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RESUMO 

RAMOS, Maria da Penha Píccolo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
dezembro de 2006. Influência da ingestão de Bifidobacterium breve 
carreada no leite humano na modulação da microbiota intestinal, na 
histomorfometria do cólon, na produção de citocinas e de espécies 
reativas do oxigênio e do nitrogênio em modelo murino. Orientadora: 
Célia Lúcia de Luces Fortes Ferreira. Co-Orientadoras: Izabel Regina dos 
Santos Costa Maldonado e Neuza Maria Brunoro Costa. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar grupos microbianos presentes no 

leite materno obtido de doadoras voluntárias durante o período de lactação de 

10 a 30 dias e sua importância em bancos de leite humano. Verificar também o 

pH e o processo de modulação dos diferentes grupos microbianos presentes 

no conteúdo cecal em modelo murino, por meio da ingestão de leite materno 

pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium breve. Analisar histomorfo-

metricamente a região do cólon ascendente por meio da determinação da 

profundidade das criptas intestinais e verificar a resposta imunológica nos 

animais por meio da ingestão de leite materno pasteurizado adicionado ou não 

de Bifidobacterium breve no exsudato peritonial e células esplênicas para 

quantificação de citocinas, compostos intermediários do nitrogênio e do 

oxigênio. A experimentação foi dividida em quatro fases: Na primeira fase, 

procedeu-se ao cadastramento das doadoras no hospital e coleta do leite 

materno em domicílio; determinação da qualidade higiênico-sanitária por meio 



 xi

da quantificação de coliformes totais, mesófilos aeróbios totais e 

Staphylococcus aureus e determinação de pH em amostras de leite materno 

cru e pasteurizado. Na segunda fase foram selecionadas sete estirpes 

de bactérias bífidas (UFVCC 1083, 1091, 1099, 1103, 1105, 1108 e 1111) 

para comporem o pool probiótico que foi adicionado ao leite pasteurizado 

administrado diariamente aos animais. Na terceira fase do experimento 

empregou-se em cada repetição 48 fêmeas da raça Wistar com 21 a 23 dias de 

vida, recém-desmamadas que foram divididas em quatro grupos experimentais: 

Basal; Controle (dieta); LP (leite humano pasteurizado) e LPB (leite humano 

pasteurizado adicionado de bactérias bífidas). Os quatro animais que compu-

seram o grupo basal foram sacrificados no primeiro dia da experimentação (T0) 

e aqueles dos outros grupos foram alimentados diariamente (0,1 mL) via oral 

com auxílio de micropipeta esterilizada com diferentes dietas, durante 21 dias e 

posteriormente sacrificados. Determinou o pH e verificou-se a modulação de 

grupos microbianos presentes na região cecal por meio da determinação de 

contagens de bactérias bífidas, clostrídeos, Lactobacillus spp, coliformes totais 

e mesófilos aeróbios totais juntamente com a análise histomorfométrica da 

região do cólon ascendente desses animais por meio da determinação da 

profundidade das criptas intestinais; e na quarta fase do  experimento foram 

utilizados 36 animais fêmeas da raça Wistar os quais foram alimentados 

diariamente (0,1 mL) via oral com auxílio de micropipeta esterilizada com 

diferentes tratamentos, que foram Controle (dieta); LP (leite humano 

pasteurizado) e LPB (leite humano pasteurizado adicionado de bactérias 

bífidas), durante 30 dias. Posteriormente foram sacrificados para determinação 

da resposta imunológica por meio da determinação das citocinas  IL-4, IL-6, 

IFN-γ, TNF-α; da citotoxicidade celular, para determinação de compostos 

intermediários do nitrogênio (NO), e do oxigênio (H2O2), no sobrenadante de 

células do exsudato peritonial e esplênico. Conclui-se neste trabalho que 

apesar da eficiência do processo de pasteurização para patógenos verificado 

neste estudo, torna-se urgente a necessidade de conscientização por parte das 

doadoras no que se refere aos métodos de obtenção de coleta do leite 

materno. É preciso adoção de medidas mais rigorosas de monitoramento do 

controle de qualidade higiênico-sanitário na ordenha do leite humano coletado 

em domicílio, pois são imprescindíveis para garantir um alimento seguro para 
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os recém-nascidos. Verificou-se nesta experimentação na região do cólon 

