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RESUMO

H& inumeras evidéncias epidemiologicas indicando acdo protetora do leite humano contra
uma serie de microrganismos com 0s quais 0 bebé entrara em contato na vida pds-natal,
principalmente do trato respiratorio e intestinal. Dentre 0s seus varios componentes, a IgA é
uma das imunoglobulinas mais importantes e esta presente em grande quantidade no colostro.
No Brasil, a Escherichia coli, bacilo gram-negativo, tem sido apontada como o0 agente mais
isolado em criangcas hospitalizadas, e que, frequentemente, ndo foram amamentadas,
acometendo episodios de diarreia graves, sepse e meningite neonatal. Um dos seus principais
fatores de viruléncia é a formac&o de biofilme, que confere protecdo contra a acéo de biocidas
e de produtos toxicos. A pesquisa objetivou estudar o efeito in vitro do colostro humano puro
e diluido e duas fracbes de proteinas purificadas (IgAl e demais proteinas do colostro) sobre o
biofilme em formacéo e o formado de E. coli. A biomassa foi mensurada por colora¢do com
cristal violeta (CV) 0,4 % e a viabilidade do biofilme por contagem de colonias em placas de
agar. Além disso, utilizou-se microscopia Optica de campo claro por coloracdo das Iaminas
com Vermelho Congo-Carbol Fucsina e microscopia de escaneamento confocal utilizando o
reagente LIVE/DEAD® BacLight para visualizacdo do biofilme. Observou-se um efeito
inibitério dose dependente no biofilme em formacéo, através do ensaio de biomassa com CV
(p <0,001). Este dado correlacionou com os resultados obtidos no ensaio de viabilidade do
biofilme por contagem de col6nias que também mostrou uma reducdo do nimero de células
viaveis (p<0,01). Estes resultados foram confirmados por microscopia, onde as menores
diluicbes do colostro e as fracdes também presentaram um efeito inibitério, mostrando a
formacdo de grumos semelhantes a aglutinacdo, com énfase na acdo da IgA1. Dados obtidos
pela microscopia de escaneamento confocal mostraram uma diminuicdo da &rea total de
biofilme e um aumento significativo de bactérias mortas. Quanto a acdo sobre o biofilme
formado, os dados mostraram diminui¢do da biomassa também de forma dose dependente,
alem da diminuicdo da viabilidade bacteriana. Portanto, o soro do colostro e suas fragdes
purificadas tém efeito inibitorio dose-dependente, diminuindo o biofilme em formacéo e o

formado de E. coli.

Palavras-chave: Colostro. Escherichia coli. Biofilme.



ABSTRACT
There are numerous epidemiological evidence indicating protective effect of human milk
against a number of microorganisms with which the baby will come into contact in postnatal
life, particularly of the respiratory and intestinal tract. Among its various components, IgA is
a major immunoglobulin and is present in large quantities in colostrum. In Brazil, Escherichia
coli, gram-negative bacillus, has been identified as the most frequently isolated agent in
hospitalized children, and often were not breastfed, affecting episodes of severe diarrhea. One
of its major virulence factor is the formation of biofilm, which protects against the action of
biocides and toxic products. The research aimed to study the in vitro effect of pure and diluted
human colostrum and two purified protein fractions (IgA1 and other proteins colostrum) on
formation and formed E. coli biofilm. Biomass was measured by staining with crystal violet
(CV) 0.4% and viability of the biofilm by colony count on agar plates. In addition, brightfield
optical microscopy was used to stain the slides with Congo Red - Carbol-Fuchsin and
confocal scanning microscopy using the reagent LIVE/DEAD BacLight ®. There was a dose
dependent inhibitory effect on biofilm formation by biomass assay by CV (p <0.001). This
data correlated with results of test viability of the biofilm by colony count that also showed a
reduction in the number of viable cells (p <0.01). These results were confirmed by
microscopy, where the lower dilutions of colostrum and fractions had also an inhibitory
effect, showing the formation of clumps similar to the agglutination, with emphasis on the
action of IgAl. Data obtained by confocal scanning microscopy showed a decrease in total
biofilm area and a significant increase in dead bacteria. With regard to formed biofilm, the
data also showed reduced biomass dose-dependent manner, and decrease bacterial viability.
Therefore, colostrum serum and their purified fractions have inhibitory effect, decreasing

biofilm formation and formed E. coli.

Keywords: Colostrum, Escherichia coli. Biofilm.
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1. INTRODUCAO

Hé& inimeras evidéncias epidemioldgicas e cientificas indicando acdo protetora do
leite humano contra uma série de microrganismos com 0s quais 0 bebé entrara em contato na
vida pos-natal, principalmente do trato respiratorio e intestinal. Sabe-se que o leite materno
tenta compensar a imaturidade do sistema imune das mucosas do neonato, fornecendo
substancias capazes de interagir com 0s microrganismos e prevenir a ativacdo da defesa pro-
inflamatéria (HANSON, 2007).

A IgA € a imunoglobulina mais importante neste processo e esta presente em
grande quantidade no colostro, principalmente em sua forma dimérica secretoria (SIgA).
Diversos estudos relatam a participacdo da IgA, neutralizando virus, bactérias, toxinas e
protozoarios. Estes estudos evidenciam que a SIgA humana antigeno-especifica esta
envolvida no reconhecimento de proteinas de membrana e polissacarideos da Escherichia
coli, inibindo a adesdo celular (MANJARREZ-HERNANDEZ et al., 2000; NOGUERA-
OBENZA et al., 2003) e que a SIgA ndo-especifica comercializada inibe a formacdo de
biofilme de Vibrio cholerae, efeito dependente do seu componente secretor, ressaltando sua
contribuicdo na imunidade inata (MURTHY et al., 2011). Outros relatam a participacdo de
glicoproteinas do leite na inibicdo da atividade hemaglutinante de lectinas presentes na
Pseudomonas aeruginosa (LESMAN-MOVSHOVICH et al., 2003) e Leo6n-Sicairos et al.
(2006) mostraram que a lactoferrina, lisozima e SIgA do leite humano tem atividade
antimicrobiana contra Entamoeba histolytica, ligando-se a membrana e causando dano

celular.

Outras proteinas do leite, como a lactoferrina e a lisozima, fazem parte do sistema
imune inato e também possuem destaque. A lisozima é responsavel pela degradacéo da parede
celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas (LONNERDAL, 2010) e a lactoferrina é
capaz de inibir a adesdo celular de patdgenos como E. coli enteropatogénica (EPEC)
(OCHOA et al., 2003), além de efeito antiviral e acbes sobre fungos como Candida albicans
(HANSON, 2007). Xu et al. (2010) relatam ainda que a lactoferrina bovina inibe a formacéo

de biofilme de P. aeruginosa.

Diversos estudos realizados em centros urbanos de paises em desenvolvimento

ainda tém mostrado alta morbidade e mortalidade de criangas menores de um ano de idade por
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diarreia grave, e que um dos principais fatores de risco é a falta de amamentacéo, ao lado da
falta de saneamento basico e desnutricdo grave (FUCHS; VICTORA, 2002; DE OLIVEIRA;
LATORRE, 2010). A E. coli tem sido apontada como o agente mais frequentemente isolado
em criangas hospitalizadas, principalmente, nos primeiros seis meses de idade, acometendo
episodios de diarreia grave (30 a 40% desses casos sao atribuidos a EPEC), e de meningite
neonatal com altas taxas de letalidade (NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Um dos principais fatores de viruléncia de algumas cepas é a formacao de
biofilme, que confere protecdo contra a acdo de diversos antimicrobianos, permanecendo

como agentes infectantes por um longo tempo (CREMET et al., 2013).

A maioria dos estudos analisam a capacidade de protecdo de alguns componentes
do leite atuando de forma isolada, mas ndo se deve esquecer que o leite humano € um
complexo imune com outros diversos componentes agindo simultaneamente e que a literatura
ainda nédo elucidou os mecanismos de acdo do colostro humano sobre biofilme, fator de
viruléncia tdo importante que contribui para a persisténcia de doencas crdnicas ou recorrentes
(REISNER et al., 2006).

Considerando que componentes do leite humano apresentam efeito protetor contra
cepas patogénicas de E. coli e que a formacdo de biofilme esta relacionada com aumento da
viruléncia dessa bactéria, sendo poucos os trabalhos na literatura elucidando a acdo do
colostro sobre o biofilme, foi objetivo dessa pesquisa estudar o efeito do colostro humano
sobre biofilme de E. coli em formag&o e formado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Papel imunoldgico do leite materno

Logo ao deixar o ambiente estéril da vida intrauterina, o recém-nascido esta
exposto a inUmeros microrganismos, que podem ser inofensivos e posteriormente fazer parte
da microbiota ou serem causadores de doencas, levando a altas taxas de morbidade e
mortalidade de neonatos, principalmente nos que ndo sdo amamentados e que vivem em
regides socioecondmicas mais pobres (ARAUJO et al., 2005; HANSON, 2007).

O leite materno tem uma complexidade intrinseca, pois todos o0s seus
componentes tém uma razdo e uma funcgéo a ser desempenhada para promover um equilibrio
imunoldgico nas mucosas do neonato e protegé-lo de infecgdes. Os diversos mecanismos de
acao destas substancias vém sendo desvendados ha mais de 50 anos, embora muito ainda

esteja obscuro, necessitando de mais pesquisas (JONES et al., 2003).

O fato de que a amamentacdo € um dos fatores que mais influenciam na
diminuicdo da morbidade e mortalidade infantil j& esta bem caracterizado, mas ainda assim
ocorrem mais de 10 bilhdes de mortes infantis em paises em desenvolvimento a cada ano,
sendo que dois tercos podem ser prevenidas. Sabe-se que o aleitamento exclusivo até os seis
meses de idade, continuando a amamentacdo por até um ano, pode prevenir até 13% dessas
mortes, um valor muito alto quando comparado a alimentacdo complementar, a vacinacéo
contra 0 Haemophilus influenzae, & utilizacdo de &gua limpa e condi¢cBes de higiene
adequadas e a vacinagdo contra o0 sarampo, que previne com taxas de 6%, 4%, 3% e 1%,
respectivamente. Ou seja, 1,3 milhGes de criancas podem ser salvas anualmente por uma
conduta tao simples e natural (LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004)

Neste periodo neonatal, o sistema imunologico do bebé ainda é muito imaturo,
pois 0s niveis séricos de IgM, IgA, IgG e as proteinas do sistema complemento estdo em
concentragfes baixas no soro e o sistema imune associado as mucosas é pouco eficiente,
onde, os fagdcitos e os linfécitos T ainda estdo em processo de maturacdo, levando a uma
vulnerabilidade as infecgbes (BARROS et al., 1982; GRASSI; COSTA; VAZ, 2001).

Neste momento, a amamentacao é crucial para protegé-lo contra microrganismos

potencialmente perigosos, seja com componentes da imunidade inata, ou especifica contra
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patdégenos que a mée entrou em contato durante a vida. Os componentes bioativos naturais
presentes no leite sdo capazes de resistir a degradacdo proteolitica, permanecendo intactos ou
em grandes fragmentos durante a passagem pelo trato gastrointestinal (GERMAN;
DILLARD; WARD, 2002; LONNERDAL, 2010).

O colostro € a secrecdo lactea das primeiras 48 a 72 horas, que vai sofrer
modificagdes ao longo da amamentacdo, de forma gradual e progressiva, passando a ser
chamado de leite maduro. Diversos componentes do leite materno estdo em maior quantidade
na fase do colostro, este tem aspecto mais amarelado, devido ao alto teor de beta-caroteno e
mais viscoso, devido as altas taxas de células, proteinas, minerais e vitaminas lipossollveis
(A, E e carotendides), bem como menor teor de lactose, gordura e vitaminas do complexo B
(LAURINDO, 1991).

2.1.1 Componentes do leite materno e suas fungdes anti-infecciosas

As propriedades anti-infecciosas desse complexo imune devem-se tanto aos
componentes solUveis quanto aos celulares. A imunidade inata e a especifica sdo igualmente
importantes, cujos componentes sollveis especificos sdo as imunoglobulinas da classe IgA,
IgM, 1gG, IgD e IgE; e os componentes sollveis inespecificos incluem lisozima, lactoferrina,

fator bifido, a-lactoalbumina, mucina, complemento, citocinas, entre outras substancias.

Os macrdfagos, monacitos, linfocitos T e B, eosindfilos, neutrofilos, granulécitos
e células epiteliais sdo os componentes celulares cuja concentracdo é alta no colostro e
diminui no leite maduro. As interacdes entre os diversos fatores de defesa especificos e
inespecificos, humorais e celulares atuam em conjunto e ainda interagem diretamente com 0s
fatores de defesa do proprio bebé, promovendo um equilibrio entre acGes pré e anti-
inflamatdrias, homeostasia da microbiota e estimulacdo da maturagdo da imunidade
(GRASSI; COSTA,; VAZ, 2001).
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2.1.1.1 Elementos celulares

O leite materno difere de outras secre¢fes do corpo pela presenca de leucdcitos
viaveis. Estes apresentam uma sobrevida pequena e permanecem Vivos por apenas algumas
horas em temperatura ambiente. A concentracdo de leucécitos € maxima no colostro (1553
células’smm®) e declina rapidamente no primeiro més de lactacdo (78 células/mm?®) (BARROS
etal., 1982).

