only one report that measured
adiponectin in cord blood in diabetic mothers compared
with 3 control group, and unexpectedly, this study found no
correlation between adiponectin and birth weight or leptin
levels (8). Thus, the purpose of this study was 10 evahsare
the adiponectin concentration in wmbilical cord blood at
different gestational ages and to investigate its possible
associations with leptin levels and birth weight.

Research Methods and Procedures
The study population consisted of 132 neomates (65
males, 67 females; gestationa! age, 35 1o 42 weeks), whose

OBESITY RESEARCH Vol. 12 No. 3 March 2004 521
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Table 1. Clinical characteristics of the newboms and insulin, leptin, and adiponectin concentrations in cord blood

Females All newborns
Males (n = 65) {n =67 {n= 132)

CGestational age {weeks) 3864 = 0.22 3879£021 3872 £0.15
Birth weight (g) 3210.85 = 61.32 305992 = 65.37 3134.24 = 45,18
Birth length (cm) 4824 + 029 471,72 2 0.32 4798 £ 0.22
Ponderal tndex 2.85=20.04 2.79 £ 003 282003
Body weight/body length 66.33 = 1.00 6377 £ 1.05 6503 = 0.73
Placentai weight (g} 567.38 = 1379 546.34 + 14.07 556.70 + 9.86
Leptin (ng/ml.) 6.75 071 1032 = 1.10* 8.56 X 0.68
Insulin {(utU/mlL) 10.58 = Q.78 998 £ 075 1025 = 0.54
Adiponectin {ug/ml) 2410 £ 0.81 25.62 = (.84 2491 + (.58

*p < 001 vs. males.

characteristics are presented in Table 1. All the mothers had
singleton pregnancies and uncomplicated deliveries. None
of them was taking any medication except for vitamin and
iron supplements. All the mothers had a 75-g oral glucose
tolerance test performed at 24 to 26 weeks of gestation.
Mothers were classified according 1o World Health Orga-
nization 1985 criteria, and the diabetic group was excluded.
‘The anthropometric variables of the newboms studied were
birth weight, birth length, body weight/body length, and
ponderal index. The latier is expressed by the following
formula: ponderal index = bedy weight (g)/[body length
(em)]® X 100. Placenml weight was aiso measured at de-
fivery. A blood sample from the umbilical vein was ob-
tained after double clamping of the umbilical cord at birth,
and sera for assays were obtained by centrifugation and
itnmediately frozen. Adiponectin and leptin levels were
measured using specific radioimmunoassay commercial kits
(Linco Research, St. Louis, MO). Intra- and imerassay
coefficients of variation in both assays were <4% and
8%, respectively. Insulin was measured by radioinmmumo-
assay (Linco Research). All data were expressed as
means * SE, and p < 0.05 was considered statistically
significant. We compared baseline characteristics between
groups using 2 nonparametsic Mamn-Whitney U test. Cor-
relations were calculated by the Spearman test. Statistical
analysis was processed with the SPSS program (SPSS, Inc,,
Chicago, IL). This study was approved by the local cthics
committee, and informed consent was obtained from all
mothers.

Results
All newborns had detectable adiponectin concentrations.
Overall, cond blood adiponectin concentrations in these
newborns ranged from 9 to 42 pug/ml (mean, 2491 * (.58

522 OBESITY RESEARCH Vol. 12 No. 3 March 2004

pg/mL). Leptin levels in cord blood were higher in fernales
than in males (10.32 * 110 vs. 6.75 = 071 ng/mL, p =
0.002). Adiponectin levels in males were not different from
those in females {24.10 & 0.81 vs. 25.62 = (.84 ppg/ml,
P = 0.280). There were no differences in birth weight, birth
length, ponderal index, or body weight/body length between
male and fernale newboras (Table 1).

Considering the whole smdied population, leptin and
insulin levels were positively comelated with birth weight
{r = 0498, p = 0000 and » = 0.194, p = 0.03, respec-
tively}. Adiponectin concentrations in cord blood were pos-
itively correlated with birth weight (» = 0.185, p < 0.05),
birth length (r = 0.203, p < 0.05), body weightbody length
{r = 0.179, p < 0.03; Figure 1}, gestational age {r = 0.356,

1), [B5, p @O -

FEN R Y -

L - -

T o megr O T

3
=
k3
&
5 - * -
E 104 .. *
c
£
i
< 0
1600 0m piese) 000 5000
Birth weight {g)

Figure i: Correlation between adiponectin concentrations in cord
blood and birth weight in newborns.
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Figure 2: Correlation between adiponectin concentmations in cord
blood and gestational age in newborns.
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Figire 3; Corelation between cord blood adiponectin and leptin
concentrations.

P < 0.01; Figure 2}, and leptin (r = 0.351, p < 0.01; Figure
3), but not with placental weight, ponderal index, or insulin
levels {p = 0.05). After adjustment for birth weight, the
correlation between adiponectin and leptin concentrations
did not remain significant (p = 0.120).