ascendente dos animais um aumento médio do comprimento das criptas com a 

idade e que esse aumento foi mais pronunciado no grupo de animais 

que recebeu Leite Pasteurizado (LP) e, também os resultados mostraram que a 

adição de bactérias bífidas ao leite materno (LPB) não apresentou risco de 

alteração da histomorfometria do cólon ascendente quanto ao parâmetro 

avaliado. Esta informação fundamenta que a adição de bactérias bífidas ao 

leite pasteurizado nos bancos de leite humano não interfere na integridade do 

epitélio e tem potencial de beneficiar as crianças que precisam fazer uso desta 

alternativa. Conclui-se também que bactérias bífidas adicionadas ao leite 

pasteurizado (LPB) exerceram efeito antagonista para coliformes totais na 

modulação da microbiota do conteúdo cecal, quando comparado com os outros 

tratamentos (LP e controle). Verificou-se também que as bactérias bífidas não 

apresentaram toxicidade oral com relação a viabilidade dos macrófagos e não 

promoveram efeito adverso na saúde dos animais testados. Finalmente, a 

administração de bactérias bífidas na dieta influenciou o sistema imunológico 

dos animais por meio da liberação dos mediadores apresentados. O acúmulo 

de informações sobre os efeitos benéficos dessas bactérias probióticas tem 

justificado sua adição em diversos produtos, incluindo o leite pasteurizado, sob 

a forma concentrada congelada nos bancos de leite humano, gerando 

alternativas na área de saúde pública no Brasil.  E as evidências acumuladas 

sobre os benefícios decorrentes do uso das bactérias bífidas  probióticas 

justificam o aprofundamento dos estudos sobre seu modo de ação, a fim de 

otimizar sua utilização como profiláticos e imunomoduladores. 
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ABSTRACT 

RAMOS, Maria da Penha Píccolo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
December, 2006.  Influence of ingesting Bifidobacterium breve present 
in the human milk on intestinal microbiota modulation, colon 
histomorphometry, and production of cytokines and oxygen and 
nitrogen reactive species in the murine model. Adviser: Célia Lúcia de 
Luces Fortes Ferreira. Co-Advisers: Izabel Regina dos Santos Costa 
Maldonado and Neuza Maria Brunoro Costa. 

 

 

The objectives of this work were to evaluate the microbial groups 

present in the human milk obtained from voluntary donors during a 10- to- 

30 day-lactating period and their importance in human milk banks, as well as to 

verify the pH and process of modulation of the different microbial groups 

present in the cecal content in the murine model, by means of ingesting 

pasteurized human milk, added Bifidobacterium breve or not; to analyze 

histomorpho metrically the ascending colon region by determining the intestinal 

crypt depth and verify the animals’ immunological response by means of 

ingesting pasteurized human milk added Bifidobacterium breve or not, in the 

peritoneal exudates and splenic cells for quantification of cytokines, nitrogen 

and oxygen intermediary compounds. The trial was divided into four phases: In 

the first, the donors were registered in the hospital and human milk was home 

collected; hygiene-sanitary quality was determined by means of total coliform, 

total aerobe mesophyll and Staphylococcus aureus quantification and pH 
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determination in raw and pasteurized human milk samples. In the second 

phase, seven bifid bacteria strains (UFVCC 1083, 1091, 1099, 1103, 1105, 

1108 and 1111) were selected to compose the probiotic pool that was added to 

the pasteurized milk fed daily to the animals. In the third phase of the 

experiment, 48 21-to-23 day old Wistar females were used in each repetition, 

divided into four experimental groups: Basal; Control (diet); PM (pasteurized 

human milk) and BAPM (pasteurized human milk added bifid bacteria). The four 

animals composing the basal group were sacrificed on the first day of the 

experiment (T0) and the animals composing the other groups were daily fed 

different diets (0.1 mL) orally using sterilized micro pipettes during 21 days and 