Os neutréfilos, macréfagos e linfocitos encontram-se no colostro na proporcao de
18 a 23%, 59 a 63% e 7% a 13%, respectivamente (CAMARA, 1992). As células do leite
humano, principalmente as fagocitarias (macréfagos e neutrofilos) sdo capazes de conferir
protecdo ao lactente, respondendo a estimulos quimiotaticos e fagocitando bactérias e fungos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Os macrofagos possuem papel central na imunidade inata e sdo células efetoras
importantes para a eliminagdo de microrganismos, pois estes possuem a capacidade de serem
estimulados em maior extensdo por mecanismos independentes da opsonizagdo, por meio da
ligacdo de lectinas a carboidratos presentes nos microrganismos; uma vantagem ja que, no
intestino do neonato, h& pequena concentracdo de 1gG e de proteinas do complemento que
poderiam servir como opsoninas (SCHROTEN et al., 2000).

Os neutrdfilos estdo presentes em grandes quantidades no colostro e reduzem
drasticamente no leite maduro, enquanto que os linfocitos, apesar de comparativamente em
guantidades menores, aparecem como células constitutivas do leite materno durante toda a
lactacdo (BARROS et al, 1982).

Oitenta por cento desses linfécitos sdo do tipo T, com uma razdo de CD4:CD8 de
2:1, capazes de produzir citocinas e, consequentemente, organizar uma resposta imunoldgica
mais efetiva, modulando outros componentes imunologicos, como os fagdcitos e células B ou
agindo diretamente em células infectadas (OGRA, 1988, apud CAMARA, 1992).

Os linfocitos B, originalmente estimulados nos outros sitios de mucosa (tratos
respiratorio e/ou gastrointestinal) da mée, migram para a lamina propria da glandula maméria,
processo denominado de ligagdo bronco-maméaria e entero-mamaria (LABBOK; CLARK;

GOLDMAN, 2004). Por meio de moléculas de adesdo, os linfocitos B interagem
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especificamente com estruturas presentes na membrana das células endoteliais especializadas
das vénulas pos-capilares que irrigam a lamina prépria do tecido mamario, onde se
diferenciardo em plasmacitos produtores de SIgA. Assim, hd a producdo de anticorpos,
especificos contra microrganismos nunca “vistos” pelo sistema imune do bebé, mas
reconhecidos pela mde (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001; HANSON, 2007; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Estudo recente de Sacha et al. (2014) analisou a presenca de células B e
anticorpos, do colostro e do sangue, especificos contra o envelope de HIV-1 em lactantes
africanas infectadas por este virus. Altas taxas de células B produtoras de anticorpos
especificos para estes antigenos foram observadas no colostro, além de uma maior
concentracdo de anticorpos especificos contra a gpl20 no colostro em relacdo ao sangue

dessas parturientes (44% versus 16%, respectivamente).

2.1.1.2 Fatores humorais especificos

A 1gA é uma das imunoglobulinas mais importantes presentes no leite materno. A
concentracdo de IgA é maxima no colostro, variando de 11 a 41 mg/mL no primeiro dia, e
caindo significativamente no leite maduro, variando de 0,5 a 1,3 mg/mL no 15° dia e

permanecendo nessas concentracdes pelos proximos 12 meses (ARAUJO et al., 2005).

E encontrada em duas formas isotipicas, IgA1 e IgA2. A IgA sérica é encontrada
predominantemente como IgA1 monomérica (pesando cerca de 160 kDa). Nas secrecdes
exocrinas, a maior parte da IgA produzida € dimérica (pesando cerca de 385 kDa) e a
proporcdo entre as duas isoformas difere em alguns sitios de mucosa. A medida que
“descemos” pelo tubo digestorio ocorre um aumento da sintese de IgA2, pois é um isotipo
resistente a proteases bacterianas. A IgA dimeérica, além das duas moléculas de IgA, possui a
cadeia J (com peso molecular de 15 kDa), que forma pontes dissulfeto com as regides Fc das
cadeias pesadas e estabiliza os complexos multiméricos, além de auxiliar na ligacdo do
componente secretor (com peso molecular de 80 kDa) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011).
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A IgA secretada no leite é transportada através das células epiteliais por um
receptor Fc especifico, denominado de poli-lg. A cadeia J da SIgA liga-se a esse receptor e
entdo este complexo é endocitado pela célula epitelial e transportado até a superficie luminal,
onde o poli-1g é proteoliticamente clivado. Um dominio extracelular do receptor fica ligado a
IgA e este passa a ser chamado de Componente Secretor (CS) (PERRIER; SPRENGER;
CORTHESY, 2006).

No colostro, 96% da IgA presente no leite é dimérica e a razédo entre IgA1/IgA2 é
cerca de 60:40 (KERR, 1990). A alta densidade de células produtoras de IgA nas glandulas
mamarias faz com que a IgA seja a principal classe de imunoglobulina no leite humano e que
a maior parte da IgA secretéria (SIgA) seja produzida localmente, e ndo transportada do
plasma. Nas mamas, os linfocitos B se diferenciam em plasmdcitos produtores de IgA,
principalmente em sua forma dimérica que € mais resistente a degradacdo enzimaética no
lumen intestinal (LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004). Propriedade conferida também
pela ligagdo com o componente secretor que bloqueia a ligacdo peptidica da tripsina e pepsina
a estrutura de IgA. (LINDH, 1975, apud LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004).

A SIgA possui um importante papel no sistema imune das mucosas prevenindo
infeccdes respiratdrias e entéricas, de grande importancia nos primeiros meses de vida, onde
sua presenca nas mucosas promove a imobilizacdo dos patdgenos, impede a adesdo a
superficie epitelial e neutraliza as toxinas, bem como outros fatores de viruléncia, prevenindo,

por exemplo, a translocagio bacteriana para outros sitios (CORTHESY, 2013).

Vaérios estudos demonstraram a participacao da IgA reconhecendo e atuando sobre
bactérias, como Streptococcus pneumoniae, H. influenzae, E. coli, Salmonella sp, Shigella sp,
Clostridium diphteriae, Clostridium tetani, V. cholerae, Mycoplasma pneumoniae e contra 0s
virus da Polio, Influenzae, Virus Sincicial Respiratério, Rotavirus, entre outros (PABST,
2012). Alguns desses importantes estudos estdo descritos a seguir pela sua ordem cronoldgica,

demonstrando uma evolugéo das pesquisas em relagcéo ao papel da SIgA.

Céamara et al. (1995) evidenciou, atraves de testes de Western blot, que a IgA do
leite materno é capaz de reconhecer proteinas de membrana de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), observando um efeito inibitério do fenébmeno de Adesdo

Localizada (AL) as células HeLa em cultura.
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Posteriormente, Delneri et al. (1997) evidenciaram altas taxas de IgA anti-EPEC
no colostro de mées de parto prematuro e a termo e que o colostro desses dois grupos inibiu a
adesdo de EPEC em células HEp-2 e foram capazes de reconhecer adesinas da bactéria, como
a intimina. Com isso puderam mostrar que o leite de mées com filhos prematuros e de baixo

peso sdo tao eficientes quanto ao daquelas mées que tiveram partos a termo.

Manjarrez-Hernandez et al. (2000), procurando estratégias para imunizag&o,
utilizaram SIgA de leite humano para deteccdo de antigenos proteicos em EPEC. A
imunoglobulina foi capaz de reconhecer proteinas de superficie, como a intimina e outras
duas proteinas desconhecidas por eles, de 70 e 80kDa, além de uma proteina secretada
(EspC). Todas estas moléculas estavam presentes em sorogrupos de EPEC encontradas em

isolados clinicos de criangas com diarreia grave.

Noguera-Obenza et al. (2003) observaram a presenca de SIgA em amostras de
leite materno de mades dos EUA, reconhecendo antigenos de superficie da E. coli
enterohemorragica (EHEC) (lipopolissacaridios, ESpA, EspB, intimina e Toxina Shiga). SIgA
especifica para EspA foi a mais encontrada, sugerindo a utilizacdo deste antigeno para realizar

estratégias de imunizagao.

Palmeira et al. (2005) investigaram a presenca de IgA no leite materno de
brasileiras contra antigenos da E. coli produtora de Toxina Shiga (STEC). Todas as amostras
de leite inibiram a adesdo dessas bactérias a células HEp-2 e amostras de SIgA reagiram

contra antigenos proteicos e lipopolissacarideos (LPS) desta bactéria.

Corréa et al. (2006) observaram que a IgA também reage contra os fatores de
colonizacdo | e Il da E. coli enterotoxigénica e amostras de colostro humano sdo capazes de
impedir sua ades&o a células Caco-2 em cultura, o que ndo acontece com amostras de colostro

sem IgA.

Segundo Ledn-Sicairos et al. (2006), a IgA também apresenta efeito sobre
parasitas, como os trofozoitos da Entamoeba histolytica, produzindo arredondamento celular,

rompimento lipidico, danos a membrana e morte.

Outros estudos trazem a SIgA como componente chave, atuando na promogéo do
crescimento de bactérias ndo-patogénicas e favorecendo a formacdo da flora bacteriana.

Segundo Bollinger et al. (2006), carboidratos presentes no componente secretor da SIgA pode
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favorecer a formagéo de um biofilme fino de cepa comensal (menos virulenta) de E. coli K-
12, esta pode competir por espaco e nutrientes e diminuir o crescimento de bactérias

potencialmente patogénicas.

Ja Murthy et al. (2011) referem um papel importante da manose encontrada no
componente secretor da SIgA na inibicdo da colonizacdo por Vibrio cholerae in vivo (em
camundongos) e da formacdo de biofilme in vitro, o que néo ocorreu quando utilizaram as
imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM do soro humano, sugerindo um papel importante do

componente secretor da SIgA.

Alvarez et al. (2013) também demonstraram que a SIgA purificada de colostro
reage contra antigenos do Mycobacterium tuberculosis. Descreveram uma acdo profilatica da
administracdo intranasal de 1 mg de SIgA em modelos experimentais com ratos 2 h antes da
inoculacdo do M. tuberculosis, sendo capaz de protegé-los da infecgdo pulmonar, diminuindo

a carga bacteriana e os efeitos citopaticos.

Diante de todos estes estudos, percebe-se que a administracdo passiva de SIgA
especifica ou ndo-especifica tem mostrado amplo poder de protecdo contra infeccOes
gastrointestinais e respiratorias e notaveis propriedades anti-inflamatérias nas mucosas, pois
ao neutralizar os antigenos, estes complexos imunes, através da fagocitose por células
dendriticas residentes nas placas de Peyer, sdo apresentados a células T virgens, com
concomitante produgdo de citocinas anti-inflamatorias como 1L-4, TGF-B, IL-6 e IL-10 e
inducdo de uma resposta imune tipo Th2 (CORTHESY, 2013).

A 1gG é outra imunoglobulina encontrada no leite materno e sua concentragéo no
colostro humano é cerca de 0,5 mg/mL, sendo significativamente menor no leite maduro 0,04
mg/mL (BARROS, 1977, apud BARROS et al., 1982). A 1gG pode ativar 0 sistema
complemento, participar da citotoxidade anticorpo dependente e facilitar a fagocitose. Essas
atividades pro-inflamatdrias podem trazer algumas desvantagens para o sistema imune do
bebé ao estimular a ativagdo de leucocitos, podendo levar a quebra da homeostase local e a
lesdo na mucosa. A IgG pode neutralizar virus, protozoarios, bactérias e toxinas bacterianas,
sO que em menores propor¢es quando comparado a IgA, ja que esta em menor quantidade
(HANSON, 2007).

As células B produzem quatro subclasses de 1gG (1gG1, 1gG2, 1gG3, e 1gG4). A

IgG4 tem efeito anti-inflamatdrio e menor capacidade de ativar o complemento, ao contrario
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das outras subclasses (AGARWAL et al., 2011). A 1gG pode ser produzida localmente nas
glandulas mamarias ou transmitida através da placenta para proteger o feto no Gtero. Estes
anticorpos transplacentarios sdo importantes, pois podem reagir contra antigenos
polissacaridicos do Haemophilus influenzae type b (Hib) e Streptococcus pneumoniae, e
contra LPS e antigenos proteicos de E. coli 016, 06, 0111, 0157 (PALMEIRA et al., 2009).

A IgM é a segunda imunoglobulina mais presente no leite humano. Também
forma complexos multiméricos ligados pela cadeia J, podendo ser secretada como pentameros
ou hexametros (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). Sua concentracdo é mais alta no
colostro do que no leite maduro assim como as outras imunoglobulinas, cerca de Img/mL e
0,1mg/mL, respectivamente. E produzido pelas células B apds estimulacio antigénica e é um
forte ativador de complemento. Promove a neutralizacdo de virus e bactérias. Esses
anticorpos, embora em pequena quantidade, podem ser muito importantes na protecdo inicial
dos recém-nascidos (AGARWAL et al., 2011).

A participacdo da IgD e IgE ndo estd bem esclarecida. A IgD é uma
imunoglobulina que age principalmente como receptor para antigenos do linfocito B e nédo
possui forma secretora. A IgE parece atuar, ligando-se a antigenos no Iumen intestinal,
causando um processo inflamatorio e aumentando a permeabilidade dos vasos para a saida de
outras células imunes (XANTHOU, 1998, apud GRASSI; COSTA; VAZ, 2001)

2.1.1.3 Fatores inespecificos

Vérias substancias que compde o leite humano participam da imunidade inata, que
é tdo importante quanto & imunidade adaptativa na protecdo do neonato, agindo rapidamente

contra infec¢Bes. Sao varios os constituintes proteicos, lipidicos e carboidratos.

