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RESUMO

ApoOs 0 nascimento, o lactente necessita de alimento capaz de atender suas insuficiéncias
imunoldgicas e microbioldgicas. Nesse sentido, o leite materno é ideal por possuir componentes
de defesa, em especial, imunoglobulinas e proteinas antimicrobianas (lactoferrina). O colostro
€ o primeiro leite a ser secretado e possui uma rica concentracdo de proteinas quando
comparado ao leite maduro que é secretado quinze dias apds o parto. O processo de
pasteurizacdo tem por objetivo eliminar a transferéncia de patdgenos através da amamentacéo,
no entanto, isto demonstra ser capaz de desnaturar proteinas essenciais, reduzindo a capacidade
de protecdo do leite. Desse modo, esse projeto teve como objetivo, avaliar a atividade
bactericida do leite materno antes e depois do processo de pasteurizacdo térmico aplicavel
(63 °C) frente a bactérias patogénicas. As amostras foram coletadas no Hospital Materno
Infantil de Brasilia. Visando avaliar a eficacia antimicrobiana do leite materno, utilizou-se duas
cepas bacterianas: Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa cultivadas em agar BHI (Brain
Hearth Infusion) por 24 horas a 37°C. Dado isso, as cepas foram semeadas em agar Mueller-
Hinton com adicé@o de discos embebidos de leite materno sobre as placas, e cultivadas por 24
horas a 37°C. Tal processo foi realizado com discos embebidos tanto com amostras de leite
maduro como amostras de colostro antes e apds o processo de pasteurizacdo. Este foi dado pelo
método térmico aplicavel, o qual consistiu em submergir os tubos contendo as amostras de leite
a dgua a temperatura de 63 °C por 30 minutos, e em seguida promover o choque térmico por
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meio da imersdo dos frascos em agua abaixo de 5°C. Das 18 amostras utilizadas 2 inibiram o
crescimento bacteriano frente Pseudomonas aeruginosa formando halos de 1 cm e 1,4 cm;
quanto inibir o crescimento frente a Escherichia coli 3 amostras demonstram agéo
antimicrobiana formando halos de 1,3 cm, 1 cm e 0,5 cm. Com base nesses resultados, é
possivel concluir que o leite materno possui agéo antimicrobiana, no entanto, se faz necessario
a realizac@o de mais pesquisas com intuito definir melhor essa acéo.

Palavras-Chave: atividade bactericida. lactoferrina. pasteurizagdo
ABSTRACT

After birth, the infant needs food capable of meeting its immunological and microbiological
insufficiencies. In this sense, breast milk is ideal because it has defense components, especially
immunoglobulins and antimicrobial proteins (lactoferrin). Colostrum is the first milk to be
secreted and has a high protein concentration when compared to mature milk that is secreted
fifteen days after delivery. The process of pasteurization aims to eliminate the transfer of
pathogens through breastfeeding, however, this proves to be able to denature essential proteins,
reducing the protection capacity of milk. Thus, this project aimed to evaluate the bactericidal
activity of breast milk before and after the applicable thermal pasteurization process (63 ° C)
against pathogenic bacteria. The samples were collected at the Maternal Children's Hospital of
Brasilia. To evaluate the antimicrobial efficacy of breast milk, two bacterial strains were used:
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa grown on BHI (Brain Hearth Infusion) agar for
24 hours at 37 ° C. As a result, the strains were seeded on Mueller-Hinton agar with the addition
of discs soaked with breast milk on the plates and cultured for 24 hours at 37 ° C. This process
was performed with discs soaked with both mature milk and colostrum samples before and after
the pasteurization process. This was given by the applicable thermal method, which consisted
of submerging the tubes containing the milk samples at 63 ° C for 30 minutes, and then
promoting the thermal shock by immersing the bottles in water below 5 ° C. ° C. Of the 18
samples used 2 inhibited bacterial growth against Pseudomonas aeruginosa forming halos of 1
cm and 1,4 cm; As for inhibiting growth against Escherichia coli 3 samples demonstrate
antimicrobial action forming halos of 1.3 cm, 1 cm and 0.5 cm. Based on these results, it can
be concluded that breast milk has antimicrobial action, however, further research is needed to
better define this action.