later sacrificed; pH was determined and the modulation of the microbial groups 

present in the cecal region was verified by means of determining bifid bacteria, 

clostridia, Lactobacillus spp., total coliform and total aerobe mesophyll counts, 

together with histomorphometric analysis of the ascending colon region of these 

animals by determining the intestinal crypt depth; finally, in the fourth phase of 

the experiment, 36 Wistar females were used and daily fed (0.1 mL) orally, 

using sterilized micropipettes, under different treatments, as follows: Control 

(diet); PM (pasteurized human milk) and BAPM (pasteurized human milk added 

bifid bacteria), during 30 days. These animals were later killed to determine 

immunological response by means of determination of the cytokines IL-4, IL-6, 

IFN-γ, TNF-α; cellular cytotoxicity, determination of nitrogen (NO), and oxygen 

(H2O2) intermediary compounds in the supernatant of the peritoneal and splenic 

exudate cells. It was concluded that despite the pasteurization process 

efficiency for pathogens verified in this study, donors are urgently advised to 

become aware of the methods used for human milk collection. More rigorous 

monitoring measures of hygiene-sanitary quality control should be adopted for 

human milk collected at home, since such measures are essential to ensure 

safe food for the newly born. A medium increase in the crypt length was verified 

with age, being more pronounced in the animal group fed pasteurized milk (PM) 

and the results also showed that the addition of bifid bacteria to the human milk 

(BAPM) did not present any risk of altering ascending colon histomorphometry, 

as to the parameter evaluated. Such information underlies the fact that adding 

bifid bacteria to pasteurized milk in the human milk banks does not interfere in 

epithelium integrity and has a potential to benefit the children who need to make 
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use of this alternative. It was also concluded that bifid bacteria added to 

pasteurized milk (BAPM) exerted an antagonist effect for total coliforms in micro 

biota modulation in the cecal content, compared to the other treatments (PM 

and control). It was also verified that the bifid bacteria did not present oral 

toxicity in relation to macrophage viability and did not promote any adverse 

effect on the health of the animals tested. Finally, adding bifid bacteria to the 

diet has influenced the immunological system of the animals by releasing the 

mediators presented. The accumulation of information on the beneficial effects 

of these probiotic bacteria has justified their addition to several products, 

including pasteurized milk, under the form of frozen concentrated human milk 

found in the human milk banks, offered as an alternative by the Brazilian public 

health system. The evidences showing the benefits originated from the use of 

probiotic bifid bacteria justify further studies on their mode of action, in order to 

optimize their use as prophylactic and immune modulating agents. 
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INTRODUÇÃO  

O leite materno constitui um suplemento de fatores de proteção para o 

recém-nascido, além de restringir e/ou inibir o crescimento de bactérias 

patogênicas; a efetividade dessa proteção é fundamental, principalmente em 

locais de baixo nível socioeconômico e condições sanitárias inadequadas, 

associadas ao estado fisiológico e grau de imaturidade do bebê (STEVENSON 

et al., 1985; NEWBURG, 2005; TANRIVERDI et al., 2006).  

O leite materno, para ser usado nos bancos de leite, precisa ser 

submetido ao tratamento térmico de pasteurização, o que garante a sua inocui-

dade para as crianças, protegendo os recém-nascidos contra uma variedade 

de doenças. A importância dos bancos de leite humano é incontestável quanto 

aos aspectos de saúde pública, o Brasil é líder mundial no número desses 

bancos e o seu papel tem sido reconhecido pela Organização das Nações 

Unidas para o Desenvolvimento da Ciência, Educação e a Cultura (UNESCO). 

A coleta das amostras de leite humano deve ser realizada com assepsia, para 

que não haja contaminação do leite com microrganismos presentes nas 

porções externas das mamas e/ou do ambiente. O banco de leite humano é um 

centro especializado responsável pela promoção e incentivo ao aleitamento 

materno e o tratamento térmico da pasteurização é de vital importância para 

manutenção da qualidade higiênico-sanitária do produto em bancos de leite 

humano (BRASIL, 1994). 