Quanto aos componentes proteicos, podemos destacar a lactoferrina, uma das
maiores proteinas do leite, que € uma glicoproteina de 80 kDa quelante de ferro, mineral
essencial para o metabolismo bacteriano, promovendo assim uma ac¢ao bacteriostatica. Outro
mecanismo de acdo que tem sido bastante relatado é a ligacdo da lactoferrina ao LPS
bacteriano, levando a alteragdo da permeabilidade da membrana celular, facilitando a agéo

bactericida da lisozima presente no leite (XU et al., 2010).
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A lactoferrina encontra-se em maior quantidade (<90%) na forma apo-lactoferrina
(ferro-insaturado) no leite, com a qual se observa maior efeito bacteriostatico e bactericida.
Encontra-se na concentracdo de 5 a 7 mg/mL no colostro, caindo para 1 a 3 mg/mL no leite
maduro. Promove o crescimento de bifidobactérias, e é capaz de inibir o desenvolvimento de
patdégenos como V. cholerae, H. influenzae e EPEC. Além disso, tem efeito antiviral contra o
virus da hepatite C, Citomegalovirus, virus da Herpes simples, Rotavirus, Adenovirus e agdes
sobre fungos como C. albicans. A lactoferrina, direta ou indiretamente, é capaz de reduzir os
riscos de infecgBes causadas por bactérias, virus e possivelmente fungos, sem levar a um
efeito inflamatorio (SINGH et al., 2002; LONNERDAL, 2010).

Em estudos recentes com criangas jovens acometidas com diarreia aguda,
mostraram que a solucdo de reidratacdo oral associada com lactoferrina e com lisozima,
significativamente reduzem a duracdo, volume e recorréncia de diarreia, evitando a
desidratacdo intensa e a mortalidade infantil (ZAVALETA et al., 2008).

Outro importante constituinte proteico é a lisozima que pesa cerca de 15 kDa e
estd presente na concentracdo de aproximadamente 0,39 mg/mL no leite humano (GRASSI;
COSTA; VAZ, 2001), 300 vezes maior do que no leite bovino. Durante a infancia ha uma
baixa producdo dessa proteina, que deve ser compensada pela amamentacdo. E responsavel
pela clivagem do peptidoglicano e pela degradacdo da parede celular de bactérias patogénicas
(LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004).

O componente secretor também pode esta presente na sua forma livre em grande
quantidade no leite (até 25 puM) e possuem propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas,
neutralizando patégenos e protegendo as células da mucosa (PERRIER; SPRENGER,;
CORTHESY, 2006). Estas acBes sdo promovidas pelos residuos de carboidratos que
representam mais que 20% da sua massa molecular e estdo distribuidos em 7 sitios de N-
glicosilacdo desse polipeptidio. O componente secretor livre ou associado a IgA € capaz de
ligar-se a lectinas presentes na membrana da E. coli e Helicobacter pylori, impedindo sua
adesdo as células epiteliais por meio de interagcGes ndo-especificas com estes microrganismos
(CORTHESY, 2013).

A alfa-lactoalbumina é uma das proteinas que estd em maior quantidade no leite,
compreendendo cerca de 25 a 30% das proteinas totais, estudos in vitro tém mostrado agédo

probiotica, estimulando o crescimento de uma microflora benéfica no trato gastrointestinal
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(LONNERDAL; LIEN, 2003). Outros estudos descrevem um complexo de alfa-lactoalbumina
e 4cido oleico, chamado de HAMLET (Human alfa-lactalbumin made lethal to tumor cells),
que tem demonstrado efeito letal por apoptose de varias linhagens de células tumorais
(PETTERSSON; MOSSBERG; SVANBORG, 2006), bem como sobre S. pneumonie
resistentes, facilitando a agdo de antibidticos (HAKANSSON et al., 2011; MARKS;
CLEMENTI; HAKANSSON, 2012).

Além disso, o leite humano possui uma substancia chamada fator bifido, que
também promove o crescimento de bacilos Gram-negativos anaerobios, como o0s
Lactobacillus bifidus. Esses microrganismos fermentam acucares, produzindo acido latico e
acido acético, o que leva a acidificacdo do meio intestinal e impede o desenvolvimento de
bactérias patogénicas. Assim, a flora intestinal de criancas que ndo recebem aleitamento
materno esta repleta de E. coli, com alguns Streptococcus faecalis, em contraste com a de
bebés amamentados, repleta de Lactobacillus, protegendo o trato intestinal até que o sistema
imune de mucosa do lactente esteja maduro (BODE, 2012).

Varias fracbes do sistema complemento tém sido detectadas no leite. O
componente C3 alcanga concentracdes proximas as do soro do adulto normal. A ativacdo da
via classica pouco acontece, pois a IgA, que esta em maior quantidade em relacdo as outras
imunoglobulinas, ndo é capaz de ativar esta via, mas a ativacdo da via alternativa esta bastante
presente e pode ter acdo imune, onde o C3 ativado é potencialmente importante por sua
capacidade opsonizante (C3b) e propriedades quimiotaticas (C3a), promovendo protecdo
contra infeccBes entéricas e respiratérias (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001).

Proteinas glicosiladas também estdo presentes no leite materno, como as mucinas.
A Mucina-1 é a mais abundante e esta presente principalmente ligada aos globulos de gordura
do leite (LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004). Podem formar uma barreira fisica viscosa
que impede a adesdo dos microrganismos as células da mucosa, pois estas se ligam a
proteinas presentes nas bactérias patogénicas, como adesinas de E. coli (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Quanto & agdo de carboidratos do leite materno, os oligossacarideos agem como
receptores analogos, impedindo a ligacdo de patdgenos, como o Helicobacter pylori, nas
mucosas, pois a estrutura quimica desses componentes liga-se por competicdo as adesinas ou

as toxinas produzidas por V. cholerae, E. coli, Shigella dysenteriae, Campylobacter jejuni,
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Salmonella sp., Streptococcus pneumoniae e H. influenzae (LABBOK; CLARK;
GOLDMAN, 2004; BODE, 2012). A lactose, um dissacaridio de glicose e galactose, esta
presente no colostro em uma concentracdo de 53 mg/mL, aumentando no leite maduro para 70
mg/mL. Os monossacaridios glicose e galacatose estdo em quantidades minimas no leite, 0,14
e 0,12 mg/mL, respectivamente (LAURINDO, 1991).

Quanto a composicdo lipidica, o leite possui uma quantidade notavel de
complexos lipidicos, particularmente fosfolipidios (GERMAN; DILLARD; WARD, 2002). A
concentracdo lipidica no colostro ¢ de 18 a 29 mg/mL, enquanto que no leite maduro
apresenta-se em maior quantidade, 29 a 36 mg/mL (LAURINDO, 1991). Os produtos
lipidicos exibem uma diversificada atividade de defesa contra agressfes externas, como a
destruicdo de envelopes virais, prevenindo a infeccdo por coronavirus, por exemplo, no trato
intestinal. Alguns &cidos graxos e monoglicerideos também agem como barreira protetora
contra parasitas intestinais, como a Giardia lamblia. Duas vitaminas lipidicas também
exercem atividade de defesa: o alfa-tocoferol e o beta-caroteno que possuem acgéo
antioxidante e anti-inflamatéria nas mucosas (GERMAN; DILLARD; WARD, 2002;
HANSON, 2007; LONNERDAL, 2010).

Substancias bioativas, incluindo hormonios, fatores de crescimento e fatores
imunoldgicos como as citocinas, também tém sido identificadas no leite. As citocinas séo
polipeptidios pluripotentes que produzem uma cascata de efeitos que contribuem para o
desenvolvimento e fungdes do sistema imune. As citocinas presentes no leite podem
potencialmente interagir com as mucosas intestinal e respiratoria, desencadeando acGes anti-
inflamatdrias e imunomodulatérias e tentando promover a manutencdo da homeostasia do
sistema imune. Algumas sdo relativamente resistentes aos processos digestivos, como a IL-1 e
a IL-8 (GAROFALO, 2010). Citocinas como a IL-10 e TGF-f tém um papel anti-
inflamatdrio, enquanto que TNF-a, IL-1P e IL-6 sdo agentes pro-inflamatorios. IFN-y € um
agente promotor da resposta Thl, enquanto que a IL-10 e IL-6 induzem uma reposta Th2. Os
fatores estimuladores de colénias como M-CSF e GM-CFS promovem a proliferacéao,
diferenciacdo e sobrevivéncia dos macréfagos e granulécitos (LABBOK; CLARK;
GOLDMAN, 2004).
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2.2 Escherichia coli

A Escherichia coli € um bacilo gram-negativo da familia Enterobacteriaceae,
anaerdbio facultativo e € um dos microrganismos mais versateis existentes na natureza, pois
geralmente faz parte da microbiota intestinal normal de homens e animais desde os primeiros
meses de vida, convivendo em uma simbiose com o hospedeiro (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004), mas em contrapartida, algumas cepas podem ser potenciais patdgenos
causadores de doencas de localizagdo intestinal ou extraintestinal geralmente quando os
hospedeiros estdo imunocomprometidos ou quando as barreiras gastrointestinais séo
quebradas (NATARO; KAPER, 1998).

As cepas patogénicas de E. coli sdo divididas baseadas em seus fatores de
viruléncia e localizacdo das infeccGes. Podem causar doencas intestinais (INPEC) ou
extraintestinais (EXPEC). As InPEC sdo também conhecidas como E. coli diarreiogénicas
(DEC), divididas em seis categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtoras de toxina de Shiga
(STEC) - sendo a E. coli enterohemorragica (EHEC) um dos seus subtipos, E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC). As EXPEC incluem
frequentemente cepas associadas com infec¢des no trato urinario (UPEC), meningite e sepse
neonatal (MNEC) (VOGELEER et al., 2014).

A E. coli esta diretamente associada aos casos de diarreia infantil grave até os dois
anos de idade (30 a 40 % dos isolados clinicos séo atribuidos a EPEC), levando a altas taxas
de mortalidade em paises em desenvolvimento, como no Brasil (TRABULSI; KELLER,;
GOMES, 2002). Notoriamente, as MNEC apresentam alta infectividade em neonatos,
causando meningites e sepses, dos quais 15 a 40% dos casos séo fatais e muitos sobreviventes
apresentam déficits neuroldgicos graves (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). As UPEC
sdo responsaveis por 70 a 95% dos casos de infecgdes urinarias (ITU) e sdo frequentes em
pacientes que fazem uso de cateterismo vesical, devido ao desenvolvimento de biofilmes nos
cateteres. As ITU por E. coli tem uma incidéncia de um milhdo de casos ao ano nos Estados
Unidos (GOMES et al., 2014).

Alguns fatores de viruléncia das cepas patogénicas de Escherichia coli devem ser
destacados, como 0 mecanismo de Attaching and Effacing (A/E) causado por cepas de EPEC

e EHEC que destroi as microvilosidades do epitélio intestinal, tendo como consequéncia a
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formagéo de estruturas em formato de pedestal e redugdo da mucosa absortiva. A descoberta
deste mecanismo foi crucial para observar a importancia da aderéncia bacteriana na infeccéo.
A expressao do gene eae (E. coli attaching and effacing) leva a codificacdo de trés fatores
determinantes para promover esse tipo de lesdo, proteinas do sistema secretor tipo Il (ESpA,
EspB, EspC) que rompem o citoesqueleto das células hospedeiras, a intimina, proteina externa
da membrana da bactéria de 94 kDa importante na adesdo das bactérias aos enterdcitos, e 0
receptor de translocacdo de intimina (Tir) que € inserido na membrana da célula hospedeira
pela bactéria, servindo como um receptor de intimina e facilitando a sua translocagdo. Todas
estas proteinas sdo foco de diversos estudos objetivando entender os mecanismos de aderéncia
dessas bactérias e sua infectividade (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Algumas cepas de EPEC também produzem o pilus tipo 1V, conhecido como BFP
(Bundle-forming pilus) que ¢é expresso pelo plasmidio “EPEC Adherence Factor” (pEAF),
participando da adesdo e levando a formacdo de microcolénias de bactérias, fenbmeno
caracterizado como adeséo localizada (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As toxinas também tém importancia clinica, como a toxina Shiga (Stx),
semelhante a toxina da Shigella dysenteriae, produzida por EHEC que cliva 0 RNA
ribossomal, interrompendo a sintese proteica e levando a morte de células endoteliais e
epiteliais, causando gastroenterite e colite hemorragica (MAKOBE et al., 2012). Outras duas
enterotoxinas sdo produzidas pelas cepas de ETEC, as termoestaveis e as termolabeis, que ao
serem endocitadas pelas células hospedeiras aumentam a concentracdo de AMP ciclico, GMP
ciclico e Ca’, que leva a secrecdo de ions para o limen e consequente passagem de agua,
provocando quadros de diarreia osmotica (NATARO; KAPER, 1998).

Sabe-se que varias infecgdes causadas por E. coli estdo associadas a formacédo de
biofilme. Este mecanismo é importante para a sobrevivéncia destas bactérias no ambiente,
especialmente em superficies abidticas, como cateteres vesicais, e bidticas, como no trato
gastrointestinal (BOLLINGER et al., 2003; REISNER et al., 2006) ou em ambientes naturais
como rios e plantas. A contaminagdo da carne por EHEC comumente é causada pela formagéo
de biofilmes na superficie de varios equipamentos associados ao abate que levam a
persisténcia das bactérias (VOGELEER et al., 2014).