Discussion

Recently, a novel adipose-specific hormone, adiponectin,
has been discovered (1), which is exclusively and abmm-
dantly expressed in adipose tissue and has high swuctural
homology to collagen VIIL, X, and complemen: Clg (9).
Some adult population studies have shown that adiponectin
probably has antiatherogenic and anti-inflammatory prop-
erties (2,10,11). There is only one report about adiponectin
levels in cord blood (8), but this study does not show
expected physiological relations with adiposity as observed
in adults. Lindsay et al. (8) described adiponectin levels in
cord blood of newborns bom to diabetic mothers compared
with a control group of healthy neonates, where few partic-
ipants were born at gestational ages <38 weeks. The pur-
pose of our study was to analyze enly newborns i normal
physiological growth conditions, thereby avoiding possible
confounders in assessing adiponectin in cord blood of new-
borns with different gestational ages.

Adiponectin was detected in cord blood, and its concen-
iration was positively correlated with birth weight, birth
length, body weight/body length, gestational age, and leptin.
These data indicate that human fetuses are able to synthe-
size adiponectin. Furthermore, there is an increase of adi-
ponectin concentrations at delivery in comparison with the
levels observed in healthy adults (12). The precise source of
this production and its biological significance are unknown,

‘We speculated that the predominant source of adiponectin
in the umbilical cord could be situated in the fetus itself,
because there is no in vitro demonstration of placental
adiponectin expression and production.

Apparent gender differences in adiporectin levels, with
ighet levels in women than in men, have been recognized
n some studiss of adult populations (2). In this smdy, so
gender differences in adiponectin concentrations were
found. This is in agreement with Lindsay et al. (8). Ou the
other hand, our results demonstrate a positive correlation
between adiponectin levels and body weighthody length,
which is a good parameter of the fat coment in 2 newborn.
A positive correlation between adiponectin and leptin levels
was alse found. Afier adjustment for birth weight, the
cormrelation between adiponectin and leptin levels did not
remain significant, demonstrating that adipenectin and lep-
1in concentrations in cord blood are linked with the degree
of adiposity in newboms, Despite this, previcus reports in
adults showed an inverse relationship of BMI, adiposity (2),
and leptin (3) with adiponectin concentiations, A rtecen:
study {13) has demonstrated that adiponectin was also in-
versely correlated with BMI and far mass i an adolescent
population.

In owr study, insulin levels were not correlated with
adiponectin concentrations in cord blood. Similarly, msulin
probably does not directly influence adiponectin concentra-
tions in adults (5,14). The lack of relation between adi-
ponectin and cord insulin suggests that, as in adults, circu-
lating insulin levels have Little effect on adipomectin
concentrations in utero.

There are some reports regarding the production of adi-
ponectin by white adipose tissue that could also be detected
in the lineage of brown adipose tissue (15,16). Previously,
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using the same assay system, we have shown that adiponec-
1in levels of normal healthy adults were higher than those of
obese adults (122 = 12 vs. 7.1 = 1.3 pg/ml, respectively)
(17). Thus, cord blood adiponectin concentrations were 2-
to 3-fold higher than those of healthy nonobese adults in the
population we have studied. Interestingly, a recem study
with mice revealed that adiponectin levels increase up to
10-fold during sexual maturation (18). Qur results suggest
that neonatal hyperadiponectinemia could be associated
with the increase of adiponmectin production by fetal white
and/or brown adipose tissue. Furthermore, we speculate that
some endocrine, paracrine, and autocrine factor(s) thai arc
responsible for the known suppression of adiponectin pro-
duction could be reduced in newborns.

In conclusion, these findings indicated that adiponectin
was present in the umbilical cord blood at delivery, with
higher levels than those foumd in adults, no gender differ-
ences, and positive corrclations with birth weight and leptin,
Thus, the deleterious association of decreased adipomectin
concentrations with increased degree of adiposity and leptin
concentrations did not occur at delivery. Further prospective
studies may establish the time course of the change from a
positive association of adiponectin and Ieptin in newbomns
to the negative association found in adults. The clinical
implications of the adiponectin-leptin association in new-
boms remain to be clarified.
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inverse relationship between cord blood adiponectin
concentrations and the number of cigarettes smoked during
pregnancy
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Background: Maternal smoking is linked with several neonatal metabolic disorders. Adiponectin is an adipose-
specific hormone with anti-inflammatory and antiatherogenic properties.

Aim: The aim of this study was to evaluate the effect of maternal smoking on cord bloed adiponectin soncentrations.
Methods: We evaluate the effect of maternal smoking on cord blood adiponectin concentrations comparing 14 full-
term and seven preterm newborns born to mothers whe smoked during pregnancy with 77 full-term and 10 preterm

necnates born to noen-sinokers mothers.