 2

Durante o processo de nascimento e logo após a exposição aos 

microrganismos, provenientes da mãe e do meio ambiente, dá-se início a um 

desenvolvimento lento e gradual de uma microbiota densa, e relativamente 

estável ao longo da vida (MACKIE et al., 1999). Há várias evidências científicas 

dos aspectos positivos da predominância de uma microbiota benéfica, 

principalmente em relação ao papel desse ecossistema na nutrição e saúde 

(GIBSON; WILLIANS, 1999).  

Lactobacilos e bifidobactérias predominam em crianças alimentadas ao 

seio, enquanto enterobactérias como E. coli, Bacteroides e Staphylococci, são 

predominantes em crianças alimentadas com fómulas. Acredita-se, geralmente, 

que o microambiente produzido por lactobacilli e bifidobacteria, incluindo o 

baixo pH do intestino, desencoraja a proliferação de bactérias patogênicas, 

contribuindo, portanto, para a defesa contra infecção, aumentando a 

proliferação das células da mucosa e através da assimilação de nutrientes 

(LUNDEQUIST et al., 1985; MITSUOKA, 1996; LONNERDAL, 1999; ISOLAURI 

et al., 2004; ISOLAURI, 2001) 

A microbiota gastrointestinal pode determinar alterações na microar-

quitetura e fisiologia da mucosa ao longo do tubo digestivo. Pesquisas de 

interesse na área de saúde pública, que busquem alternativas a partir de 

terapias de interferência microbiana, têm sido sugeridas mundialmente com a 

finalidade, entre outras, de aumentar as respostas imunológicas nas mucosas, 

e bactérias bífidas probióticas são exemplos (ISOLAURI et al.;2000; RINNE 

et al., 2005; ISOLAURI et al., 2005).  

A colonização e a diversidade dos grupos microbianos presentes no 

trato gastrointestinal são influenciadas por inúmeros fatores, dentre os quais 

a disponibilidade de nutrientes da dieta, o pH luminal, a presença de substân-

cias antimicrobianas e o estímulo do sistema imunológico MacFARLANE; 

CUMMINGS, 2002; SILVA et al., 2004; RINNE et al., 2005; SALMINEN et al., 

2005; PENDERS, 2005). 

As bactérias do ácido lático aparentemente aumentam várias funções do 

sistema imunológico, incluindo ativação de macrófagos e linfócitos, produção 

de anticorpos e resposta proliferativa no baço e em placas de Peyer. Tem 

sido proposto que a ingestão dessas bactérias pode aumentar a resistência a 

infecções por microrganismos patogênicos e que também apresentam poten-

cial de prevenir o câncer. Acredita-se que essas atividades, além de outras, 
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devem provir da capacidade que têm essas bactérias de estimular macrófagos 

e linfócitos T (PARK et al., 1999; VINDEROLA, et al., 2004; RINNE et al., 2005; 

ISOLAURI et al., 2005). 

Nos últimos anos, a contribuição do sistema imunológico de mucosas na 

defesa contra uma grande variedade de microrganismos patogênicos foi  

reconhecida (PERDIGON et al., 1990; VINDEROLA et al., 2004). Como as 

mucosas funcionam como via de entrada de enteropatógenos, existe grande 

importância estratégica em se prevenir ou alterar o curso natural de doenças 

infecciosas dos tratos gastrointestinal, respiratório e genitourinário. No entanto, 

sua relativa inacessibilidade torna o sistema imunológico das mucosas difícil de 

se estudar de maneira seqüencial em experimentos in vivo.  