Vérios fatores estdo envolvidos neste processo de formacdo e maturacdo do

biofilme, como a producdo de fimbria tipo I, flagelo, celulose, poli-N-acetil-glucosamina e
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acido colanico, estes estdo presentes, por exemplo, em cepas comensais como a E. coli K-12
que tem sido bastante estudada quanto ao desenvolvimento de biofilme (VOGELEER et al.,
2014; NAVES et al., 2008).

Observacdes in vitro e in vivo, mostram que o0 repertorio genético expresso por
cepas de E. coli durante a formacéo de biofilme pode ser semelhante nessas duas condicdes,
portanto muitos estudos utilizam técnicas in vitro para inferir sobre a formacéo de biofilme
por cepas patogénicas in vivo (REISNER et al., 2006). Uma cepa que tem sido bastante
utilizada em ensaios de formacao de biofilme in vitro é a Escherichia coli (ATCC® 25922™),
que tem o sorotipo O6:H1. Naves et al. (2008) utilizou esta e mais trés cepas de isolados
clinicos para observar a formacdo de biofilme in vitro. Constatou por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) que a cepa padrdo possui fatores de viruléncia como a a-hemolisina (hlyA),
responsavel por lise de células do hospedeiro, pili associado a pielonefrite (papC), adesinas
fimbriais (sfa/ focDE) e sistema de captacdo de ferro, aerobactin (iucD); e que foi uma das

cepas que formou melhor biofilme em diversas condigdes experimentais.
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2.3 Biofilme

Em ambientes naturais, grande parte da biomassa bacteriana sobrevive aderida a
superficies, inseridas na estrutura de biofilme. Biofilmes microbianos sdo definidos como
comunidades complexas formadas por microrganismos aderidos a superficies solidas ou semi-
solidas envoltas por uma matriz composta de substancias poliméricas extracelulares (EPS)
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Esta temética estd em alta em diversos estudos, que
trabalham na hipdtese que a persisténcia de biofilmes bacterianos no organismo humano €
fator crucial para o estabelecimento de infeccBes cronicas ou recorrentes (REISNER et al.,
2006).

Vaérios fatores estdo envolvidos no desenvolvimento de um biofilme: temperatura,
quantidade de ind6culo, forgas hidrodinamicas, caracteristicas do substrato, variagdo de pH,
disponibilidade de nutrientes e oxigénio e concentracBes dos metab6litos microbianos.
Bactérias em biofilmes sdo chamadas de bactérias sésseis e podem estar aderidas a superficies
bioticas e abidticas. A maior parte da biomassa bacteriana existente na natureza reside como
populagdes de biofilme (NAVES et al., 2008).

O modelo comum para a formacéo, diferenciacdo e constituicdo do biofilme
compreendem estdgios: 1- As bactérias livres, ou conhecidas como plancténicas, estdo
dispersas no meio e comecam a se aproximar de superficies solidas através de sua motilidade
ou de fluidos. Durante esta etapa as forcas de interacdo que influenciam a reversibilidade do
processo de adesdo sdo as forcas de atracdo de Van der Walls, forcas eletrostéticas e
interacOes hidrofobicas; 2- Ocorre a transicdo da fase reversivel para a fase irreversivel da
aderéncia a partir da producdo de polimeros extracelulares ou pela producdo de adesinas
especificas na superficie das bactérias como flagelos e fimbrias, que interagem com a
superficie, entdo se tornam imobilizados ao substrato, iniciando a multiplica¢do e formacéo de
uma monocamada; 3- Inicia-se o desenvolvimento da arquitetura do biofilme; 4- As bacteérias
comecam a formar grupos conhecidos como microcolbnias e as substancias poliméricas
extracelulares servem como uma matriz adesiva e possibilitam o acesso aos nutrientes.
Forma-se uma complexa arquitetura, conhecida como biofilme maduro, que permite os

nutrientes e oxigénio alcangarem o interior do biofilme e metabolitos excretados difundirem-
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se para fora; 5- Ocorre dispersdo das bactérias do biofilme para o ambiente ao seu redor e o

ciclo se reinicia em outras superficies (STOODLEY et al., 2002).

A matriz polimérica produzida pelo biofilme consiste numa estrutura complexa,
composta de proteinas, acidos nucléicos, lipidios e heteropolimeros, como glicoproteinas,
fosfolipidios, alginatos, celulose, entre outros. Dez por cento da massa do biofilme é
composta de microrganismos, enquanto que a matriz corresponde a 90% (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010).

A matriz é responsavel pela estrutura do biofilme e protege as células contra a
acao de biocidas e de produtos toxicos as bactérias. Alem dessa protecdo, as bactérias que
estdo crescendo desenvolvem diferencas fenotipicas (através da transferéncia horizontal de
genes), bioquimicas e morfoldgicas e isso confere diferentes indices de resisténcia a acdo de
antibioticos, capacitando os patdgenos a permanecer como agentes infectantes por um longo
tempo (ITO et al., 2009). Essa matriz heterogénea é composta de 95% de agua, cujo formato
facilita a absorcdo de nutrientes e a eliminacdo de residuos produzidos pelas bactérias
(DONLAN; COSTERTON, 2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Os biofilmes séo sistemas biolégicos altamente organizados, promovendo
atividades coordenadas de interagdo e comunicacgdo entre as bactérias. Quorum sensing € um
sistema de comunicacdo intercelular dessas comunidades baseado na regulacdo da expressdo
de novos genes e producdo e difusdo de pequenas moléculas quimicas ou sinalizadoras. E
necessaria uma densidade bacteriana consideravel para a execugdo dessas mudancas
fenotipicas capazes de alterar comportamentos, como bioluminescéncia e expressdo de fatores
de viruléncia. Tais comportamentos sdo improdutivos quando realizados por uma bactéria
singular, mas tornam-se eficazes quando executados simultaneamente por um grupo de
bacterias (NAZZARO; FRATIANNI; COPPOLA, 2013).

Os biofilmes representam provavelmente os melhores mecanismos de colonizacéo
e fixagdo na natureza. Diversas espécies bacterianas vém sendo estudadas e tendo seu
biofilme caracterizado (STOODLEY et al., 2002).

Alguns estudos importantes descrevem a participacdo de componentes do colostro
na inibicdo da formacdo de biofilme de bactérias. Singh et al. (2002) e Xu et al. (2010)
revelaram a acgéo da lactoferrina sobre P. aeruginosa, onde encontraram atividade bactericida

dose-dependente e diminuicdo da producdo de piocianina, elastase (potentes fatores de
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viruléncia) e formagdo de biofilme. A lactoferrina, além de sequestrar ferro, promoveu uma

mudanca de conformacdo na membrana da P. aeruginosa, impedindo sua aderéncia.

Murthy et al. (2011) utilizaram modelos in vivo e in vitro para demonstrar o papel
importante do componente secretor presente na SIgA na inibicdo da colonizacdo de tecido
intestinal por Vibrio cholerae (em camundongos) e na inibicdo da formacéo de biofilme in
vitro de maneira dose-dependente, protegendo o trato gastrointestinal da adesdo desses

patdgenos.

Poucos sao os trabalhos na literatura abordando, sob o ponto de vista do colostro
humano, o fenbmeno de inibicdo da formacéo de biofilme e acdo sobre o biofilme formado de
E. coli, tanto in vitro como in vivo. Desenvolvemos este estudo com o objetivo de
compreender melhor o papel do colostro na protegdo contra um importante fator de viruléncia
presente em cepas patogénicas de um género bacteriano responsavel por gastroenterites em

criancas menores de um ano, além de infec¢Bes no trato urinario, meningite e sepse neonatal.
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3. HIPOTESES

O colostro humano puro e diluido apresenta um perfil inibitério sobre a formacdo de biofilme
de E. coli ATCC 25922, e sobre o biofilme ja formado, diminuindo a biomassa e causando
um efeito bactericida. Sendo que a IgA tem papel crucial nesses fenbmenos, reconhecendo,

imobilizando e impedindo a adesdo dessas bactérias.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Analisar, in vitro, o efeito do colostro humano sobre a formacéo de biofilme de E. coli, bem

como sobre o biofilme formado.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do colostro humano em diferentes concentragdes frente ao ensaio de biofilme
em formagdo e o formado, in vitro, da E. coli ATCC 25922, avaliando a biomassa e a

viabilidade bacteriana;

Obter duas fragdes proteicas do colostro humano, uma rica em IgAl e outra com as demais

proteinas;

Analisar a acdo das fracGes do colostro frente ao ensaio de formacédo de biofilme de E. coli
ATCC 25922.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de Estudo

Estudo experimental, explicativo com abordagem quantitativa. Os estudos
experimentais sdo caracterizados pela manipulacdo direta das variaveis em questdo, para
determinar interacdo entre elas e explicar o fendmeno pesquisado. Pesquisas explicativas sdo
complexas e caracterizadas pela identificacdo de fatores que podem ser a causa de fendmenos
(GIL, 2007). A andlise quantitativa envolve a integracdo e a sintese de dados narrativos e

numéricos, analisados através de procedimentos estatisticos (POLIT; BECK, 2011).
5.2 Locais de execucéo

A coleta das amostras de colostro humano foi realizada no Servigo de Puerpério
da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC), em Fortaleza, Ceara, que € um centro
de referéncia no atendimento humanizado a saude da mulher e do recém-nascido. As
avaliacGes laboratoriais foram realizadas nos Laboratorios de Imunologia Médica (LIME) e
Bacteriologia Médica, vinculados ao Programa de Pés-graduacdo em Microbiologia Médica-
UFC; e no Laboratério de Biotecnologia Molecular (LabBMol) vinculado ao Programa de

Pds-graduacdo em Biotecnologia de Recursos Naturais-UFC.
5.3 Casuistica

Amostras de colostro humano foram obtidas por ordenha manual de cinquenta e
sete parturientes saudaveis, em até 24 horas pés-parto, com realizacdo de pré-natal completo,
exames soroldgicos negativos para HIV, Sifilis, Toxoplasmose e Rubéola, com idade entre
dezoito e trinta e oito anos, com filho nascido saudavel, a termo e com peso acima de dois
quilos, através de parto normal. Todas as mdes foram atendidas na MEAC, no periodo de
janeiro a setembro de 2013. O uso de antibi6ticos em qualquer fase da gestacdo ou pos-parto

foi utilizado como critério de exclusao.

Antes de quaisquer procedimentos, as parturientes foram esclarecidas sobre as
condigdes da pesquisa (objetivos, finalidade, riscos, beneficios), sendo convidadas a participar
do estudo e solicitadas a assinar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

(Apéndice A). Os dados referentes as parturientes e ao bebé foram obtidos do prontuério, do
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cartdo de pré-natal e de seus relatos, estes foram registrados no instrumento de coleta de
dados (Apéndice B).

Foram colhidos no maximo 10 mL de colostro por individuo, com realizacdo de
antissepsia da mama com Clorexidina degermante a 2% que foi retirada exaustivamente com
gaze e 4gua destilada estéril. As coletas foram realizadas por ordenha manual, utilizando luvas
estéreis, com gotejamento em frascos estéreis, sendo desprezados 0s primeiros jatos, pois se
sabe que estes podem estar contaminados por bactérias da flora epidérmica ou pela propria
composicdo bacteriana do colostro (JIMENEZ et al., 2008). Tanto a pesquisadora quanto a
parturiente utilizaram mascara para evitar a contaminacdo do material. O material foi
transportado sob refrigeracdo em até 20 minutos ao LIME, onde foi realizado o

processamento.
5.4 Processamento do colostro humano

Cada amostra foi centrifugada a 15.000 rpm (Centrifuga modelo 2K15, Sigma,
EUA), por 15 minutos a 4 °C, reservando-se a fase intermediaria (soro) e desprezando-se a
gordura e o sedimento celular (Camara, 1992). O soro (objeto do estudo) foi filtrado em filtro
0,22 pm, aliquotado e estocado a -80 °C. De uma aliquota foi realizado controle de
contaminag¢do com semeadura em placas de &gar-sangue e Brain Heart Infusion (BHI) caldo
(Bacto, BD, EUA).

Apdbs o término de todas as coletas, todas as amostras foram descongeladas,
adicionadas ao mesmo recipiente e homogeneizadas, formando um “pool” de soro de colostro
humano, este foi dividido em aliquotas de 500 pL, 5 mL e 10 mL e estocadas novamente a -80
°C para posterior utilizagdo nos ensaios.

Além do soro de colostro puro, amostras diluidas também foram testadas;
realizaram-se 12 dilui¢Ges seriadas, na proporcdo de dois, do soro de colostro com salina

estéril.

Duas fragdes do colostro foram purificadas, uma fracéo rica em IgA1 (F1) e uma
fracdo com as demais proteinas (sem IgAl) (F2). Estas fragdes foram obtidas em parceria com
o0 LabBMol-UFC, que padronizou e realizou os ensaios de separacdo de IgA1l em coluna de
Sepharose-Frutalina (Anexo A). A frutalina é uma lectina presente nas sementes de fruta-péo,

Artocarpus incisa (ABDON et al., 2012), que se liga especificamente a N-acetil
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galactosamina presente nas moléculas de IgA1, sem alterar suas liga¢cdes quimicas (GOMES
etal., 2010).