Results: Maternal smoking during pregnancy was significantly associated with decreased adiponectin levels of

preterm newborns (p < 0.05).

Conclusions: Our findings also reveal a significant relationship between the reported number of cigarettes smoked
during pregnancy and cord biood adiponectin concentrations {p = 0.01}, suggesting that this association could have a

causal relationship.
Keywords: adiponectin, smoking, pregnancy
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Introduction

Adiponectin is an adipocyte-derived protein, which bas
anti-inflarnmatory and antiatherogenic properties [1,2].
Adiponectin has been shown to inhibit both the produc-
tion and action of turnour necrosis factor {INFla, a
cytokine that has direct effects on the adhesion mol-
ecules [3]. Smoking is one well-established risk factor for
cardiovascular disease. Recent data demonstrated that
endothelial cells secrete TNF-x in respomse to nicotine
and also shows that endothelial celf growth retardation
as a consequence of nicotine exposure may bs TNF-a-
mediated {4]. Although maternal smeking has been asso-
ciated with low birth weight, prematurity and several
endocrine abnormalities [5,6} seen in newborns born to
smoking mothers, the pathophysiclogical mechanism

Cerrespomdence:

remains to be elueidated. It has been unknown whether
maternal smoking can influence adiponectin levels in
the cord blood of newhorns.

Mathods

We collected umbilical cord blood from 108 newboms
immediately after the birth, divided into four groups: 14
full-term and seven preterm newborns bom to mothers
who smoked at least two cigarettes per day during preg-
nancy and 77 full-term and 10 preterm newborns bormn to
non-smokers mothers. The newborns had been selected
according to the following criteria: birth weight appro-
priste for the gestational age {according to the standard
growth curve of Lubchenco - commonly used in

Inés Maria Crespo Gutierres Pardo, Rua Souza Pereira, 138-Centro Sorocabs-SP-Brazil 18016-320,

E-prail;
doctorpardo@botmail.com
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Brazilian studies — and also by Alexander curve [7]
which establishes gender-specific eriteria for small for
gestational age neonates to avoid their undersstimation),
gestational age between 35 and 42 weeks, Apgar of first
minute more than 7, ebsence of congenital anomalies,
singleton pregnancies and absence of rmaternal diseases.
None of the mothers was taking any medicstion during
the pregnancy. All the pregnant women's weights and
heights were measured. Systolic and diastolic blood
pressure {BP} were measured in the right arm of all
mothers and only participants with normal levels were
included. Maternal weight gain during preghancy was
recorded. The mothers who reported aleohol intake dur-
ing pregnancy were excluded. All the mothers had done
a 75-g oral glucose tolerance testing at approximately
24-2B weeks’ gestation to exclade diabetes in accord-
ance with WHO 1885 criteria. The anthropometric vari-
ables of the newborns studied were birth weight, birth
length and ponderal index (body weight (g)/fbody length
{cm}l® x 100}. Adiponectin levels were measured by
radicimrpunoassay (Linco Research, St Chmdes, MI,
USA)L All data wete expressed as means+ SE; p <0.05
was considered statistically significant. We compared
bassline characteristics between smoking and non-
smoking groups by non-parametric Mann-Whitney
U-test. Relations among variables wers evalusted by
Spearman-rank correlation. Multiple regression analyses
{backward stepwise regression] were performed to iden-
tify Factors of importance for adiponectia concentration
and to adjust for potential confounders. For these analy-
ses, the adiponectin values were transformed to log
(adiponectin}. Analyses were done with sess software.
All mothers gave written informed consent, and
ethical approval was obtained from the regional ethics
commitiee.

Rosults

The clinical characteristics of the mothers of the new-
borns are described in table1. The matornal age, pre-

Tablet Main clinical characteristics of the mothers

Cord blood adiponactin concentrations ] 0A

pregnancy weight, height, body mass index and weight
gain in pregnancy did not differ between the groups of
non-smoking mothers and smoking mothers.

The main baseline charseteristics of this study are
summarized in the \ble 2. We observed that both full-
term and preterm neonates of simoking mothers were
lighter than neonatss of non-smoking mothers
(p<9.05) and the preterm neoonates group of smoking
mothers was shorter comparad to the preterm group of
non-smoking mothers {p < 0.01). No gender differences
were found in cord blood adiponectin concentrations;
hence, we did not stratify this survey for gender.

Adiponectin concentrations in cord blood of preterm
newborns born to smoking mothers were siguificantly
{p <0.05} decreased in comparison with adiponectin
levels in cord blood of preterm newborns born to non-
smoking mothers. Despite the fact that the levels of adi-
ponectin in cord biood of full-term neeonates of smoking
mothers were lower than the terrs neonates of non-
smoking group, there was no significant difference (table 2}.
However, we observed that the number of cigarettes
smoked by mothers of full-term neonates was lower than
the gronp of preterm newborns {p < 0.01).