Pesquisas com bactérias láticas, demonstram que os probióticos têm 

efeito imunoestimulante em animais e no homem, apesar de ainda não estarem 

esclarecidos os mecanismos pelos quais isto ocorre (CROSS, 2002). Esse 

efeito pode estar relacionado à capacidade de os microrganismos probióticos 

interagirem com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, 

estimulando as células B produtoras de IgA e a migração de células T 

do intestino (PERDIGÓN; HOLGADO, 2000); e também tem sido demons-

trado que os probióticos favorecem a atividade fagocítica inespecífica dos 

macrófagos, sugerindo uma ação sistêmica por secreção de mediadores que 

estimulariam o sistema imunológico (CROSS, 2002).  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o pH e grupos 

microbianos presentes no leite materno obtido de doadoras voluntárias durante 

o período de lactação de 10 a 30 dias e sua importância em bancos de leite 

humano. Verificar em modelo murino o pH e o processo de modulação dos 

diferentes grupos microbianos presentes no conteúdo cecal, por meio da 

ingestão de leite materno pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium 

breve e analisar histomorfometricamente a região do cólon ascendente por 

meio da determinação da profundidade das criptas intestinais.  Verificar a 

resposta imunológica nos animais por meio da ingestão de leite materno 

pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium breve no exsudato 

peritonial e células esplênicas para quantificação de citocinas, IL-4, IL-6, IFN-γ, 

TNF-α; da citotoxicidade celular, para determinação de compostos interme-

diários do nitrogênio (NO), e do oxigênio (H2O2), no período de 30 dias. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1. Leite materno e saúde da criança   

 
O leite materno contém aproximadamente 88% de água e sua 

osmolaridade é similar à do plasma; portanto, o aleitamento exclusivo mantém 

a criança perfeitamente hidratada (AKRÊ, 1994; VALDÉS et al., 1996; 

ALMEIDA, 1999). Devido ao crescimento vagaroso da criança, o conteúdo total 

de proteína do leite humano é o mais baixo entre os mamíferos, e muitas das 

propriedades benéficas à amamentação infantil podem ser atribuídas ao 

segmento das proteínas, como fatores de defesa, enzimas digestivas, 

hormônios e fatores de crescimento (PICCIANO, 1998; KUNZ  et al., 1999).  

As proteínas do leite incluem caseínas (β-caseína, K-caseína e 

α-caseína), que estão na concentração média de 0,25 g/dL no leite maduro, e 

as proteínas séricas, α-lactoalbumina, lactoferrina, imunoglobulinas, albumina e 

enzimas, em concentração média de 0,7 g/dL. A caseína forma conglomerados 

estáveis com o cálcio e fósforo, favorecendo assim o transporte desses 

minerais. A α-lactoalbumina é importante para a síntese de lactose e fatores de 

proteção como lactoferrina, lisozima e imunoglobulinas; já a β-lactoglobulina, 

altamente alergênica, é predominante no leite de vaca, sendo somente 

detectada no leite humano, provavelmente ingerida pela mãe em lactação. 

A razão proteína/caseína sérica no leite humano varia de 80/20 a 60/40, fato 
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que resulta na formação de um coágulo gástrico mais macio, reduzindo o 

tempo de esvaziamento gástrico e facilitando a digestão (LONNERDAL; 

FORSUN, 1985; RIORDAN, 1998). 

A composição de aminoácidos do leite humano é adequada, com níveis 

reduzidos de fenilalanina e tirosina, pois o recém-nascido mostra uma 

capacidade reduzida de metabolizar esses aminoácidos, que, em níveis altos 

no plasma, podem causar letargia (CALIL et al., 1992). A taurina, importante 

para o desenvolvimento da retina e para a estabilidade das membranas 

celulares, é encontrada em leite humano, porém não no de vaca. A razão dos 

aminoácidos sulfurados no leite humano é próxima a 1, razão esta sete vezes 

mais baixa do que a encontrada no leite de vaca. A enzima cistationase, que é 

responsável pela transformação da metionina em cistina, torna-se essencial 

para essas crianças (AKRÊ, 1994).  

O leite humano também contém carnitina, uma proteína de alta 

biodisponibilidade que participa do processo de degradação de ácidos graxos 

de cadeia longa; importante para os recém-nascidos que mostram capacidade 

reduzida para sintetizá-la. Os lipídios, no leite humano, permitem a estabi-

lização da emulsão e aumentam a biodisponibilidade dos componentes 

lipossolúveis; os componentes dos lipídios incluem triglicérides, fosfolipídio e 

colesterol, assim como ácidos graxos livres, e são derivados da gordura que 

circula, originada da alimentação e das reservas corporais da mãe, ou 

sintetizados da glicose no próprio seio (RIORDAN, 1998; SCAGLIA; LONGO, 

1999). 