Todos estes procedimentos foram realizados sob condicGes estéreis (em capela de
fluxo) e controle de contaminacao foi realizado para todas as amostras de soro de colostro,

inclusive para as fragdes.
5.5 Quantificacao de IgA total no colostro humano

A determinacdo do IgA total do colostro foi realizada por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) quantitativo. Foram adicionados 100 uL do anticorpo de captura anti-IgA purificado
(Sigma, EUA), na concentracdo de 5 pug/mL, em cada poco da placa de poliestireno de 96
pocos, que foi posteriormente coberta com filme plastico, deixada em camara umida durante
16 horas a 4 °C e, em seguida, lavada por quatro vezes com tampéao de lavagem (PBS pH 7,4 -
Tween 20 0,1%). O “pool” de soro de colostro e a IgA-padrdo foram diluidos em tampéo
PBS-NaCl 0,35 M contendo 0,2% de Tween 20. Como padrdo, foi utilizada a IgA humana
(Sigma, EUA), na concentracdo de 1 a 6 pg/mL. Em cada pogo foram adicionados 100 pL das
diferentes concentracdes da IgA-padrdo ou do “pool” do soro do colostro. A placa foi
incubada por 2 horas a 37 °C e posteriormente lavada por trés vezes com tampéo de lavagem.
Em seguida foram acrescentados 100 uLL em cada pogo do conjugado anti-IgA marcado com
peroxidase (Sigma, EUA), diluido 1:5000 em tampao de diluicdo. A placa foi incubada por 90
minutos a 37 °C e novamente lavada por trés vezes com tampdo de lavagem, e ap6s foram
colocados em cada po¢o 100 pL do substrato (tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0; H,O, a
30%) e OPD (ortofenilenodiamina — Sigma, EUA) para revelar a reacdo. A placa foi incubada
no escuro em temperatura ambiente, por 30 minutos. Para o bloqueio da revelacdo, adicionou-
se 50 puL de H,SO4, 2,5 N em cada pocgo. A leitura da placa, foi realizada em leitor de ELISA
(ELx-800, BioTek Instruments), no comprimento de onda de 492 nm. A concentracdo de IgA
total do “pool” de soro do colostro foi determinada a partir dos valores da curva padréo de

IgA humana realizada a cada ensaio e expressas em mg/mL.
5.6 Indculo bacteriano e condicdes de cultura

A cepa bacteriana Escherichia coli (ATCC® 25922™) foi utilizada para os
ensaios de formacao de biofilme. As cepas foram armazenadas em meio estoque BHI/Glicerol
20% a -20 °C. A cada ensaio uma aliquota era descongelada e semeada em Agar Difco™ Mac

Conkey (Difco, BD, EUA), onde crescia em estufa a 37 °C, overnight (18 a 24 horas). Apos 0
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crescimento, a presenca de bacilos gram-negativos foi confirmada com a realizagdo de
coloracdo de Gram em lamina de microscopia. Uma nova cultura era realizada diluindo duas
colbnias em 3 mL de meio BHI caldo (Bacto, BD, EUA) contendo Glicose 1% (p/v) em tubo

estéril, a 37 °C, overnight.

Apos, a concentracdo bacteriana da cultura foi ajustada a 0.5 McFarland (McF)
em meio BHI com glicose 1%, utilizando o turbidimetro DensiCHEK plus (Biomerieux,
EUA), a densidade dptica do meio era verificada e descontada a cada ensaio pelo aparelho. O
indculo bacteriano utilizado nos ensaios de formacdo de biofilme correspondeu a diluicéo
1:100 dessa suspensdo no mesmo meio (DONELLI et al., 2012), equivalendo a
aproximadamente 10° CFU/mL de E. coli, dado confirmado por contagem de col6nias em
Agar Mac Conckey.

5.7 Condices do ensaio de formacéao de biofilme

Para todos os ensaios realizados, o controle negativo (Neg) correspondeu aos
pocos com meio e colostro (sem bactéria) e o controle positivo (Pos), pocos com suspensao

bacteriana 10° CFU/mL em meio (sem colostro).

Para observar o efeito do soro de colostro e suas fracfes durante a formacdo de
biofilme por E. coli, o soro do colostro puro ou previamente diluido ou suas fracGes, foram
adicionados v/v com a suspenséo bacteriana com aproximadamente 10° CFU/mL de E. coli,
em triplicata, incubando-se as placas de cultura por 24 horas a 30 ‘C, e em seguida as técnicas
de mensuracao de biofilme foram realizadas (MURTHY et al., 2011).

Quanto aos ensaios observando a acdo do soro de colostro apés o biofilme
formado, deixou-se desenvolver um biofilme maduro de E. coli (sem colostro) por 24 horas a
30 °C. Apos esse periodo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS estéril e adicionou-se
(v/v) do soro puro ou diluido e meio de cultura, incubando por mais 6 horas a 30 °C. Este

tempo foi escolhido apos testes de padronizacdo, descritos abaixo (item 5.9).

Quatro técnicas de observacdo do biofilme foram utilizadas: mensuracdo de
biomassa por cristal violeta (CV), ensaio de viabilidade do biofilme por contagem de coldnias

em agar, microscopia de campo claro e microscopia de escaneamento confocal.
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A depender da técnica de mensuracéo, variou-se o local de realizacéo das culturas
e consequentemente a quantidade da amostra no po¢o. Para 0s ensaios de mensuracdo de
biomassa e viabilidade do biofilme por contagem de coldnias, 50 uL/poco de suspensao
bacteriana com v/v do soro de colostro puro ou diluido, ou suas fracbes (F1 e F2) foram

inoculados em placas de poliestireno de 96 pocos estéril (TPP, Suica, UE).

Para os ensaios de microscopia optica de campo claro e confocal, 200 puL/poco de
suspensdo bacteriana v/v. com soro puro ou diluido, ou suas fracbes (F1 e F2) foram
adicionados aos pocos de laminas de cultura de vidro com camara de poliestireno de oito

compartimentos (BD Falcon, EUA).

Todos os experimentos foram realizados em condicdes estéreis e repetidos no
minimo trés vezes, em ocasides diferentes, e todas as variaveis foram observadas no minimo
em triplicata (MURTHY et al., 2011).

5.8 Ensaio de mensuracéo de biomassa do biofilme

Para a quantificacdo da biomassa utilizando-se cristal violeta (CV), seguiu-se 0
método de Murthy et al. (2011) com algumas modificacdes. Na placa de poliestireno de 96
pocos, apds o término da incubacdo a 30 °C (24 horas para o biofilme em formacéao e 24 horas
seguidas de mais 6 horas para o biofilme formado), o sobrenadante dos pocos foi descartado e
procedeu-se lavando, cuidadosamente, duas vezes cada pogo com 300 uL de PBS estéril,
sendo a placa colocada para secar em estufa a 37 °C por 15 minutos. O biofilme foi
quantificado corando-se 0s pogos com 100 uL de CV 0,4% (Merck, EUA) por 20 minutos a
26 °C. O conteudo foi removido e os pogos foram lavados trés vezes com 300 pL de PBS
estéril e o corante solubilizado com 300 pL de &cido acético a 33% (Merck, EUA). Apos 5
minutos em temperatura ambiente, a absorbancia dos pocgos foi mensurada em 570 nm,
usando um leitor de placa de ELISA (BioTek, Winooski, EUA). Para comparacdo dos
resultados utilizamos um indice obtido pela raz&o entre a densidade 6tica (DO) de cada pogo
das variaveis e a DO cut-off (DOc), que foi definida como a media dos resultados de DO do
controle negativo adicionado de trés desvios—padrdes (DP) (DONELI et al., 2012).
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5.9 Padronizacao do tempo de acdo do soro do colostro sobre o biofilme formado

O periodo de agdo de 6 horas das amostras de colostro sobre o biofilme formado
foi escolhido apoOs ensaios de padronizacdo, j& que ndo ha na literatura dados referentes a

analise da acao do colostro sobre biofilme formado.

Utilizaram-se trés intervalos de tempo, 6, 12 e 24 horas para avaliar a acdo do soro
do colostro apds o biofilme formado, com a mensuracdo da biomassa realizada por CV. Os
resultados dos diferentes tempos podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Efeito do soro de colostro humano sobre biofilme formado de E. coli (ATCC®
25922™) variando o tempo de incubacéo do colostro.

Tempo (h) | Controle Negativo | Bactéria + Col | Controle Positivo | p valor*
6 0,7+0,1 1,1+0,2 3409 0,0498
12 0,8+0,1 1,4+0,1 3,706 0,0495
24 0,8+0,1 1,3+0,2 22+05 0,0745

Média com variagdo dos desvios padrfes dos indices obtidos nos ensaios de mensuracdo de biomassa por CV.
N= 4 para cada varidvel. *- Teste Mann Whitney foi utilizado para observar diferencas entre a variavel de

suspensdo bacteriana com colostro (v/v) e o controle positivo, p< 0,05 foi considerado significante.

Quando comparado ao controle positivo, foi constatada uma reducdo significante
da biomassa do biofilme de E. coli na presenca do colostro agindo por 6 e 12 horas (p<0,05),
mas o tempo de 24 horas ndo apresentou diferenca estatistica. Quando comparamos o efeito
do soro do colostro nos trés diferentes tempos, entre si, a reducdo da biomassa apresentou-se
de forma semelhante, sem diferenca estatistica entre os resultados (Teste Kruskal-Wallis, p =
0,1290).

Em relagdo ao controle positivo (sem colostro), verificou-se uma quantidade de
biomassa semelhante com 6 e 12 horas de incubagdo, mas uma queda nos valores do indice no
tempo de 24 horas, demonstrando talvez um biofilme saturado que comecgou a regredir por
inanicdo, devendo-se considerar que este cresceu inicialmente por um periodo de 24 horas,

trocou-se 0 meio e em seguida foi incubado pelos diferentes tempos.

Considerando que, no menor tempo de a¢do observado, o colostro agiu sobre o

biofilme formado de E. coli diminuindo a sua biomassa e que nestas mesmas condi¢fes o
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controle positivo apresentou um biofilme significativo, optou-se pelo periodo de acdo de 6
horas para observar o comportamento do soro de colostro diluido sobre o biofilme formado.
Vale ressaltar que este também é o periodo utilizado por outros estudos para verificar a
sensibilidade de antibidticos, como ciprofloxacina e ampicilina, sobre biofilme formado de E.
coli (GOMES et al. 2014).

5.10 Anélise da viabilidade do biofilme por contagem de col6nias em agar

Ap0s o término da incubacdo a 30 °C em placa de poliestireno de 96 pocos (tanto
para o biofilme em formacéo, quanto para o formado), o sobrenadante foi descartado e 0s
pogos lavados duas vezes com 300 uL de PBS estéril. O biofilme aderido ao fundo da placa
foi escarificado com ponteira estéril de forma padronizada para todos os po¢os (em duas

direcdes: horizontal e vertical), objetivando retirar toda a massa bacteriana.

O material foi diluido com 300 uL de PBS estéril dentro do poco, e essa
suspensdo foi novamente diluida em 700 pL de PBS estéril em tubo tipo Eppendorf® de 2 mL,
homogeneizando bem. Dez microlitros dessa suspensdo final foram semeados em placas de
Agar Difco™ Mac Conkey e incubadas em estufa a 37 °C, overnight. A contagem de col6nias
do biofilme foi expressa em Logio do nimero de coldnias na placa x 10° CFU/mL (DAPA et
al., 2013).