Multiple linear regression analyses were performed
using plasma adiponectin concentration as dependent
variahle, and birth weight, birth length, maternal smok-
ing, placental weight, gestational age. ponderal index
and gender of the newborns as independent variables.
Only birth weight was of significant importance
{p <0.001).

Another important finding was observed: the inverse
relation between adiponectin concenirations and the
number of cigarettes smoked by mothers during preg-
pancy (p = 0.01; figura1).

Discuassion
We chserved from table 1 that the mothers who smoked

during pregnancy did not differ in nutritional status
and weight gain during pregnancy compared to the

Fuli-tetmn neonstes Proterm neonstes
Non smokers mothers Smokers mothas Non smokers mothers smokers mothers
e in--77 in="14 in =10} =7
Maternal age tyears} 24.T7T {0.73} 2571 {1.60) #3.90 (1.99) 21.00 (2703
Maternal weight {kg) 61.64 (1.60) 57.14 (2.7 53.80 {2.10) 56.86 (3.78}
Maternal height (em) 159,51 {1,789} 158.71 (1.66) 188,20 (2.08) 163.85 {3.94)
BMI tkg/m®) 24.21 0.60 2252 11.08) 2134 (0La8) 21.27 (1.33)
Weight gain tkg) 12.12 (0.48) 10.68 (0.77) 10,98 (1.28) 12.14 (2.58)
Daty are meag = SE,
2 204 Blackwei Publishing Ltd Diabetes, Obesity and Metabolism, 7, 2005, 144-147 145
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Full-term neonates Praterm neonstes

Non smokers mothers Smokers mothers Non smokars mothers smokers mothers

in=TH o= 14} = T0) =}
Gestational age (weeks) 39.26 {0.15) 38,96 (0.23) 35,66 (0.18) 35.39 (C.19)
Sex {maleffamaie) 39/38 D50 07103 0304
Birth weight (g} 3211 (32.53) 3026 {66.43H 25939 {101.69) 2192 (164.751
Length [em) 48.51 (0.16) £7.75 03N 46.20 (0.44} 42.71 081
Ponderal index .81 {002 2.78 {0.08} 2.683 {0.06) 2.8 {0.15)
Placental weight (g} 56684 (11.896) 531.43 {23.06) 515,00 [30.53) 445,43 {22.95)
MNumber of cigarsttos/day ] 1186 {1.78) 0 25.00 327}
Adiponectin fpg/mk) 2565 {0.TD) 24.18 11.62) 2328 (1.52) 1834 (2331

Data are mean = 3E or number.

*n < 0.0 ve. preterm neonstes of non-rmokars mothers.

1p < 0.05 vs. full-term neonates of non-smokers mothers.
fp < 0.05 vs. pretarm neonates of non-smoakers snthers,

non-smokers mothers. This is important for the analysis,
because if these factors were different, they could alter
neonatal outcomes, affecting our results.

Smoking during pregpancy prometed lower birth
weight and shorter gestational length in the preterm
neonates group. The reduced birth weight of infants
among smoking women is primarily due to reduced fat-
free mass {what is well-established by total body electri-
cal conductivity study [8]), and this decrease in birth
weight in newbormns of women who smoked could in
partly explain the lower levels of adiponectin compared
to non-smoking group. Moreover, it appears that the
effect of smoking to lower adiponectin concentrations
may be more pronounced early in the third trimester of
pregnancy than at texm. Our resuits also reveal a signifi-
cant dose-response relationship between the reported
number of cigarettes smoked during pregnancy and

55

r=-0.245, p=0.01
451

Plasma adiponectin (ug/ml}
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Fig.1 Correlation between cord blood adiponectin concen-
trations and the number of cigareties smoked per day.

Diabetes, Obesity and Metabolism, 7, 2005, 144-147

cord blood adipomectin concentrations, suggesting that
this asseciation could be causal. We speculated that the
decrease of adiponectin in association with the increase
of the namber of cigarettes smoked is possibly linked
with the smoking pathogenesis TNF-a mediated and can
potentially contribute to development of metabolic dys-
functions seen in infants born to smoking mothers. In
addition, future studies could elucidate whether the
association of smoking and lower adiponectin levels
was only related with birthweight, which is known to
be effected by matermal smoking.