Keywords: bactericidal activity. lactoferrin. Pasteurization

1. INTRODUCAO

O leite materno por possuir todos os nutrientes primordiais € considerado como o
alimento ideal para o recém-nascido, uma vez que esse necessita de fatores imunoldgicos,
nutricionais e microbiolégicos nesse periodo da vida. Sua composicdo sofre modificacGes
conforme o tempo de lactacdo que parecem coincidir com as necessidades nutricionais variaveis
da lactante (PASSANHA, MANCUSO & SILVA, 2010).

Nos primeiros momentos apos o parto € formado o colostro, e somente depois do décimo
quinto dia de vida tém-se o leite maduro. O colostro quando comparado ao leite maduro

apresenta maiores concentragdes de proteinas, vitaminas, e em especial as do complexo Bl e
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B11, além de componentes de defesa, como as imunoglobulinas, substancias
imunomoduladoras, agentes antiinflamatorios e antimicrobianos. Porém, apresentam em ambas
fases a lactoferrina (CALIL & FALCAO, 2003).

A lactoferrina (Lf) € uma proteina ndo heme ligada ao ferro que faz parte da familia da
proteina transferrina presente no leite materno e em secreces externas. E a segunda proteina
funcional mais abundante presente na fragdo de soro do leite humano, compreendendo cerca de
25% do soro de leite. Atua no desenvolvimento gastrointestinal e na protecdo do organismo,
dentre elas possuem agédo antimicrobiana (DESHANIE et al., 2014).

A Lf é produzida e liberada por células epiteliais da mucosa e neutrdfilos em varias
espécies de mamiferos, incluindo humanos, bovinos, vacas, cabras, cavalos, cies e roedores. E
uma proteina glicosilada de 80 kDa e cerca de 700 aminoacidos com alta homologia entre as
espécies (figura 1). Sua estrutura tridimensional consiste em uma Unica cadeia polipeptidica
enovelada em dois l6bulos simétricos (I6bulos N e C) que podem ser homologos entre si (33%
— 41% de homologia) (GIANSANTI et al., 2016).

Sua atividade antimicrobiana é dada por dois mecanismos diferentes: o primeiro, e
principal, é ligar-se aos ions de ferro, que sdo fundamentais para a proliferacdo de
microrganismos patogénicos, um efeito bacteriostatico consiste em impossibilitar 0s
microrganismos de utilizar esse mineral para o seu metabolismo. Enquanto que o segundo,
refere-se a uma interacdo direta com o patdgeno ao se ligar a lipopolissacarideos de membrana
e produzir perdxidos catalisados por ions de ferro afetando a permeabilidade da membrana e
resultando em lise das células bacterianas (ANTONINI et al., 2016; PASSANHA, MANCUSO
& SILVA, 2010).

Figura 1: Estrutura tridimensional da lactoferrina
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Fonte: GIANSANTI et al, 2016.

Um estudo na UTI neonatal realizado por Sgro et al. (2011) mostrou que oS
microrganismos mais encontrados em sepse neonatal foram Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. A sepse € um conjunto de manifestacdes graves em todo o
organismo produzidas por uma infeccdo podem ocorrer por um grande nimero de bactérias
patogénicas, e é considerada a infeccdo mais grave do neonato, podendo ser prevenida com a
acdo da lactoferrina.

E. coli é um bastonete curto Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae e
estd muito presente em sepse neonatal. Além disso, pode estar relacionada a diarreia aguda em
prematuros e constantemente encontra na microbiota intestinal, em pouca quantidade é
considerada comensal, mas quando aumentada secreta toxinas que causam danos as células
(NEPOMUCENO, 2015; CAMPOS, 2012).

A Pseudomonas aeruginosa € um bastonete gram-negativo pertencente a familia
Pseudomonadaceae. E considerada oportunista, ou seja, seu crescimento é devido uma
fragilidade imunoldgica. Além disso, apresenta uma grande resisténcia a antibioticos. Tém sido
encontradas em diversos ambientes, especialmente em hospitais, tornando-se um patégeno de
suma relevancia em infeccdes hospitalares (NASCIMENTO, 2013; CAMPOS, 2012).

Quando o leite materno ndo esta disponivel para alimentar recém-nascidos ou prematuros
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica a doacdo, visto a sua vasta importancia
biolégica, e para que essa ocorra é necessario realizar alguns procedimentos, como a
pasteurizacdo. Essa consiste em um método térmico aplicavel ao leite materno que exerce a

inativacdo de microrganismos mais termorresistente. Esse tratamento ndo visa a esterilizagdo
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do leite, no entanto, uma mortalidade que possa garantir a inativagdo de grande parte dos
microrganismos patogénicos (BRASIL, 2008; COUTSOUDIS et al., 2017).