5.11 Anélise do biofilme por Microscopia éptica de campo claro

Seguiu-se a metodologia de Harrison-Balestra et al. (2003) para observar o
biofilme, com algumas modificagcbes. Apos o término da incubagdo a 30 °C em laminas de
vidro de 8 pocos (tanto para o biofilme em formacéo, quanto para o formado), o sobrenadante
foi descartado e os pocos lavados duas vezes com 500 uL de PBS estéril. Foram adicionados
400 pL de Cloreto de Cetilpiridinio (Dindmica, Brasil) por 30 segundos em temperatura
ambiente, e em seguida descartado. As laminas secaram a 30 °C por 30 minutos e entdo
coradas por 15 minutos com 400 puL de uma mistura 2:1 da solucdo saturada de Vermelho
Congo (Vetec, Brasil) e da solugéo de Tween 80 a 10%. O corante foi retirado com quatro
lavagens de &gua destilada (500 pL/pogo), sob agitacdo. Em seguida, cada compartimento foi

corado com 400 pL de solugcdo de Carbol Fucsina a 10 % por 6 minutos. Foram realizadas
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quatro lavagens com 500 pL de &gua destilada, sob agitacdo. O compartimento de poliestireno
da lamina de cultura de oito pocos foi descolado e a ldmina secou a 37 °C por 5 minutos. A
solucdo de Carbol Fucsina cora as bactérias com vermelho/roxo, enquanto que o Vermelho
Congo cora a matriz polissacaridica de laranja/rosa. Todas as laminas foram visualizadas em
Microscopio de luz (1000x) acoplado a camera digital (Olympus, Brasil) onde as imagens
foram fotografadas. Os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes, em ocasioes

diferentes.
5.12 Anélise do biofilme por Microscopia Confocal a Laser (CLSM)

Para observar a viabilidade bacteriana no ensaio de acdo do colostro sobre o
biofilme em formacdo e o formado, utilizou-se a microscopia confocal, seguindo a
metodologia de Dapa et al. (2013). Apo6s a incubagdo a 30 °C em laminas de vidro de 8 pogos
(tanto para o biofilme em formacéo, quanto para o formado), o sobrenadante foi descartado e
0s pogos foram lavados duas vezes com 500 uL de salina estéril, cuidadosamente. Adicionou-
se 400 pL de Paraformaldeido 3,7% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos em temperatura
ambiente, que em seguida foi retirado e os pocos lavados quatro vezes com salina estéril. O
biofilme fixado foi corado com o Kit de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD® BacLight, REF
L7012 (Molecular Probes, Invitrogen), utilizando-se 3 uL da mistura (v/v) dos corantes
SYTO® 9 e lodeto de Propidio (P1) diluidos em 1 mL de agua destilada. Cem microlitros
desta solucdo foram adicionados em cada poco, deixando-se agir por 15 minutos em
temperatura ambiente, no escuro. Em seguida os poc¢os foram lavados duas vezes com 200 pL
de &gua destilada, sob agitacdo. O compartimento de poliestireno da ldmina de cultura de oito
pocos foi descolado e a lamina montada com laminula e éleo de montagem (Molecular
Probes/ Invitrogen). Visualizou-se em microscopio de escaneamento confocal CLSM FV
1.000 (Olympus) (600x). O SYTO® 9 é um corante fluorescente verde capaz de corar acido
nucléico de bactérias tanto com membranas intactas, como danificadas. Em contraste, o Pl €
um corante fluorescente vermelho capaz de corar somente bactérias com as membranas
danificadas, causando uma reducéo da fluorescéncia do SYTO® 9. Portanto, as bactérias com
membranas intactas sdo coradas de verde e as com membrana danificada sdo coradas de
vermelho. No minimo quatro fotos foram retiradas de cada poco e entdo analisadas pelo
software FIJI (Image J) permitindo calcular a area total ocupada pelo biofilme e as areas

ocupadas individualmente pelas bactérias vivas e mortas, representadas neste estudo pela
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razdo LIVE/DEAD (L/D), ou seja, quanto menor a razdo, maior o efeito bactericida das

amostras de colostro.
5.13 Andlise Estatistica

Os dados relacionados a cada uma das variaveis foram organizados em planilhas
do software Microsoft Excel® 2007, e posteriormente analisados por meio do pacote
estatistico GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows. ANOVA e pés-teste Dunnett foram
utilizados para comparagéo entre trés ou mais varidveis com o grupo controle. Valores de p <

0.05 foram considerados significantes.
5.14 Aspectos Eticos

O trabalho foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Universidade Federal
do Ceara, de acordo com a resolucdo 196/96 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP e foi aprovado em reunido dia 28 de novembro de 2012, n° CAAE
09043512.0.0000.5050 (ANEXO B). Como referido, as parturientes foram consultadas sobre
0 interesse em participar do estudo e esclarecidas sobre o objetivo, finalidades e
procedimentos metodoldgicos, recebendo a garantia do sigilo conferido as informacdes e

identidades e direito de desisténcia a qualquer momento.
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6. RESULTADOS

A cepa Escherichia coli (ATCC® 25922™) utilizada neste estudo, é
reconhecidamente formadora de biofilme, com fatores de viruléncia relevantes, como descrito
anteriormente (NAVES et al., 2008; CREMET et al., 2013).

Vale ressaltar que o soro do colostro na sua concentracao pura foi adicionado nos
pogos (V/V) junto a suspensdo bacteriana, portando sua concentracdo caiu pela metade e foi
identificado como Col 1:2, e as diluicdes seriadas do soro do colostro acompanharam o
mesmo raciocinio. A concentra¢do de IgA no “pool” de soro de colostro foi de 12 mg/mL
semelhante aos valores identificados na literatura, que mostram uma variacdo de 11 a 41
mg/mL (ARAUJO, 2005; AGARWAL et al., 2011), logo, nos ensaios, a concentracio dessa
imunoglobulina variou de 6 mg/mL (diluicdo minima) até 0,0015 mg/mL (diluigdo maxima).
As concentracOes proteicas das duas fracdes purificadas, F1 (IgA1) e F2 (demais proteinas do
colostro), foram respectivamente, 12 mg/mL e 10 mg/mL, que cairam pela metade nos

ensaios realizados.

Todas as amostras de soro de colostro e fraces foram filtradas e estavam estéreis,
diante dos controles microbiol6gicos realizados. Como esperado, ndo houve crescimento

bacteriano nos po¢os do controle negativo (meio e colostro) em nenhum experimento.

6.1 Efeito dose-dependente do colostro humano sobre a formacao de biofilme de E coli.

No ensaio de mensuragdo de biomassa com cristal violeta, a acdo do Col 1:2
durante a formacéo de biofilme evidenciou inibicdo significante, onde a biomassa bacteriana
foi reduzida consideravelmente (média e desvio-padrdo do indice = 1.2 + 0.3) em relagéo ao

controle positivo (média e desvio-padrédo do indice = 1.8 £ 0.9) (p<0,0001).

O colostro diluido, de forma seriada na proporcdo de dois, em salina estéril foi
adicionado v/v com o0 meio, até a diluicdo de 1:8192 (média e desvio-padréo do indice = 1.6 +
0.6). Observou-se efeito inibitdrio significativo em relacdo ao controle positivo até a diluigdo
1:512 (média e desvio-padrdo do indice = 1.1 + 0.2) (p<0,0001). A figura 1 representa o efeito

do colostro e suas dilui¢Ges sobre a formacédo do biofilme.
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Figura 1 - Efeito dose dependente do colostro humano sobre a formacdo de biofilme de E.
coli (ATCC® 25922m™),
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p<0,0001 e ** p<0,001, ANOVA e pos-teste Dunnett, quando comparados com o controle positivo.

Nas condi¢bes do ensaio de biomassa utilizado, as bactérias vivas e mortas sao
coradas pelo cristal violeta (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008), impossibilitando saber se
existe um poder bactericida das diluicdes observadas. Entdo, foram realizados ensaios de
viabilidade do biofilme por contagem de col6nias na presenca do colostro diluido 1:2, 1:8,
1:16, 1:64, 1:512, 1:1024 e 1:4096.

As colbnias que cresceram nas placas de Mac Conkey eram de bacilos gram-
negativos, confirmadas por coloracdo de Gram, descartando qualquer contaminacdo dos

ensaios (Figura 2).

Observou-se 0 mesmo efeito inibitério dose-dependente do soro do colostro
mostrado anteriormente, onde houve diminuicdo dréstica das células viaveis na presenca das
diluicdes 1:2 (5.3 Logip £ 1.5) a 1:512 (6.3 Logio = 1.5) quando comparado ao controle
positivo (8.4 Logio = 0.2) (p<0,0001, p<0,01, respectivamente). A correlacdo entre 0s ensaios

de biomassa e viabilidade por contagem de colénias pode ser visualizada na Figura 3.
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Figura 2 — Fotos representativas dos ensaios de viabilidade do biofilme por contagem de
coldnias em Agar Mac Conckey. Biofilme em formacdo de E. coli (ATCC® 25922™) na
presenca de soro de colostro humano em diferentes diluicdes.
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Figura 3 - Relacédo entre a biomassa (indice) e a viabilidade por contagem de col6nias (Logio
CFU/mL) do biofilme em formacéo de E. coli (ATCC® 25922™) na presenca de colostro

humano em diferentes diluicdes.
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Barras = média dos indices dos ensaios de biomassa; Pontos cheios = média com variacdo do desvio padrdo dos
valores obtidos com a contagem de colbnias, representados em escala logaritmica. *** p<0,0001 e * p<0,01,

ANOVA e pos-teste Dunnett, quando comparados com o controle positivo.

A microscopia, foram testadas quatro dilui¢Bes do colostro (1:2, 1:8, 1:64 e
1:512), além das fracbes, F1 e F2, sobre o biofilme em formacao, representativas do efeito

observado nos ensaios de biomassa e de viabilidade bacteriana.

Na microscopia 6ptica de campo claro, os corantes vermelho congo e carbol
fucsina evidenciaram os bacilos (cor vermelho/roxo) e a matriz polissacaridica (laranja/rosa)

(Figura 4, controle positivo, a esquerda).

Na microscopia confocal, o reagente LIVE/DEAD® BacLight evidencia os bacilos
vivos com a cor verde e os mortos com vermelho (Figura 4, controle positivo, a direita).
Nenhum tipo de contaminagdo com outros microrganismos foi observado nas laminas, mas os
controles negativos apresentaram uma coloragdo de fundo nas imagens, talvez devido a

interacdo dos corantes com o meio de cultura.
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A Figura 4 mostra um comparativo entre as imagens obtidas pelos dois ensaios de
microscopia utilizados com os controles (negativo e positivo), duas dilui¢bes do colostro (1:2
e 1:64) e as duas fracGes proteicas (F1 e F2). As microscopias confirmaram os resultados
apresentados anteriormente, onde houve reducdo consideravel do biofilme na presenca das
quatro diluicdes e das fragOes proteicas do soro do colostro quando comparado ao controle
positivo. Observou-se também que na presenca das diluicdes menores do soro do colostro, 1:2
(Figura 4) e 1:8 e das fracdes (Figura 4), apareceu a formacdo de grumos de bactérias
(indicados nas imagens por setas), que desapareceu a medida que o soro do colostro era
diluido (1:64 e 1:512), mas ainda assim com efeito inibitorio sobre a formagéo do biofilme.

Dados quantitativos da microscopia confocal (Figura 4) também mostraram
reducdo da érea total da biomassa na presenca de soro do colostro diluido 1:2 (Area = 12.657
um), 1:8 (Area = 9.253 um), 1:64 (Area = 9.149 pm) e 1:512 (Area = 5.191 um), e suas
fracBes, F1 (Area = 3.209 pm) e F2 (Area = 5.503 pm) quando comparado ao controle
positivo (Area = 27.167 um). Os valores de area do controle negativo, gerados pelo Software

devido ao background, foram descontados das outras variaveis.

A diminuicdo da viabilidade bacteriana do biofilme também foi associada, ao se
observar uma reducédo da razdo entre bactérias vivas e mortas na presenca do colostro diluido:
Col 1:2 (Razdo = 1,4), 1:8 (Razdo = 1,3), 1:64 (Razdo = 1,9), 1:512 (Razdo = 2,1), e das
fragdes, F1 (Razéo = 1,9) e F2 (Razdo = 1,6) em relacdo ao controle positivo (Razéo = 3,3),
como pode ser vista na coluna Razdo L/D da Figura 4. Os grumos observados nas dilui¢cdes
menores apresentaram uma sobreposicdo das bactérias vivas e mortas, produzindo uma cor

alaranjada, que ndo ficou tdo evidente na presenca das fragdes.
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Figura 4 — Comparativo entre a microscopia optica de campo claro (corante vermelho congo
e carbol fucsina/aumento 1000x) e confocal (reagente LIVE/DEAD® BacLight/aumento 600x)
da formacdo de biofilme de E. coli (ATCC® 25922™) na presenca de colostro humano

diluido e fragdes. As setas representam grumos bacterianos.
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6.2 Efeito do colostro humano sobre o biofilme formado de E. coli

Nove dilui¢fes seriadas do soro do colostro, agindo por 6 horas sobre o biofilme
formado, foram testadas pelos ensaios de mensuracdo de biomassa por cristal violeta e
viabilidade por contagem de colénias. Com a primeira técnica, constatou-se um efeito
inibitério bem mais discreto quando comparado a sua ac¢do sobre o biofilme em formacéo,
mas ainda assim significante nas menores dilui¢bes, Col 1:4 (média e desvio-padrdo do indice
= 1.6 £ 0.7), Col 1:8 (média e desvio-padrdo do indice = 1.7 = 0.7) e Col 1:16 (média e
desvio-padréo do indice = 1.5 £ 0.7), em relacdo ao controle positivo (média e desvio-padrédo
do indice = 2.6 + 1.2) (p<0,001, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). A maior diluicdo testada
foi 1:512 (média e desvio-padrdo do indice = 2.6 + 1.1) que ja ndo apresentou mais efeito
sobre o biofilme (Figura 5).

Figura 5 - Efeito das diluicbes do colostro humano sobre o biofilme formado de E. coli
(ATCC® 25922™),
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Barras = média com variacdo dos desvios padrdes dos indices nos ensaios de mensuragdo de biomassa. **
p<0,001 e * p<0,01, ANOVA e pos-teste Dunnett
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Interessante notar que o soro do colostro diluido 1:2 ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle positivo. Atribuimos este achado ao efeito
da formacdo de grumos (aglutinacdo?) levando a “reten¢ao” das bactérias na placa, com
consequente reacdo positiva a adicdo do cristal violeta, tanto que ao diluirmos o colostro
observamos uma tendéncia a um maior efeito do colostro sobre a inibicdo do biofilme

formado, representado pela Figura 5.

Quanto ao ensaio de viabilidade por contagem de coldnias do biofilme formado,
néo foi observada uma reducédo de unidades formadoras de coldnias na presenca do colostro,
comportando-se igualmente ao controle positivo (Figura 6).

Na microscopia Optica de campo claro, o soro do colostro promoveu uma discreta
diminuicdo da biomassa do biofilme formado, representada pelo Col 1:2 na Figura 7, onde
podemos visualizar a formacdo de agregados de bactérias no lugar de um biofilme continuo,

como no controle positivo.