Onr survey indicates for the first time that cigarette
smeoking among pregnant women could influence
plasma adiponectin concentration in the preterm neo-
nates. Furthermore, there- is an inverse relationship
between the number of cigarettes smoked during preg-
nancy and adiponectin concentrations, Additional stud-
ies will probably lead to an understanding of the
mechanism(s) by which maternal smoking may affect
adiponectin concentzations.
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Os artigos apresentados no capitulo anterior abordam a influéncia da leptina e
da adiponectina no processo de crescimento perinatal. O primeiro artigo demonstra no sé a
correlagdo da leptina com pardmetros antropométricos neonatais mas também a presenca
nitida do dimorfismo sexual, com niveis superiores de leptina no sexo feminino. Ja no
segundo artigo o enfoque maior ¢ dado ao papel do tabagismo como agente causador de
variabilidade nos niveis de leptina quando comparados recém-nascidos adequados para a
idade gestacional e com padrdes de crescimento similares. Neste ltimo estudo verificou-se
que nesta situagdo particular o tabagismo ndo parece ter efeito sobre os niveis de leptina.
O terceiro artigo enfatiza os niveis superiores de adiponectina encontrados no cordio
umbilical, bem como sua correlagio positiva com o peso a nascer. No tltimo artigo,
encontrou-se, pela primeira vez na literatura, uma relacio inversa entre 0 nimeros de
cigarros fumados durante a gestacdo e as conceniragBes de adiponectina do corddo

umbilical.

Desde a 1dentificacdo do gene da leptina por ZHANG et al. (1994) uma série de
estudos vém sendo desenvolvidos nas mais diferentes areas de investigagio com o intuito
de esclarecer sua fisiologia. Os primeiros estudos sobre a leptina trataram de seus efeitos
mais evidentes sobre a regulac@o do peso e do balango energético. A descoberta das agbes
da leptina como supressora do apetite ¢ estimuladora do gasto energético, motivou a
pesquisa dos mecanismos centrais envolvidos. Destaca-se na literatura os recentes trabalhos
desenvolvidos por pesquisadores brasileiros (CARVALHEIRA et al  2003;
CARVALHEIRA et al. 2005) investigando as interagdes entre leptina ¢ insulina.

A descoberta da produgio de leptina placentaria motivou pesquisas na area
perinatal, iniciando o questionamento sobre sua participagdo no processo de crescimento.
Atualmente a maioria dos estudos buscam possiveis associacOes entre leptina e fatores de
crescimento, como IGF-I. Seguramente, ainda ha muito 0 que se investigar sobre a

complexidade da agfo da leptina no processo de regulagdo do crescimento.

Este foi o primeiro estudo brasileiro sobre os niveis de leptina do cordio
umbilical em recém-nascidos. Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados na
literatura internacional, como os descritos por MATSUDA et al. (1997), SCHUBRING
et al. (1997) e ONG et al. (1999).
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O primeiro artigo apresentado demonstra que a leptina correlaciona-se
moderadamente com pardmetros de crescimento perinatal. Assim, a idade gestacional,
o peso, comprimento e indice ponderal ao nascimento estdo correlacionados positivamente
as concentragdes séricas de leptina do corddo umbilical. As razdes para esta correlagio
ainda ndo estdo claramente elucidadas, acredita-se que o aumento dos depositos
subcutineos e das reservas energéticas do neonato possam estar envolvidos neste processo.
Sabe-se que a leptina sinaliza e modula o estado nutricional do organismo para outros
sistemas fisiologicos, sendo parte integrante de um complexo sistema que regula o
armazenamento, o equilibrio ¢ a utilizacio da energia pelo organismo (NEGRAO &
LICINIO 2000). E provavel que a leptina ja desempenhe este papel intra-Gitero, como
sinalizadora das reservas energéticas fetais. Assim desde a fase inicial do desenvolvimento
humano, a leptina ja sinalizaria sobre as reservas energéticas, em niveis baixos diminuiria o
gasto energético, propiciando condigGes metabolicas favoraveis. Os niveis de leptina em
mulheres sdo superiores aos encontrados em homens, sendo esta diferenga atribuida aos
niveis superiores de testosterona nos homens, que exerceria um efeito inibitério na
produgdo de leptina. Por outro lado, as mulheres apresentam menores concentragdes de
recepiores de leptina comparadas aos homens (MEIER & GRESSNER 2004). Em criangas

ndo existem estudos sobre os receptores de leptina até o0 momento.

No estudo apresentado verificou-se que 0s recém-nascidos do sexo feminino
apresentam niveis superiores de leptina quando comparados aos do sexo masculino.
Observou-se que a existéncia do dimorfismo sexual € independente dos niveis dos
horménios sexuais, peso, comprimento e indice ponderal dos recém-nascidos, sugerindo
que as diferengas nos depositos de gordura subcutinea entre os sexos e/ou fatores genéticos
possam explicar esta variagao da leptina entre os sexos. Estudos futuros utilizando métodos
de bioimpedancia em neonatos poderio esclarecer se realmente existem diferencas entre os
depositos de gordura subcutnea conforme o sexo ou se o dimorfismo esta relacionado a

fatores genéticos exclusivamente.