Crianças amamentadas apresentam maior concentração de colesterol 

no plasma do que as alimentadas com leite artificial. Trabalhos mostram o 

efeito benéfico de uma concentração de colesterol mais alta durante essa fase 

da vida, com base na sua melhor biodisponibilidade para o desenvolvimento do 

cérebro e para manter os níveis de colesterol no sangue baixos e adequados 

durante a vida adulta (PICCIANO, 1998; e HAMOSH, SALEM Jr.,1998). 

Quando comparado com o leite de outras espécies, o leite humano 

representa a melhor fonte de ácidos graxos essenciais para o recém-nascido, 

com a presença de ácidos graxos polinsaturados de cadeia longa (AGCL), 

com ênfase nos ácidos araquidônico (AA 20:4 n-6) e docosahexaenóico 

(DHA, 22:6 n-3). Esses compostos desempenham papel importante no 
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desenvolvimento e crescimento de órgãos e tecidos, principalmente nos 

primeiros meses de vida. O ácido araquidônico (AA) é um precursor das 

prostaglandinas e dos leucotrienos, e o ácido docosahexaenóico (DHA) é 

importante para o desenvolvimento do cérebro e da retina. A presença de DHA 

nas membranas de células especializadas, como as existentes no cérebro, 

parece afetar satisfatoriamente ao longo da vida o desenvolvimento cognitivo 

de crianças amamentadas (ANDERSON et al., 1999; MARANGONI et al., 

2000).  

Para tentar explicar os processos que fundamentam a transferência dos 

ácidos graxos da mãe para o leite materno, Marangoni et al. (2002) analisaram 

as concentrações dos ácidos graxos polinsaturados de cadeia longa no plasma 

sanguíneo e no leite materno de 95 mães saudáveis, com seus respectivos 

bebês a termo (37-42 semanas), no primeiro dia do parto e durante três meses. 

Os pesquisadores constataram queda no conteúdo de gordura total no plasma 

das mães, devido principalmente ao decréscimo de triglicérides, concomitan-

temente com aumento de lipídeos no leite. Correlações significativas entre os 

níveis de ácidos graxos no plasma e no leite nos dois tempos avaliados foram 

observadas apenas para ácido linoléico (LA, 18:2 n-6) e α-ácido linolênico 

(α LNA, 18:3 n-3), enquanto para os ácidos araquidônico (AA, 20:4 n-6) e 

decosahexaenóico (DHA, 22:6 n-3) elas foram verificadas no primeiro dia e três 

meses, respectivamente. Esses dados sugerem que os níveis de ácidos graxos 

polinsaturados no leite materno são intimamente dependentes da sua 

concentração no plasma materno, que por sua vez, depende da dieta, 

enquanto o acúmulo de AA e DHA no leite é o resultado de uma seqüência de 

transferência e de processos metabólicos endógenos que precisam ser mais 

pesquisados.  

A presença de enzimas no leite materno, como a lipase lingual, gástrica, 

pancreática e, especialmente, a lipase estimulada pela bile fornecida pela 

gordura e ativada pelos sais de bile no duodeno,  contribui para a digestão 

dos triglicérides nos recém-nascidos (PICCIANO, 1998). A concentração 

do principal carboidrato do leite humano (lactose) é de aproximadamente 

7 g/dL, sendo ela metabolizada em galactose, importante para o cérebro em 

crescimento. A lactose facilita a absorção do cálcio e é utilizada pelas 

bactérias bífidas, produzindo ácidos orgânicos e inibindo a presença de 
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bactérias indesejáveis (MITSUOKA, 1989). Glicolipídios, glicoproteínas e 

oligossacarídeos exercem papel importante na defesa contra infecções. 

O leite maduro contém cerca de 1,5 g/dL de oligossacarídeos, e cada um 

destes possui uma combinação variável de glicose, galactose, ácido 

N-acetilneuramínico, fucose e N-acetilglicosamina (KUNZ et al., 2003).  