Na microscopia de escaneamento confocal (Figura 8) foram testadas quatro
dilui¢bes do colostro sobre o biofilme formado (1:2, 1:8, 1:64 e 1:512). N&o houve diferenca
entre a area total de biofilme, com ou sem colostro, mas foi evidenciado uma diminuicéo da
viabilidade bacteriana pelo soro do colostro, reduzindo a razdo entre bactérias vivas e mortas
nas diluicdes Col 1:2 (razdo L/D = 1,1), Col 1:8 (razdo L/D = 1,2), Col 1:64 (razdo L/D = 1,1)

e Col 1:512 (razéo L/D = 1,4) em relagdo ao controle positivo (raz&o L/D = 4,2).

Observou-se também uma tendéncia a formacdo de agregados na presenca do
colostro, com predominio da cor alaranjada secundaria a sobreposicdo dos padrdes verde
(vivo) e vermelho (morto), indicando efeito bactericida do soro do colostro sobre o biofilme

formado.
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Figura 6 — Fotos representativas dos ensaios de viabilidade do biofilme por contagem de
coldnias em Agar Mac Conckey. Biofilme formado de E. coli (ATCC® 25922™) na presenca
de soro de colostro humano em diferentes diluicdes agindo por 6 horas.
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Figura 7 - Microscopia Optica de campo claro (corante vermelho congo e carbol
fucsina/aumento 1000x) do biofilme formado de E. coli (ATCC® 25922™) na presenca de
colostro humano. As setas representam grumos bacterianos.

Vermelho Congo e Carbol Fucsina

Controle Negativo Col 1:2 Controle Positivo

'*ﬁ‘a“ GBS

i
Sageis -
AR

Ao

t“
X
&3 MR
51“ e




57

Figura 8 - Microscopia de escaneamento confocal (reagente LIVE/DEAD® BacLight/aumento

600x) do biofilme formado de E. coli (ATCC® 25922™) na presenca de colostro humano.

. Areatotal Razio
Live/Dead (um?) L/D
Controle
Negativo -- -
Controle
Positivo 11601 4,2
h . - 1’1
h . - 1'2
o . - 1’1
Col 1:512 . 9917 1,4




58

7. DISCUSSAO

A formacdo de biofilme por E. coli é um reconhecido fator de viruléncia
associado a gravidade das lesbes causadas por sua infeccdo (NAVES et al., 2008; HALL-
STOODLEY; STOODLEY, 2009). Sabe-se que os componentes do leite humano tém efeito
protetor contra diversos microrganismos causadores de doencas nos neonatos (AGARWAL et
al., 2011), e que a auséncia de amamentacdo esta relacionada com o aumento das taxas de
mortalidade em menores de seis meses (VICTORA et al., 1987; FUCHS; VICTORA, 2002),
cuja faixa etaria € acometida por quadros diarreicos, meningite e sepse neonatal causados por

E coli.

Logo, procuramos com nosso estudo avaliar o efeito do colostro humano sobre
biofilme de E. coli in vitro, tanto durante sua formacdo como ap6s ter sido formado. Foi
observado que o soro do colostro humano (secre¢do lactea sem gordura e células) tem efeito
inibitdrio sobre o biofilme de E. coli, principalmente em sua formacao. Este resultado baseia-
se na reducdo significante de biomassa e da viabilidade bacteriana na presenca de colostro

diluido até 512 vezes, caracterizando um efeito dose-dependente.

Diante desses resultados, realizamos experimentos com fragdes proteicas isoladas
do colostro e observamos efeito inibitério mediado por duas fragdes: uma fracdo rica em IgAl
e outra rica nos demais componentes proteicos. Com isso concluimos que a inibicdo do
biofilme pode estar associada aos componentes proteicos, mas ndo descartamos a hipétese da
acdo de carboidratos (presentes no soro testado), lipidios (que foi retirado durante o
processamento das amostras), entre outras moléculas que ndo foram pesquisadas isoladamente

neste estudo.

Diversos componentes proteicos do leite do sistema imune inato e adaptativo
podem estar envolvidos neste efeito sobre o biofilme de E. coli. A lactoferrina ja foi descrita
(OCHOA et al., 2003) como responsavel pela degradacdo de proteinas do sistema secretor
tipo 111 da EPEC, impedindo lesdes nos enterdcitos, como 0 mecanismo de adesdo bacteriana
(attaching and effacing).

Xu et al. (2010) também demonstraram a atividade antimicrobiana da lactoferrina

contra P. aeruginosa. A bactéria foi incubada com lactoferrina bovina em diferentes
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concentracdes (1, 5 e 25 pmol I*). Foram realizados ensaios de viabilidade apés 1h de
incubacdo por contagem de coldnias, além de quantificacdo de piocianina, atividade de
elastase e formacdo de biofilme. Foi encontrada atividade bactericida dose-dependente e
diminuigéo da produgéo de piocianina e elastase (potentes fatores de viruléncia) e diminuigéo
da formac&o de biofilme. A lactoferrina, além de sequestrar ferro, promoveu uma mudanca de
conformacdo na membrana da P. aeruginosa, impedindo sua aderéncia. Mas parece que estes
efeitos estdo limitados a sua forma apo-lactoferrina, pois em outro estudo, de Singh (2004), a
lactoferrina ferro-insaturada preveniu a formacdo de biofilme de P. aeruginosa, 0 que néao
aconteceu com a sua forma ferro-saturada, indicando que a habilidade de sequestrar ferro é

um mecanismo essencial nesse processo.

O componente secretor (CS), presente no colostro na forma livre ou associado a
molécula de IgA, tem sido também bastante estudado por suas propriedades antimicrobianas
inespecificas conferidas pela sua natureza altamente glicosilada. Perrier et al. (2006)
empregaram modelos in vitro para demonstrar a participacdo do CS livre do colostro na
ligacdo a patdgenos e bloqueio da infec¢do. Foi demonstrado que glicanos do CS, como a
galactose, e residuos de acido sialico sdo responsaveis pela ligacdo a toxina A do C. difficile
com reducdo do seu efeito citopatico em células CaCo-2, além de ligar-se a adesina intimina
da E. coli enteropatogénica e inibir sua ligacdo as células HEp-2.

Portanto, a protecdo conferida pela SIgA, ndo se limita a uma acdo antigeno-
especifica, mas também inespecifica. Murthy et al. (2011) observaram um efeito dose-
dependente da SIgA comercializada (2 a 0,06 mg/mL de SlIgA) inibindo a formacdo de
biofilme de V. cholerae, o que ndo aconteceu com as imunoglobulinas, IgM, IgG e IgA
desglicosilada, sugerindo também um papel importante da manose nessa inibicdo, que esta
presente no componente secretor da IgA.

Os dados obtidos no nosso estudo, com relagdo ao efeito dose-dependente do
colostro sobre o biofilme em formacdo, foram semelhantes ao trabalho de Murthy et al.
(2011), ao considerarmos que nas diluicdes do soro de colostro onde houve reducdo da
formacéo de biofilme de E. coli (de 1:2 a 1:512) a concentracdo da IgA variou de 6 a 0,02

mg/mL, ressaltando a participacéo dessa molécula nesse processo.

A acdo antigeno-especifica da IgA também é destacada. NOGUERA-OBENZA et
al. (2003) mostraram que no leite materno existe altas concentragdes de SIgA especificas
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contra diversos lipopolissacaridios, além de EspA, EspB e intimina presentes na EHEC,
protegendo o neonato de doencas enteropatogénicas. Resultados parecidos também foram
observados com EPEC (CAMARA et al., 1995; MANJARREZ-HERNANDEZ et al., 2000),
onde SIgA do leite é capaz de reconhecer antigenos responsaveis pela lesdo attaching and
effacing as células epiteliais do intestino e inibir o fendmeno de adesdo localizada da EPEC as

células em cultura.

Os anticorpos IgA especificos contra antigenos proteicos ou polissacaridicos
presentes na membrana e responsaveis pela adesédo e infectividade da E. coli, provavelmente
estavam presentes nas amostras de colostro testadas neste estudo, ja& que um “pool” de
colostro foi adquirido de um grande nimero de parturientes que possivelmente ja entraram em
contato alguma vez na vida com estes microrganismos, o que pode ter contribuido para o

fendmeno de inibicdo da formacéo de biofilme in vitro.

Para o efeito dose-dependente do soro de colostro observado, ndo so a lactoferrina
ou a SIgA, mas outros componentes proteicos, que possuem acdo antimicrobiana, podem ter
atuado, como as imunoglobulinas IgG e IgM, as proteinas do sistema complemento, fator
bifido, lisozima, mucina, a-lactoalbumina, além de oligossacarideos, entre outras moléculas
(LABBOK; CLARK; GOLDMAN, 2004).

Diante de todo esse contexto, devemos ressaltar a importancia da composicao
diversificada do colostro, tanto de componentes especificos, como inespecificos, atuando
simultaneamente contra a E. coli. Que esse material biol6gico tem uma imensa capacidade
protetora contra estes microrganismos, ja é de conhecimento de todos, mas o nosso estudo foi
além ao avaliar a acdo do colostro sobre o crescimento de biofilme, onde atuou reduzindo

drasticamente esse mecanismo de patogenicidade da E. coli in vitro.

Ao diluir o colostro até 512 vezes nds também simulamos a a¢éo do leite maduro,
onde os componentes estdo em menor quantidade. Diante disso podemos inferir que o leite
maduro provavelmente também tem acdo contra a formacdo de biofilme, embora outras

pesquisas devam ser feitas para confirmar esta suposicao.

O nosso estudo associou quatro técnicas para avaliar o desenvolvimento de
biofilme bacteriano: a mensuragdo da biomassa por cristal violeta, a viabilidade do biofilme
por contagem de col6nias, a microscopia Optica de campo claro com coloragédo por vermelho

congo/carbol fucsina e a microscopia de escaneamento confocal com o reagente LIVE/DEAD.
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Estas metodologias foram utilizadas para demonstrar a presenga bem como a viabilidade
bacteriana do biofilme produzido in vitro pela cepa E. coli (ATCC® 25922™) na presenca ou

na auséncia das amostras de soro de colostro.

No controle positivo (bactéria e meio), observamos um biofilme extenso e
continuo com 100% de viabilidade celular. Ao adicionarmos as amostras estudadas
verificamos a formacdo de grumos de bacilos isolados e delimitados, semelhantes a um efeito
de “aglutinacdo”, que desapareceu a medida que o soro do colostro era diluido, mas mantendo
ainda assim um efeito inibitorio, levando a crer que anticorpos (principalmente a IgA que esta

em maior quantidade) tenham participagdo nessa inibig&o, aglutinando as bacteérias.

No ensaio com cristal violeta, aquele fenémeno se traduziu em valores
ligeiramente maiores de biomassa, ao compararmos o colostro diluido 1:2 em relacdo as
demais diluicdes, até o limite de 1:512, associado a um progressivo desaparecimento da
“aglutinagdo”. Como a avaliagdo pelo cristal violeta ndo diferencia as bactérias mortas das
vivas, provavelmente os valores ligeiramente maiores observados com a maior concentracdo
dos componentes do colostro foi devido as células mortas e “aderidas™ ao local do ensaio pela

ligagéo aos anticorpos.

Alguns trabalhos apontam a SIgA como responsavel pelo aumento da formacéo
do biofilme bacteriano, como no trabalho de Bollinger et al. (2003) e Orndorff et al. (2004)
gue sugerem que a SIgA humana contribui para a formacdo de um biofilme fino de uma cepa
de E. coli comensal (geralmente de baixa viruléncia) na superficie epitelial do intestino. Esse
fendmeno é dependente da presenca do pili tipo 1 da E. coli, que tem afinidade por residuos
de manose, e da ligacdo deste a carboidratos presentes no componente secretor, servindo
como uma ancora para a adesao as células epiteliais em cultura. Embora utilizando diferentes
técnicas e ressaltando o papel protetor da IgA, estariam aqueles autores observando efeito
semelhante ao encontrado por nos, aglutinagéo, e interpretado como sendo uma acdo pro-

biofilme bacteriano mediada pela IgA?

A fim de estudar a participacdo de uma fracao de IgA isolada, foram obtidas duas
fragcOes do colostro a partir de uma coluna Sepharose-Frutalina: uma fragdo eluida da coluna
rica em IgA1, que apresentou 0 mesmo padrdo de eluicdo e eletroforese de estudos anteriores
(ALMOGREN; KERR, 2008), e uma fragdo, que ndo se ligou a coluna, rica em IgA2 e

demais proteinas do colostro. Partindo do principio que a IgA total presente no “pool” de soro
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de colostro foi quantificada em 12 mg/mL, concordando com estudos anteriores (KERR,
1990; ARAUJO et al., 2005), concentramos as fraces F1 e F2 para que a concentracio

proteica ficasse semelhante a da IgA total (12 mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente).

Estas fracdes também apresentaram uma reducdo da biomassa e também
observamos a formacdo de grumos, confirmando a nossa hipdtese que a IgA ligada as
bactérias podem ser responsaveis por esse efeito, quando se considera a presenca isolada de
IgAl na F1.