O tabagismo materno durante a gestago € associado a uma série de prejuizos
ao recém-nascido: baixo peso ao nascer, prematuridade, mator risco de intercorréncias

neonatais. Existem pouquissimos estudos na literatura que abordam o efeito do tabagismo
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nas concentragdes de leptina no corddo umbilical, sendo os resultados contraditdrios.
E possivel que o pequeno niimero amostral e a comparagio de grupos heterogéneos sejam
fatores que atrapalhem a anilise, confundindo os resultados. Por isso, no segundo artigo
estudado comparamos grupos com caracteristicas similares quanto ao peso, comprimento e
indice ponderal, com o intuito de verificar se o fumo influencia os niveis de leptina neste
grupo de recém-nascidos. Além disso, optou-se neste estudo por recém-nascidos de termo e
adequados para a idade gestacional, com padrdo de crescimento normal. A escolha de
recém-nascidos pequenos e/ou grandes poderia resultar em falhas na interpretagdo dos
resultados, pois possivelmente outros fatores estariam envolvidos nestes distirbios de

crescimento.

Nio fol encontrada uma possivel interferéncia do fumo conforme os resultados
apresentados no segundo artigo. Alids, com um p t&0 expressivo (p=0.915) entre a leptina
dosada no grupo de fumantes e ndo-fumantes fica dificil imaginar um possivel efeito do

fumo nesta situagdo.

Estudo realizado em 2002 (PERKINS & FONTE) em populagio adulta também

ndo encontrou uma relacdo direta entre tabagismo e leptina.

E verdade que algumas ressalvas devem ser feitas peste segundo estudo.
Primeiro que o nimero de cigarros fumados pelas gestantes é considerado moderado, sendo
interessante realizar estudos futuros comparando o consumo moderado e intenso de
cigarros durante a gestacdo. Outra quest3o € que ac compararmos grupos similares de
recém-nascidos quanto aos padrdes de crescimento poderiamos anular o efeito negativo do
tabaco e assim mascarar sua possivel influéncia nas concentragdes de leptina. Parece,
entretanto, que o tabagismo durante a gestagio ndo exerce per s7 efeito na leptina, sendo
suas consequéncias (baixo peso, prematuridade) relacionadas aos niveis inferiores de
leptina possivelmente por ocasionarem menores depdsitos energéticos, e, por conseguinte,

diminuicfo de depésitos de gordura subcutinea.

Os dois ultimos artigos apresentados investigam a adiponectina no corddo
umbilical. Esta adipocitoquina, produzida exclusivamente pelo tecido adiposo, foi

recentemente descrita (em 1995) e imediatamente foi identificada suas propriedades
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anti-inflamatorias, antiaterogénicas e sensibilizadora insulinica. As vias e 0s mecanismos
que explicam estas propriedades ainda nio estdo claramente elucidados. Estudo realizado
por LINDSAY et al. (2002) demonstrou que pacientes com maiores concentragdes de
adiponectina apresentam menor possibilidade de desenvolvimento de diabetes tipo 2,
sugerindo que a adiponectina seja uma pega-chave entre obesidade, resisténcia insulinica e
consequente desenvolvimento de diabetes tipo 2. Recentemente, foi descrito que gestantes
com diabetes gestacional apresentam concentracdes bem inferiores de adiponectina
comparadas ao grupo controle, confirmando esta hipétese de hipoadiponectinemia e risco

de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (WILLIAMS et al. 2004).

O terceiro artigo apresentado descreve o achado de niveis superiores de
adiponectina do corddo umbilical comparados aos encontrados na populacdo adulta.
Trata-se do segundo artigo publicado na literatura a esse respeito, conferindo-the particular
importdncia. O artigo de LINDSAY et al. (2003) foi o primeiro artigo publicado que dosou
a adiponectina no cordic umbilical. Foram selecionadas gestantes diabéticas em
comparagido com um grupo controle menor de gestantes sem patologias, e provavelmente,
isso explica em parte as diferencas encontradas. Apos a publicacio de nosso artigo, outros
trés artigos (CHAN et al. 2004; KAJANTIE et al. 2004; TSAI et al. 2004) confirmaram os
resultados de nosso estudo. Estes trés estudos encontraram niveis superiores de
adiponectina no corddo umbilical, além da correlagio positiva da adiponectina com ¢ peso

a0 nascer.

Como a placenta parece ndo produzir a adiponectina, uma possivel explicagio
para 0 aumento em suas concentragdes no corddo pode estar ligada ao aumento de sua
produgiio no tecido adiposo fetal, com uma possivel participagio do tecido adiposo
marrom. Existem alguns trabalhos que detectaram a produgio de adiponectina no tecido
adiposo marrom (YOKOTA et al. 2002; ZHANG et al. 2002).

Outra causa que pode explicar este aumento é a inibicdo de algum fator
supressor da produgio da adiponectina nos adipécitos. TNF-o ¢ uma citoquina
produzida também pelo tecido adiposo que suprime a produgiio de adiponectina no
adipdcito e que contribui para a resisténcia insulinica, interferindo na sinalizag3o do

receptor de insulina (RUAN & LODISH 2003). E possivel que em recém-nascidos exista
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um bioqueio desta agdo supressora do TNF-a sobre a adiponectina, ocasionando aumento

em suas concentragdes (Figura 3).