SILVA (2008) cita um estudo realizado com o objetivo de determinar o efeito da
pasteurizacdo sobre a quantidade de ferro, cobre e zinco em colostro de mées de bebés pré-
termo e termo. Os autores perceberam que houve uma reducgdo na concentracdo dos minerais
citados, indicando que a pasteurizacdo diminuiu os niveis dos mesmos. Mas ndo abordaram
sobre a dosagem da lactoferrina ap6s o método térmico mencionado.

Diante do exposto, a pesquisa teve por objetivo avaliar a agcdo antimicrobiana do leite
humano nas fases de colostro e leite maduro, bem como, investigar se ha possibilidade de a

pasteurizacdo interferir na concentracéo de lactoferrina.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Campos et al. (2013), classifica o leite humano como sendo o melhor alimento para ser
administrado a recém-nascidos, por possui em sua composicdo componentes que desempenham
atividades imunoldgicas, dentre os quais se ressalta a capacidade antimicrobiana da lactoferrina.

De acordo com a revisdo ndo sistematica de Juanior (2013), a lactoferrina possui
mecanismos distintos os quais conferem acdo antimicrobiana. Um desses, corresponde a
capacidade da proteina ligar se a molécula de ferro impossibilitando o acesso desse nutriente
pelas bactérias, acarretando a inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, essa acdo
bacteriostéatica é influenciada pelo estado de saturacdo, de modo que, quanto menor a saturagdo
em ferro, melhor sera a afinidade ao ferro. Nesse sentido, a lactoferrina presente no leite
materno possui saturacdo aproximadamente de 5 a 8%, enquanto que, o leite bovino apresenta
uma saturacdo em torno de 15 a 20%, portanto, o leite humano dispde maior acdo
antimicrobiana comparada a lactoferrina do leite bovino.

Embleton (2013) afirma que, a capacidade de sequestrar ferro da lactoferrina interrompe
a formacdo de biofilmes, visto que, a diminuicdo da disponibilidade dessa molécula leva as
bactérias a “se movimentarem” em busca desse ion interrompendo 0s biofilmes que dependem
de bactérias estaticas. Tal biofilme confere viruléncia a bactérias como Pseudomonas
aeruginosa.

Junior (2013) descreveu outro mecanismo contra 0 crescimento bacteriano presente na
lactoferrina é referente a capacidade de ligacdo com a superficie da célula bacteriana. A
lactoferrina demonstra interacdo direta com constituintes lipopolissacarideos - lipidios

anibnicos A - da parede celular de bactérias Gram-negativas. Tal interacdo pode provocar
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deterioracdo na membrana celular proporcionando alteragfes na sua permeabilidade, bem
como, permitindo a liberagdo de lipopolissacarideos. E, em bactérias Gram-positivas a proteina
tem interacdo com o acido lipoteicdico, componente da parede celular dessas bactérias, tendo
um efeito semelhante as bactérias Gram-negativas.

Embleton (2013) explica uma das func¢des da lactoferrina, como sendo a capacidade dessa
proteina se ligar a receptores de células hospedeiras de agentes patogénicos, tais como virus e
bactérias, e por competicdo a lactoferrina pode reduzir a endocitose de microorganismos 0s
quais poderiam escapar da resposta imune, esse mecanismo €é utilizado por algumas cepas de
Escherichia coli. Essa mesma bactéria pode produzir.

Segundo explica Wang (2013), a pasteurizacdo foi desenvolvida como um método de
eliminar a transferéncia de patdgenos através do leite materno para neonatos e prematuros, 0s
quais possuem maior vulnerabilidade a esses patdgenos, visto que, a sua imunidade esta
imatura. Diante disso, a imunidade passiva fornecida através do leite confere protegédo
suficiente contra infeccGes por meio de anticorpos maternos e proteinas bioativas (tais como a
lactoferrina). No entanto, a pasteurizacdo pode induzir modificacfes desses nutrientes do leite.
Em seu estudo foi demonstrado um decréscimo substancial na concentracdo de lactoferrina no
leite humano pasteurizado a temperaturas de 62,5°C. Coutsoudis (2017) em sua pesquisa a qual
analisava os efeitos da pasteurizacdo sobre os agentes imunes do leite humano, também
demonstrou que houve uma reducdo na concentracdo de lactoferrina, 36%, ap0s ser
administrado o processo de pasteurizacdo pelo método térmico aplicavel (62,5°C).