A concentração de minerais no leite materno é aproximadamente 1/3 

mais baixa do que no leite de vaca. Aliada ao reduzido conteúdo protéico, ela 

contribui para uma quantidade de solutos menor, que é adequada para os rins 

imaturos do recém-nascido. O conteúdo mineral total do leite humano é 

geralmente constante e inclui minerais como sódio, potássio, cloro, cálcio, 

magnésio e fósforo, bem como os elementos-traço ferro, flúor, zinco, cobre, 

manganês, selênio e iodo (LONNERDAL et al., 1982). 

O cálcio está presente em pequenas quantidades no leite humano 

(aproximadamente 29 mg/dL), estando a maior parte ligada à caseína; a 

alfa lactalbumina é a principal proteína sérica que se liga a este mineral. 

Sua concentração é suficiente em recém-nascidos a termo, com uma razão 

cálcio/fósforo de 2:1, porém são muito baixas para satisfazer as necessidades 

da mineralização óssea em recém-nascidos pré-termo (LONNERDAL et al., 

1982). De acordo com esse autor, o conteúdo de sódio e potássio do leite 

humano não satisfaz as necessidades dos bebês prematuros, que requerem 

grande quantidade deste mineral; contudo, a alta biodisponibilidade de zinco 

compensa a sua baixa concentração, sendo a deficiência desse mineral rara 

em crianças amamentadas, prevenindo assim a acrodermatite enteropática em 

recém-nascidos.  

Apesar do baixo conteúdo de ferro, a absorção do leite humano é cinco 

vezes mais alta do que a do leite de vaca, sendo facilitada pela presença da 

lactose e vitamina C; assim, crianças amamentadas apresentam menor 

deficiência de ferro. De acordo com Ford et al. (1977), a pasteurização do leite 

nos bancos de leite humano reduz a concentração de algumas vitaminas, como 

o ácido fólico e cianocobalamina. 

Todas as vitaminas hidrossolúveis são encontradas no leite materno; a 

concentração da vitamina C é 8 a 10 vezes mais alta do que no plasma 

materno. Em mães que consomem dietas vegetarianas, os níveis de vitamina 

B12 são freqüentemente mais baixos, podendo levar à deficiência em 
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crianças amamentadas. Conteúdos no leite materno de vitamina A e 

β-caroteno são influenciados pela dieta e pelo estado nutricional maternos 

(GEBRE-MEDHIN et al., 1976). Com relação às vitaminas K e D, a 

suplementação é requerida para todos os recém-nascidos, já que a produção 

endógena pelas bactérias entéricas começa apenas alguns dias após o 

nascimento e no caso de crianças que não estão regularmente expostas ao sol, 

respectivamente (VAN BEEK et al.,1995). 

Os componentes protetores do leite humano que conferem proteção 

ativa e passiva ao recém-nascido e à criança em amamentação podem ser 

divididos em fatores celulares e humorais específicos e não-específicos. Os 

elementos de defesa incluem leucócitos, que estão presentes em grande  

número no começo da lactação e são conhecidos por exercerem atividade no 

trato gastrointestinal da criança em amamentação, induzindo uma resposta 

imune sistêmica local. As células imunocompetentes no leite humano são os 

macrófagos (40-50%) e os neutrófilos polimorfonucleares (40-50%), que têm 

capacidade fagocítica e exercem ações bactericidas e fungicidas. Além disso, 

os macrófagos sintetizam os componentes do sistema complemento (C3 e C4), 

lisozima e lactoferrina, e são um veículo para transporte e armazenagem 

de imunoglobulinas. Os linfócitos representam 5 a 10% das células brancas 

do leite e são principalmente formados por linfócitos T, que exercem ação 

citotóxica sobre microrganismos e estimulam o sistema imunológico da 

criança em amamentação, ao passo que os linfócitos B são responsáveis 

pela produção de anticorpos específicos contra inúmeros patógenos 

(FALLOT, et al., 1980; HOWIE et al., 1990; XANTHOU, 1998; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2000). 