HIPERADIPONECTINEMIA
EM RECEM-NASCIDOS

Aumente da preoduciio de Inibi¢io ou dimmuigdo de

adiponectina no tecido algum fator sapressor da

adiposo branco efou producdo de adiponectina
tecide adiposo marrom. {(INF-a

Figura 3- Possiveis causas do aumento das concentragdes de adiponectina do cordiio

umbilical.

Neste estudo ndo foi encontrada nenhuma correlagio entre a adiponectina ¢ a
insulina. Assim, parece que a insulina circulante ndo influencia diretamente as
concentragdes de adiponectina do cordfio umbilical. Achado similar foi descrito em estudo
realizado por IMAGAWA et al. (2002) em pacientes adultos.
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Enquanto as concentragdes de leptina sio nitidamente maiores no sexo
feminino, os niveis de adiponectina j4 ndo apresentaram diferenca quanto ao sexo. O estudo
de LINDSAY et al. (2003) também nfo encontrou diferencas enire as concentra¢hes de

adiponectina conforme o sexo.

A adiponectina e a leptina apresentaram uma correlacio positiva neste terceiro
artigo apresentado. Porém esta comrelagio desaparece apos o ajuste para O peso,
demonstrando que a adiponectina e a leptina do cordfo umbilical estdo ligadas ao grau de
adiposidade do recém-nascido. Curiosamente, em adultos hd uma correlagio inversa bem
evidente entre o grau de adiposidade e as concentragdes de adiponectina (WEYER et al.
2001). Este € o primeiro estudo que identifica a presen¢a de correlagdo positiva entre a
adiponectina e 0 grau de adiposidade em neonatos. Estudos futuros poderdo identificar o
momento em que ha a conversdo para a correlacio negativa encontrada na populacio

adulta.

O dltimo artigo apresentado investiga pela primeira vez a adiponectina em

recem-nascidos de mies fumantes.

A adiponectina inibe tanto a produgiio quanto a a¢do de TNF-q, citoquina que
tem efeito direto sobre a adesdio molecular (OKAMOTO et al. 2000). Por outro lado, o
proprio TNF-a suprime a produgo de adiponectina (MEIER & GRESSNER 2004). Estudo
publicado em 2001 (ALBAUGH et al.) demonstrou que a nicotina estimula a secre¢io de

TNF-o nas céhulas endoteliais.

A presenca de uma relagdo inversa entre o nimero de cigarros fumados durante
a gestagdo e as concentragdes de adiponectina instiga-nos a pensar que o cigarro realmente
tenha um efeito adverso persistente no recém-nascido, provavelmente TNF-a mediado,
repercutindo nos nivets de adiponectina. Estudos futuros poderfio realizar a dosagem de
TNF-a conjuntamente com a adiponectina do corddo umbilical para avaliar a relagiio entre

ambas.

Em populagbes adultas com doenga coronariana, também foi descrita uma

relagio inversa entre tabagismo e niveis de adiponectina (MIYAZAKI et al. 2003).
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Conforme este estudo, uma possivel explica¢io para a redugfo nos niveis de adiponectina
em pacientes fumantes seria causada pelo aumento da atividade do sistema nervoso
simpético gerada pela propria nicotina. Além disso, sabe-se que os agonistas adrenérgicos
inibem a expressdo de adiponectina. Qutro achado interessante deste estudo foi a correlagio
inversa entre os niveis de adiponectina e o indice de Brinkman (nimero de cigarros

fumados por dia multiplicado pelo mimero de anos do habito de fumar).

Outro resultado interessante descrito no wltimo artigo refere-se aos niveis
significativamente inferiores de adiponectina em recém-nascidos prematuros de mies
fumantes comparados aos prematuros de maes ndo-fumantes. Como nfio encontramos essa
diferenca significativa no grupo dos neonatos de termo podemos sugerir que o efeito do
tabaco ¢ mais intenso quanto menos fisiologica for a situagio, ou quando nio ha padrio

normal de crescimento perinatal.

A compreensdo da influéncia do tabagismo matemo nos niveis de adiponectina
dos recém-nascidos € de grande importéncia, uma vez que a adiponectina ¢ um horménio
com propriedades anti-inflamatérias. Assim, o decréscimo da adiponectina pode sugerir um

perfil metabolico adverso, com possiveis consequéncias futuras aos recém-nascidos.
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Concluindo, observou-se por meio da analise dos artigos apresentados que:

a leptina pode ser dosada no corddo umbilical de todos os recém-nascidos estudados,

tendo apresentado niveis semelhantes aos encontrados na literatura internacional;

a leptina do corddo umbilical correlacionou-se moderadamente com parimetros
antropométricos dos recém-nascidos, como idade gestactonal, peso, comprimento e
indice ponderal dos neonatos, sugerindo sua variabilidade conforme o crescimento