Wang (2013), em sua pesquisa foi observado uma elevacgéo significativa na proliferacao
bacteriana em leites ap0s o processo de pasteurizacdo. Em geral, as proteinas tendem a
desnaturar mais rapidamente com o aumento da temperatura. Nesse sentido, a partir da revisdo
de estudos anteriores pode se concluir que tratamentos térmicos com temperaturas abaixo de
62,5°C tém um impacto minimo sobre lactoferrina enquanto que tratamentos térmicos acima
de 62,5°C tornam estas proteinas mais rapidamente inativadas. Quando se aquece até 70-73°C,
poucas proteinas sobrevivem.

Gazzolo (2016), em seus estudos que analisava o perfil protéico, a partir de uma técnica
semi quantitativa (analise de GeLC- MS), ap0s a pasteurizacao das duas fases do leite humano,
colostro e leite maduro, concluiu que houve uma pequena diminuicdo nas concentracdes de
proteinas totais do leite, incluindo a lactoferrina, apds o processo de pasteurizagdo. E, dentre as
fases do leite, o colostro demonstrou diminuigdes mais significativas quando comparado ao

leite maduro. Diante disso, 0s autores também destacam a necessidade de novos estudos para
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analisar se existem alteragdes no teor proteico do leite humano em suas diferentes fases

decorrentes de tratamentos térmicos, por meio de métodos diferentes dos quais ela fez uso.

3. METODOLOGIA
A proposta de estudo foi desenvolvida pelos estudantes de Biomedicina Breno Pereira
Soares e Naomi Souza Rodrigues nas dependéncias dos Laboratérios de Ciéncias
(LABOCIEN) do Centro Universitario de Brasilia - UniCEUB. Os procedimentos do
experimento foram igualmente distribuidos entre os dois estudantes.

A avaliagéo da atividade bactericida do leite materno, nas fases de leite maduro e colostro
foram analisadas pela avaliacdo quantitativa e qualitativa antes e apds o processo de
pasteurizacdo. Os experimentos foram realizados em triplicata. No entanto, ndo foi possivel
examinar a integridade da lactoferrina apds o processo de pasteurizagcdo devido problemas na
aquisicao do teste de imunoensaio o qual seria utilizado para a analise de tal proteina. Sendo
assim, empregada parte da metodologia proposta inicialmente, com o objetivo da efetivacdo do

projeto.

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de leite materno foram doadas de mées internadas na enfermaria Hospital
Materno Infantil de Brasilia (HMIB) e doadoras do Banco de Leite Humano desse hospital. A
coleta foi realizada sob o auxilio de enfermeiras responsaveis pelo ato em uma sala privativa
para resguardar a identidade da participante, apos as doadoras serem instruidas verbalmente
quanto a procedimentos de higiene para coleta e antissepsia das méos, assim como orientacdes
acerca da coleta. Nao houve critérios de selecdo de doadoras sendo convidadas a participar
todas as mées que estavam internadas na enfermaria do hospital, e aquelas que doam ao Banco
de Leite Humano do HMIB. Contudo, foi adotado como critério de exclusdo doadoras que
fizeram uso de antibidticos nos ultimos 30 dias. As amostras foram transferidas para tubos
estéreis com tampa (5mL), tubos Falcon, identificados com data/horario da coleta e dia

nascimento do lactente.
Antes da coleta foi disponibilizado o Termo de Livre Consentimento Esclarecido
(TCLE) para as doadoras, bem como, foi dada uma explicacdo sobre o projeto e razdo pela qual
a doadora foi convidada a participar sendo recebido somente amostras de leite a mediante a

assinatura do TCLE que autoriza a utilizacdo das amostras.
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O transporte das amostras foi realizado em caixas térmicas especificas sob refrigeracéo,
por meio de gelo reutilizavel rigido (Gelox), com a temperatura controlada por termémetro
presente na caixa. O armazenamento foi dado em tubos Falcon, identificados, sob refrigeracao
(de 4°C a 6°C) no Laboratdrio de Ciéncias do UniCEUB, o qual foi utilizado para a realizacao

dos experimentos.

3.2 AVALIA(;AO QUANTITATIVA DA EFICACIA ANTIMICROBIANA DO LEITE
MATERNO.

A constatagdo quantitativa da eficacia bactericida do leite materno segue a metodologia
proposta por Campos (2013). Essa verificacdo foi realizada antes e ap6s o processo de

pasteurizacao.