Como ja mencionado, ndo se pode descartar a acdo de outras proteinas do colostro
neste fendmeno, pois a F2 também revelou 0 mesmo padrdo, mas com uma maior reducdo da
viabilidade bacteriana em relacdo a F1, onde a IgA2, a lisozima (MASSCHALCK et al.,
2001), a lactoferrina (OCHOA et al., 2003), o sistema complemento pela via alternativa
(NIKOLOVA; TOMANA; RUSSELL, 1994), podem ter atuado danificando a membrana
celular das bactérias e levando a morte celular. O efeito bactericida apresentado pela F1 pode
ter ocorrido de forma indireta, devido a acdo da IgAl e/ou de seu componente secretor,
ligando-se a antigenos de superficie, como as proteinas do sistema secretor da E. coli, por
exemplo, (NOGUERA-OBENZA et al., 2003), com a desestabilizagdo da sua membrana,

inviabilidade celular e morte.

Todos os estudos ja citados limitaram-se a estudar a acdo de componentes do leite
humano inibindo a adesdo de microrganismos as células hospedeiras ou prevenindo a
formacdo de biofilme. De maneira original, o presente estudo também apresentou achados,
quanto a acdo do soro do colostro sobre um biofilme de E. coli j& estruturado e maduro.

Em um tempo de acéo de 6 horas, o colostro mostrou efeito inibitério reduzindo a
biomassa do biofilme. Este comportamento manteve-se por um periodo de até 24 horas.
Destacamos a acgdo bactericida observada em vérias diluicGes através da microscopia
confocal. Diante desses achados, é razodvel dizer que a alimentacdo de um neonato,
acometido por alguma infeccéo por E. coli, com leite materno por no minimo de 6 em 6 horas
poderia protegé-lo, destruindo biofilmes patogénicos que por ventura possam ter se formado
causando a progresséo da doenca. Outra vantagem a ser considerada é que este material difere
dos outros antibi6ticos comercializados pelo fato de que estes podem destruir a flora normal
bacteriana, enquanto que o colostro pode favorecé-la (LABBOK; CLARK; GOLDMAN,
2004).
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O efeito dose-dependente do colostro sobre o biofilme formado evidenciou
resultados significativos somente nas diluicbes menores do colostro testadas, ou seja, a
quantidade minima exigida dos componentes do colostro para observar a inibicdo sobre o

biofilme formado € maior quando comparado aos dados durante o crescimento do biofilme.

O efeito dos componentes proteicos e da IgAl, exclusivamente, ndo pode ser
observado sobre o biofilme formado devido & quantidade limitada obtida das fracbes e a

dificuldade na purificacéo.

Os achados deste estudo ressaltam a importancia da amamentacdo de criangas
saudaveis ou mesmo hospitalizadas, prevenindo doencas ou atuando sobre infeccOes
estabelecidas. S&o resultados pioneiros e abrem portas para diversos questionamentos e

futuras pesquisas.
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8. CONCLUSAO

O soro do colostro em diferentes concentracGes apresenta efeito inibitdrio sobre o
biofilme de E. coli, prevenindo o seu crescimento e promovendo uma diminuicdo da
viabilidade do biofilme maduro. Os componentes proteicos, principalmente a IgA, parecem
ter uma participacdo crucial nesses fendmenos.

Estas acOes podem ser capazes de reduzir a disseminacdo sistémica desses
microrganismos e evitar infec¢es prolongadas em neonatos, diminuindo as hospitalizagdes
por diarreias graves e a mortalidade infantil em menores de seis meses, quando estes forem

amamentados adequadamente.
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9. PERSPECTIVAS

Percebemos a necessidade de realizar mais estudos a fim de isolar outras fracOes
do colostro, ndo sé proteicas, mas de carboidratos e lipidios, e testa-las sobre o biofilme de E.
coli ou de outros microrganismos, tentando caracterizar melhor os seus mecanismos de acao
sobre esse fator de viruléncia tdo preocupante. A agdo sobre o biofilme formado também deve

ser melhor caracterizada, testando tempos de acdo menores do colostro.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, Suellen Alves Freire, sou enfermeira e aluna do mestrado em Microbiologia Médica da
Universidade Federal do Ceard, e estou realizando uma pesquisa sobre a participacdo do colostro e
leite humanos na protecdo contra o desenvolvimento de bactérias que causam infecgdes intestinais
mais frequentes nas criangas menores de um ano. Gostaria de convida-la a participar desta pesquisa
intitulada: EFEITO INIBITORIO DO COLOSTRO HUMANO SOBRE BIOFILME DE
Escherichia coli. O objetivo deste estudo é descobrir se os componentes do colostro e leite humanos
podem inibir o crescimento dessas bactérias. Participando vocé estara contribuindo para os avangos na
area da saude. Caso deseje participar do estudo, serd necessario que assine duas vias deste termo, uma
via ficara com vocé e a outra ficard com o pesquisador. Sera colhido por mim 10 ml de leite das
mamas com as maos, realizando uma pressdo préximo ao bico do peito e utilizando materiais limpos,
isto ndo trard risco a sua vida e a do bebé, mas poderd ocasionar um desconforto no momento da
ordenha, a coleta seré realizada entre as mamadas do bebé. As informac0es referentes ao seu estado de
salide e aos seus exames serdo retirados do seu cartdo de pré-natal. Seu consentimento podera ser
retirado a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Vocé ndo pagara e nem recebera
qualquer valor em dinheiro pela participagdo neste estudo. Os dados referentes a sua identidade serdo
preservados, ndo aparecendo em qualquer momento na apresentagdo dos resultados ou sintese deste
trabalho. Os dados obtidos e as amostras coletadas serdo utilizados somente para esta pesquisa, ndo
sendo utilizado para nenhum outro fim. Os resultados da pesquisa gerados pelo trabalho serdo
disponibilizados ao participante e a comunidade. VVocé tera todas as informagdes que desejar sobre o0s
resultados parciais da pesquisa através dos responsaveis pelo projeto: Profa Dra Lilia Maria Carneiro
Céamara (85-9973-2748 [ 3366-8641 / 3023-2084) e Suellen Alves Freire (85-8810-4451). Os
pesquisadores serdo encontrados no endereco: Rua Coronel Nunes de Melo n°® 1315, Bairro Rodolfo
Teofilo. Fortaleza-CE. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre sua participacdo na
pesquisa entre em contato com o comité de Etica em pesquisa da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand - fone: 3366-8569. Caso vocé se sinta suficientemente informada a respeito das

informac@es que leu, solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura da parturiente Data [

Assinatura do responsavel pelo

estudo Data __ / [



APENDICE B — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
QUESTIONARIO

1. IDENTIFICACAO

Nome: Prontuério:
Nasc. / / Idade:

Endereco: Telefone:
Cidade: Naturalidade: Escolaridade:
N° de filhos: N° de gestagcOes: _ N°deabortos:__

Historia de malformacéo fetal? ( ) Sim ( ) Néo

2. GESTACAO ATUAL

Parto normal ( ) Parto cesario ( )
Parto atermo ( ) Sim ( ) Ndo Dia do parto: Hora do parto:

Complicagdes durante a gestacao e parto:

Usode ATB ( ) Sim ( ) Nd&o  Quando: Qual:
Duracdo:
Peso do filho ao nascer: Malformagdo fetal: ( ) N&o ( ) Sim

3. EXAME FIiSICO

Peso anterior a gestacao: IMC adequado durante a gestacdo: ( ) Sim ( ) Nao
HAS: ( ) N&o ( ) Sim DM: ( ) Sim ( ) Nédo Anemia: ( ) Nao ( ) Sim
Doenga auto-imune: ( ) N&o ( ) Sim Isoimunizagdo: ( ) N&o ( ) Sim

Outras doencas:

4. EXAMES LABORATORIAIS

Sorologias para:

Sifilis ( ) Reag ( ) Néao-reag. Toxoplasmose ( ) Reag ( ) N&o-reag.
HIV ( ) Reag ( ) N&o-reag. Hepatite ( ) Reag ( ) Nao-reag.
Rubéola ( ) Reagente ( ) Néo-reag.

Esquema de vacinagdo completo ( ) Sim ( ) N&o
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ANEXO A - SEPARACAO DE IgA1 APARTIR DE COLOSTRO HUMANO POR
COLUNA DE SEPHAROSE-FRUTALINA

Os ensaios a seguir foram padronizados e realizados no Laboratorio de Biotecnologia
Molecular (LabBMol) da UFC pelo Professor Dr. André Luis Coelho da Silva e equipe. O
material bioldgico obtido foi utilizado nos ensaios de formacdo de biofilme descritos no

capitulo 5 - Materiais e Métodos.
Separacao de IgAl por coluna de Sepharose-frutalina

O processo de imobilizagdo da frutalina foi baseado na metodologia descrita por
March et al. (1974) com adaptacfes. As cromatografias foram padronizadas para o uso de
colunas com 10 mL de gel. As colunas (suportes com filtros) apropriadas foram obtidas da
BioRad®. Os parametros como: fluxo de eluicdo das colunas, volume das fragcdes coletadas e
temperatura de trabalho também foram padronizados e validados. Foram testadas amostras da
frutalina (na concentracdo de 4 mg/mL de matriz) no processo de imobilizacdo na Sepharose
ativada. A lectina liofilizada foi pesada, solubilizada em tampéao PBS (fosfato de sédio 0,1 M
pH 7,4 com NaCl 0,15 M) e testadas quanto sua bioatividade (por ensaio de hemaglutinacdo
conforme anteriormente descrito). Em seguida, essas amostras foram adicionadas as matrizes
ativadas e mantidas sob agitacdo a 4 °C por 2 min. O tempo utilizado para imobilizacdo da
frutalina na matriz de Sepharose foi de 12 h sob refrigeragdo (10 °C). Apods esse periodo, foi
adicionado a matriz imobilizadas, 1 volume de etanolamina 50 mM pH 8,0 para saturar os
grupos reativos remanescentes na Sepharose. Na sequéncia, a matriz imobilizada foi
centrifugada por 5 min a 2000 rpm, a 8 ° C. O sobrenadante foi removido e aliquotas foram
coletadas para a leitura da absorbancia a 280 nm. Essa leitura serviu para determinar o
percentual de imobilizacdo das frutalina na matriz ativada, através da comparagdo com as
absorbancias da solucdo lectinica inicial. Apos o processo de imobilizacdo, a matriz
imobilizada (10 mL) foi empacotada no suporte cromatografico (BioRad®), lavada com 5
volumes do tampdo de equilibrio (PBS filtrado e desaerado) e mantida na geladeira até a

utilizacéo.

As proteinas do colostro foram precipitadas com sulfato de amoénio a 60%. Em
seguida, os precipitados foram centrifugados (13.000 rpm por 15 min, a 4° C), ressuspensos
no tampéo PBS, 0,1 M, pH 7,4 e dialisados contra 0 mesmo tampé&o. Essas amostras foram

utilizadas para o isolamento da IgAl. A dosagem de proteinas foi realizada conforme o
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método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como

padréo.

A amostra das proteinas precipitadas do colostro, foram adicionadas a coluna de
Sepharose-frutalina, sendo a eluicdo das proteinas ndo ligantes feita em tampéo PBS, 0,1 M,
pH 7,4 — Fracdo 2 (F2). A IgA1 retida na Sepharose-frutalina, foi eluida com o tampéo glicina
0,1M - NaCl 0,15 M, pH 2,6 — Fracdo 1 (F1). As duas fracGes F2 (sem IgAl) e F1 (rica em
IgA1) foram dialisadas e concentradas por dialofiltragem. A concentracao proteica das fracoes
foi monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm (Figura 9A). A pureza da fracdo F1 foi

avaliada por SDS-PAGE a 12,5%, em condigdes redutoras (Figura 9B).
Ensaio de eletroforese em gel de poliacriamida

Esse ensaio realizado conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970),
adaptada para uso em placas verticais. O gel de aplicacdo foi preparado de forma a conter
3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, em tampé&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. O gel de separagéo
foi preparado contendo 12,5% de poliacrilamida e 1,0% de SDS e azul de bromofenol
(0,01%) como indicador da corrida. As fracdes proteicas (1 mg/mL) foram diluidas no
tampdo de amostra contendo SDS a 2% e beta-mercaptoetanol a 1%. As amostras foram
aquecidas em banho seco a 100 °C por 5 min. Foram aplicadas aliquotas de 15 puL de amostra
em cada poco do gel de poliacrilamida e a corrida foi realizada por cerca de 2 h em corrente
fixa (25 mA). As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05

%, preparado em uma solu¢do de metanol:&cido acético:agua (1:3,5:8, V/V/v).
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Figura 9 - Purificacdo da IgAl de colostro humano por cromatografia de afinidade em

colunas de Sepharose-frutalina e anélise eletroforética das fracdes.
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(A) Resultado da cromatografia realizada numa coluna de 10 mL, utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e
coletando fragBes de 0,5 mL. A coluna foi equilibrada com tampdo PBS e as fragbes ndo retidas (F2) foram
eluidas com o mesmo tampdo. As fracGes retidas ricas em IgAl (F1) foram eluidas com o tampdo glicina 0,1 M
pH 2,6 contendo NaCl 0,15M. A seta indica o inicio da eluicdo das fracBes retidas na matriz Sepharose-
frutalina. (B) SDS-PAGE onde M — marcadores moleculares; 1 — Fragéo proteica do colostro humano resultante

da precipitacdo com sulfato de aménio; 2- Fracdo retida na matriz Sepharose-frutalina, referente a IgA1 (F1).
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