perinatal;

recém-nascidos do sexo feminino apresentaram niveis superiores de leptina comparados
aos neonatos do sexo masculino, sugerindo que o dimorfismo sexual relacionado a
composicao corporal ja existe em recém-nascidos. Estudos futuros poderdo elucidar as
razdes desta diferenca e a influéncia das variagbes das distribuigdes de gordura

subcutédnea conforme sexo dos neonatos nos niveis de leptina do cordio umbilical,

o tabagismo materno parece ndo influenciar diretamente os niveis de leptina em
recém-nascidos adequados para a 1dade gestacional com padrOes antropométricos
similares, sugerindo que variagOes de leptina encontradas em alguns estudos estejam
relacionadas as menores proporgbes de depdsitos subcutdneos nos neonatos estudados

(baixo peso e/ou prematuridade);

a adiponectina pode ser dosada no cordio umbilical de todos os recém-nascidos
estudados, tendo apresentado niveis superiores aos encontrados na populagio adulta,
provavelmente devido ao aumento de sua produgfo e/ou inibicio de fatores supressores

da sua producio;

a adiponectina correlacionou-se com parametros antropométricos dos recém-nascidos,
como idade gestacional, peso, comprimento e indice ponderal dos neonatos, sugerindo

sua variabilidade conforme o crescimento perinatal,

o tabagismo materno parece influenciar os niveis de adiponectina em recém-nascidos

prematuros adequados para a idade gestacional;

ha uma relagdo inversa entre o nimero de cigarros fumados durante a gestacio e as
concentragdes de adiponectina do corddo umbilical, sugerindo que possa existir uma

relacfo de causalidade TNF-o mediada.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PROJETQ: Hd relagdo entre leptina do sangue do corddo umbilical e crescimento fetal?

PESOUISADORES: Prof Dr. Antonio de Azevedo Buavros Filho; Ings Maria Crespo Gutierres Pardo

{ Pesquisadora Responsdvel ).

INSTITUICAQ: Departamento de Pediatria - Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP.

ENDERECO: Cidade Universitiria Zeferino Vaz - Bario Geraldo - Campinas - SP

CEP: 13083 - 970. Telefone para contato: ( 0**15) 97744158,

NOME DA GESTANTE:

IDADE: RG:

N° REGISTRO HOSPITALAR :

ENDERECO:

Voct estd sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa que se realizard pelo
Departamento de Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.
Este projeto requer seu conseniimento voluntario,

Este projeto de pesquisa € sobre a relacfio que a leptina, que € uma substincia
produzida pelo nosso organismo , pode possuir com o processo de crescimento do recém-
nascido. Aléem disso serdo dosadas no sangue do corddo umbilical outras substincias,
pesquisando sua relacdo com a leptina. A leptina € uma substéncia produzida pelas céiulas
gordurosas que estd sendo muito estudada atualmente e parece estar associada com o
controle do apetite ¢ também com a reprodugo. Acredita-se também que esta substincia

diminui em gravidas que fumam, atrapalhando o crescimento do feto.
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A decisdo de participar no estudo é voluntdria. A decisdo de ndo participar do estude nio
provocard problemas em relacdo ao seu tratamento ou de seus familiares em nosso hospital, clinica ou
instituicdio, nem agora nem no futuro. Por favor, leia atentamente as informacdes a seguir neste documento e

ndo deixe de perguntar o que ndo estiver claramente explicado para vocé.

O estudo sera feito em 2 etapas: primeira fase: entrevista da mie, medidas de
peso e altura, idade gestacional do recém-nascido e coleta do sangue do corddo umbilical,

apos retirada da placenta e segunda fase: dosagens laboratoriais.

RISCOS E DESCONFORTOS - A coleta de amostras de sangue do cordio umbilical
nio proveca nenhum problema para 2 mie nem para o recém-nascido. O sangue sera
coletado imediatamente apds a retirada da placenta. No total, serio coletados 10 ml de

sangue, numa coleta Unica.

POSSIVEIS VANTAGENS - Os exames que vocé realizard para esta pesquisa serfo
oferecidos sem qualquer custo. Se em algum exame for encontrada alguma anormalidade,

sera imediatamente comunicada ao seu médico, e serd arquivada em seu prontudrio.

SIGILO -Os dados de seu prontuario médico sdo confidenciais e serfio utilizados todos os
meios necessarios para preserva-los. As informagdes obtidas serdo registradas em fichas
proprias. Os resultados do estudo poderfio ser publicados em revistas médicas, apresentados
em congressos ou eventos cientificos ou para as autoridades sanitarias sem que seu nome
apareca em nephuma delas. Vocé devera assinar este consentimento informado sobre o

estudo, de acordo com as normas éticas no atendimento de saide.

Estando de acordo, assinam:

ASSINATURA DA GESTANTE

ASSINATURA DO PESQUISADOR

DATA / /
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