3.2.1 Preparo das cepas bacterianas

Para tal avaliacdo foram utilizadas as cepas ATCC das bactérias: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa cultivadas em agar Agar Mueller Hinton por 24 horas & 37°C. Nesse
sentido, foram selecionadas uma coldnia, de cada cultivo, e ressuspendidas em solucéo
fisioldgica, a fim de se obter uma diluicdo a uma concentragio 10® UFC/ml (Unidades

Formadoras de Colbnias) correspondente a turvacdo 0,5 da escala de Mac-Farland.

3.2.2 Ensaio quantitativo

A partir da suspensdo das cepas, adicionou-se 1mL da solucéo fisiologica em 1 mL de leite
materno. Apos isso, a solucao e o leite foram homogeneizados por meio do agitador magnético
5.000 rpm, com o auxilio de um swab estéril foi feito o cultivo dessa solucdo em Agar Mueller
Hinton, sob placa de Petri, levando a incubacdo por 24 horas a 37° C. Apds o tempo de
incubacdo foi feita a leitura, por meio da contagem das unidades formadoras de col6nias. Tal

ensaio foi feito antes e apos a pasteurizacao.

3.3. AVALIACAO QUALITATIVA DA EFICACIA ANTIMICROBIANA DO LEITE
MATERNO
3.3.1 preparo das cepas bacterianas

Para a realizacdo do ensaio qualitativo foram utilizadas cepas bacterianas Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa cultivadas em Agar Mueller Hinton por 24 horas & 37°C para

cada cepa.
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3.3.2 Ensaio qualitativo

Com o auxilio de swab estéril foram cultivadas as cepas bacterianas em Agar Mueller
Hinton presentes em placas de Petri. Dado isso, sob os cultivos foram posicionados discos de
papel filtro esterilizados embebidos de amostras de leite materno, sendo cada disco referente a
uma amostra, respeitando uma distancia padrdo para os 4 discos, em todas as amostras. Apos
tais procedimentos, as placas foram incubadas por 48 hrs em estufa bacteriolégica a 37°C.
Ressaltando que o ensaio foi realizado antes e apds o processo de pasteurizacao.

3.4 PASTEURIZACAO

As amostras coletadas (colostro e leite maduro) passaram pelo processo de pasteurizacéo,
seguindo as normas da ANVISA (2007). O primeiro passo foi regular o banho-maria a
temperatura de 63°C e esperar que 0 mesmo se estabiliza. Em seguida, os tubos contendo as
amostras leites foram totalmente submerso em agua quente. E dado a marcacéo do tempo de
letalidade térmica (30 minutos), a partir do momento em que a temperatura do leite humano
atingiu 63°C. Apds os 30 minutos relativos a letalidade térmica, foi feito o resfriamento dos
tubos até que o leite humano atingisse uma temperatura igual ou inferior a 5°C. O resfriamento
dos frascos foi obtido atraves da imersédo dos mesmos em um banho contendo agua e gelo. Em

seguida, foi aplicado o chogue térmico sob as amostras.

4. RESULTADOS
4.1 RELACAO ENTRE PERFIL DE DOADORAS E TEMPO DE COLETA:

Das maes abordadas, foram coletadas 18 amostras de colostro e 10 amostras de leite
maduro. Ao longo da pesquisa, 10 mdes se recusaram a participar da pesquisa alegando
problemas em doar amostra por falta de producéo.

O maior nimero de doadoras de colostro tinha idade entre 21 e 25 anos representando
33% das amostras, como apresenta o Grafico 1. Enquanto que, 40% das doadoras de leite
maduro tinham idades entre 31 e 35 anos, conforme mostra a Figura 1.

Das amostras de colostro 50% possuiam de 1 a 3 dias contados desde o dia do parto até
o0 dia da doac¢do assim como mostra o Grafico 2. E 70% das amostras de leite maduro possuiam
de 15 a 20 dias (Gréfico 3).
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Gréfico 1: Idade das doadoras de colostro
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Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 1: Idade das doadoras de leite maduro
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Fonte: Elaborado pelos autores
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Gréfico 2: Numero de dias, das amostras de colostro, a partir da data do parto até a data da coleta.

W 50 5o,

B 1 - 3 dias (50.05%) WM 4 - 6 dias (38.84%) W7 - 10 dias (11.11%)

Fonte: Elaborado pelos autores

Graéfico 3: Ndmero de dias, das amostras de leite maduro, a partir da data do parto até a data da coleta
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Dias

- 1as - 1as > 0
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Fonte: Elaborado pelos autores
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4.2. AVALIACAO QUALITATIVA DA EFICACIA BACTERICIDA DAS FASES DO
LEITE MATERNO

Das 18 amostras de colostro analisadas 4 formaram halo de inibi¢cdo. Dessas, em 2
amostras foram observadas atividades bactericidas diante de cepas de Pseudomonas
aeruginosa, e outras 2 amostras em relagéo a cepas de Escherichia coli. Essa inibi¢do foi dada
por tais amostras antes do processo de pasteurizagdo, ndo sendo observado inibicdo do
crescimento bacteriano a partir das amostras que passaram pela pasteurizagdo, como mostra as
Figura 2, 3, 4 e 5. Em relag&o ao leite maduro, ndo houve formagéo de halo de inibigdo de
crescimento bacteriano em nenhuma das 10 amostras analisadas antes e depois do processo de

pasteurizacao.

Figura 2: Analise qualitativa do colostro antes (2A) e apds (2B) o processo de pasteurizacdo em cepas de
Pseudomonas aeruginosa.

(2A)
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(2B)

Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 3: Analise qualitativa do colostro antes (3A) e depois (3B) o processo de pasteurizacdo em cepas de

Escherichia coli

(3A)
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(3B)

Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 4: Analise qualitativa do leite maduro antes (4A) e apds (4B) o processo de pasteurizacdo em cepas de
Escherichia coli

Fonte: Elaborado pelos autores
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Figura 5: Analise qualitativa do leite maduro antes (5A) e ap6s (5B) o processo de pasteurizacdo em cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Elaborado pelos autores

4.3. AVALIACAO QUANTITATIVA DA EFICACIA BACTERICIDA DAS FASES DO
LEITE MATERNO

N&o obtivemos sucesso na analise quantitativa das amostras de leite materno para ambas
linhagens, e quando submetidas ao processo antes e ap0s pasteurizacdo. Nao houve namero
suficiente de amostras analisadas para se calcular os dados estatisticos e obter média e desvio
padrdo. Embora, das 28 amostras analisadas submetidas a diluicdo, as placas apresentaram
namero de colbnias > 100 UFC/mL (Unidades formadoras de col6nias). Sendo assim, novos

testes deverdo ser conduzidos visando a complementacao da analise.

5. DISCUSSAO

Avaliando a populacdo de doadoras deste estudo pode se concluir que essa € composta de
mées adultas, em que a maioria possui idade superior a 21 anos tanto doadoras de colostro
quanto doadoras de leite maduro. Os resultados alcancados na analise qualitativa das amostras
de colostro correlacionam se com idade das maes, visto que, a composi¢do do leite materno de
mées adultas possui maior quantidade de nutrientes quando comparado com leite materno de

mées adolescentes, uma vez que essas ainda estdo em periodo de crescimento. No entanto, 0s
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resultados obtidos na andlise do leite maduro se contrapdem a relacdo de nutrientes presente no
leite materno e idade das maes (CAMPOS, 2013; MORAN, et al., 2010).

Das amostras de colostro coletadas 50% tinham de 1 - 3 dias de lactacdo, contados a
partir da data de nascimento do lactente até a data da coleta, tal resultado sugere que metade
das amostras utilizadas no estudo possuiam as maiores concentracdes de lactoferrina, pois
segundo estudos, 0s quais compararam as concentracdes de lactoferrina em amostras de leite
maduro e colostro, nos primeiros cinco dias apds o parto é onde tem se as maiores concentracdes
de lactoferrina. Esse achado pode se associar a formagéo de halos de inibicdo de crescimento
bacteriano em amostras de colostro em consequéncia da maior concentragdo do principal fator
antimicrobiano do leite (RAI et al., 2014; VILLAVICENCIO et al., 2017).

Segundo esses mesmos estudos, do intervalo de 6 - 10 dias de lactagdo ocorre uma
diminuicdo em 50% da concentracdo de lactoferrina presente no leite materno, e apos os 30
dias de lactacdo tal concentracdo atinge o platd. Desse modo, os achados deste estudo se
associam a literatura, uma vez que, as amostras de leite maduro analisadas nao formaram halo
de inibicdo de crescimento bacteriano, o que pode estar relacionado a menores concentragdes
de lactoferrina em virtude de tais amostras disporem de mais de 15 dias de lactacdo (RAI et al.,
2014; VILLAVICENCIO et al., 2017).

Nesse contexto, sugere se que a lactoferrina seja a principal contribuinte para a
formacdo do halo de inibicdo de crescimento bacteriano observado na analise qualitativa da
eficacia bactericida das amostras de colostro, antes da pasteurizacdo, visto que, essa €
considerada um elemento essencial na primeira linha de defesa do hospedeiro devido a sua
eficacia em resposta a uma variedade de mudancgas ambientais e fisiologicas. A conformacao
estrutural da lactoferrina garante a acdo da homeostase do ferro o que acarreta uma forte
atividade bactericida de amplo espectro, uma vez que, essa enzima possui a capacidade de
absorver ions Fe3+ diminuindo a quantidade desse nutriente por bactérias o que inibe o
crescimento desses microrganismos, assim como a expressao de seus mecanismos de
viruléncia. Em razdo que, essa atividade antibacteriana da lactoferrina é contrabalanceada
através de trés mecanismos principais utilizados pelas bactérias patogénicas: (1) producdo de
quelantes de ions férricos, denominados siderofilos, os quais possuem alta afinidade; (2)
endocitose das principais moléculas de ligacdo ao ferro, ex.: lactoferrina transferrina,
hemoglobina e haptoglobinas, por meio de receptores; (3) transporte passivo de ferro através
da redutase bacteriana a qual reduz ions férricos a ferrosos e esses adentram passivamente para
o interior das células bacterianas (GONZALEZ - CHAVEZ et al., 2009; ROSA et al.,2017).
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Alem disso, a lactoferrina possui outros mecanismos bactericidas independentes de
ferro, dentre eles esta a capacidade de interagdo direta com o lipopolissacarideo (LPS), presente
na membrana celular de bactérias Gram-negativas, e com o acido lipoteicdico, encontrado na
parede celular de bactérias Gram-positivas. Tal capacidade bactericida estar localizado na
regido N- terminal onde seu peptideo catidnico, denominado lactoferricina, interagem com LPS
causando um aumento na permeabilidade na membrana o que gera danos as bactérias. Essa
interacdo com LPS também contribui para a acdo de antimicrobianos naturais, ex.: lisozimas,
de modo que potencializa a acdo desses. Em relag&o aos efeitos antimicrobianos em bactérias
Gram-positivas, a carga liquida positiva presente na lactoferrina liga se a moléculas aniénicas,
como é&cido lipoteicdico, presentes na superficie da parede celular bacteriana acarretando em
uma diminuicdo de carga negativa na parede celular bacteriana proporcionando um efeito
enzimatico gerado pela lisozima e o peptidoglicano adjacente. Esses mecanismos estdo
ilustrados na Figura 6 (GONZALEZ - CHAVEZ et al., 2009; ROSA et al.,2017).

Todos esses mecanismos foram contribuintes para inibicdo do crescimento das cepas
utilizadas neste estudo. Sendo assim, vale ressaltar que a lactoferrina, além dos mecanismos
antimicrobianos ja mencionados, possui mecanismos que afetam diretamente cepas de
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Com relacdo as cepas de Escherichia coli, a
lactoferrina impede a entrada desses microrganismos em fagocitos ndo profissionais (ex.:
células epiteliais), a entrada dessas bactérias nessas celulas geram a essas cepas um nicho de
protecdo em que possibilita a replicacdo, e impede o sistema de defesa do hospedeiro, essa
entrada se da pela ligacdo das invasinas (proteinas presentes na membrana externa da células
bacterianas) com receptor da integrina presente na membrana do hospedeiro, e é nessa ligacéo
que a lactoferrina atua, pois essa proteina se associa nos mesmos sitios de ligacao presente nas
integrinas que iriam ligar se as invasinas, impedindo a internalizacdo de cepas de Escherichia
coli. Portanto, a inibi¢do do crescimento das cepas utilizadas por amostras de colostro anteriores
a pasteurizacdo pode ser esclarecida por esses mecanismos (EMBLETON et al., 2013; ROSA
et al.,2017).
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Figura 6 - Mecanismos de agéo bactericida da lactoferrina
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Legenda: (A) Bactérias Gram-positivas: lactoferrina interagindo com acido lipoteicoico,
moléculas de carga negativa, possibilitando acdo de outros compostos antimicrobianos como a
lisozima. (B) Bactérias Gram-negativas: lactoferrina liga se a lipopolissacarideo, gerando a

saida desse lipidio e consequentemente danos a membrana da célula bacteriana.
Fonte: Adaptado de GONZALEZ - CHAVEZ et al., 2009.

No entanto, ndo foi possivel observar a formacéo de halos de inibicdo em amostras de
leite maduro antes e apds a pasteurizacdo. Apesar dessas amostras possuirem moléculas com
atividade bactericida, como a lactoferrina, tal resultado pode ser justificado por fatores que
alteram a concentracdo desta no leite. De acordo com Rai et al (2014), a concentracdo de
lactoferrina na fase madura do leite pode chegar a duas vezes menor que a fase colostro. As
Figuras 4 e 5 mostram a ndo formacdo de halo de inibicdo antes e depois da pasteurizacdo,
assim como no estudo proposto por Campos (2013). A quantidade de lactoferrina presente no
leite maduro foi insuficiente para inibir o crescimento bacteriano, uma vez que depende de
fatores como a alimentacdo. Além disso, na revisdo realizada por Villavicencio (2017), a
concentracdo de lactoferrina pode ser afetada por questdes como estado nutricional, fumar
durante a gestacdo, mastite materna, prematuridade e paridade.

O resultado da ndo formagdo de halo de inibicdo do crescimento bacterianos apés a
pasteurizacdo em amostras de colostro, € sugestivo de que a alta temperatura do processo de

pasteurizacdo seja capaz de destruir componentes presentes no leite, mas algumas moléculas
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bioativas sdo pelo menos parcialmente preservadas. Segundo o estudo de Ewaschuk e Unger
(2015), as moléculas mantidas contribuiram para resultados observados em bebés prematuros
alimentados com leite de doadores pds-pasteurizado. De acordo com as Figuras 2 e 3, apds a
pasteurizacdo ndo foi possivel inibir o crescimento bacteriano, uma vez que a lactoferrina é
labil ao calor, assim como vitamina C, tiamina, riboflavina, folato sdo de grande preocupacao
médica. No entanto, esses riscos devem ser reduzidos pelo uso de fortificantes nutrientes,
normalmente adicionados ao leite humano (EWASCHUK & UNGER, 2015; PEILA et al,
2016).

6. CONCLUSAO

A lactoferrina é uma proteina ndo heme ligada ao ferro que tem como principal objetivo
a acdo contra microrganismo, uma vez que possui a capacidade de absorver ions Fe3+
diminuindo a quantidade desse nutriente por bactérias, por isso inibe o crescimento desses
microrganismos. A fase colostro do leite materno apresenta uma maior quantidade dessa
enzima, dessa forma, foi possivel formar um halo de inibicdo contra as duas cepas bacterianas
ATCC de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Tal inibicdo foi apenas observada antes
do processo de pasteurizacao, de modo que houve formacgdo de halos de inibicdo depois do
processo de pasteurizacdo. Acredita -se que a pasteurizacdo térmico aplicavel, seja um dos
contribuintes para menor concentracdo de lactoferrina nas amostras de leite. No entanto, no
presente estudo ndo foi possivel avaliar as concentracdes de lactoferrina antes e apds o processo
de pasteurizagcdo nas amostras de leite materno, visto que se trata de um Kit caro e a verba foi
insuficiente para tal aquisicao.

Da mesma forma, se acredita que leite maduro possui uma quantidade inferior de
lactoferrina quando comparado ao colostro. Com isso, ndo foi capaz de formar halo de inibicéo,
uma vez que depende de fatores como a alimentacdo para aumentar a producdo dessa enzima e
promover a acao antibacteriana. Porém, devido a falta de kit para a dosagem da lactoferrina em
ambas as fases do leite materno nao possivel avaliar a concentracdo dessa enzima.

Portanto, se faz necessario a realizacdo de mais estudos os quais possam avaliar as
concentracdes de lactoferrina antes e ap0s a pasteurizacao, de modo que avalie se esse processo
acarreta em prejuizo na concentracdo dessa proteina, bem como, diminui a capacidade
bactericida do leite materno. Além disso, avaliar qual fase do leite materno possui maior
concentracdo de lactoferrina e consequentemente maior acdo antimicrobiana, e qual fase do

leite materno pode ser afetada pelo processo de pasteurizagéo.
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