Os constituintes do leite humano podem interagir com o sistema 

imunológico do recém-nascido. Um significativo aumento de IgA secretória 

contida nas secreções salivares e nasais tem sido observado no aleitamento 

materno versus alimentação de fórmula durante os primeiros dias de vida. O 

leite humano contém grande número de fatores antivirais e bacterianos, como 

as IgG, IgA, IgM, mais de 20 enzimas ativas, lactoferrina e células, como 

linfócitos e macrófagos (LONNERDAL, 2002).  

Goldman et al. (1994) sumarizaram a composição nutricional e imuno-

lógica do leite humano e seu uso na alimentação do recém-nascido pré-termo. 
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Durante o período do estudo, a sobrevivência de crianças de baixo peso 

melhorou, aumentando o entusiasmo pelo uso do leite materno para aqueles 

neonatos comprometidos imunologicamente. 

Quando um patógeno no sistema digestivo ou respiratório da mãe é 

capturado por um macrófago, fornecendo uma informação antigênica é 

passada para os linfócitos T e então para os linfócitos B, que, os quais se 

diferenciam em plasmócitos, liberam anticorpos específicos diretamente dentro 

do seio, resultando na produção de anticorpos específicos, que são encon-

trados no leite materno protegendo o bebê (AKRÊ, 1994). 

Os fatores solúveis específicos estão representados por imunoglo-

bulinas. A imunoglobulina IgA corresponde a 10% da proteína do leite e previne 

a adesão de microrganismos à superfície intestinal, além de agir contra 

diversos agentes infecciosos, como rotavírus, vírus respiratório sincicial, 

Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella, Salmonella, Clostridium difficile, 

Giardia lamblia e Campylobacter. A IgA secretora inclui IgA dimérica ligada 

aos receptores de imunoglobulina polimérica e conjugados à glicoproteína 

produzida nas células epiteliais, que representa o componente secretor.  O leite 

de mães de recém-nascidos de baixo peso contém maior quantidade de IgA do 

que o de mães de crianças a termo, conferindo maior proteção durante o 

período em que a criança está mais suscetível a infecções (GRUMACH et al., 

1993; HAMOSH; SALEM Jr., 1998; XANTHOU, 1998). 

Muitos fatores de proteção não específicos são encontrados no leite 

humano. A lactoferrina é uma proteína que age como um agente 

bacteriostático, privando os microrganismos de ferro, além de exercer atividade 

bactericida, antiviral, antiinflamatória e imunomodulatória. A lisozima é um 

componente protéico encontrado em grande quantidade no leite humano, que 

medeia a lise de bactérias e pode exercer efeito imunomodulatório pela 

liberação de elementos da parede celular bacteriana (HAMOSH, SALEM Jr.,  

1998; XANTHOU, 1998). 

Os componentes do sistema complemento são encontrados no colostro 

e no leito maduro, porém em menor quantidade no plasma materno ou na 

criança em amamentação e protege contra infecções respiratórias e entéricas. 

A proteína que liga a vitamina B12 previne a incorporação desta vitamina por 

E. coli e Bacteroides, inibindo seu crescimento (LAWRENCE, 2006). 



 10

Alguns elementos gordurosos do leite humano também apresentam 

funções antimicrobianas. Entre os componentes da membrana celular dos 

glóbulos de gordura, as glicoproteínas, como mucinas, impedem a ligação de 

bactérias e vírus à mucosa intestinal; a ação detergente dos ácidos graxos 

livres e monoglicerídeos liberados pela hidrólise de triglicerídeos medeiam a 

lise de bactérias, vírus e protozoários (HAMOSH; SALEM Jr.,   1998). 

Evidências indicam a existência de inúmeros outros fatores de proteção 

no leite materno, como os gangliosídeos, fator de resistência, interferon, 

fibronectina, glicosaminoglicanas e lipase da bile estimulada. Em adição às 

suas funções antiinfecciosas, novos estudos demonstraram que o leite humano 

pode modular a resposta imune na criança em amamentação através de 

substâncias imunomodulatórias e antiinflamatórias, que alteram a reação do 

hospedeiro à agressão (LONNERDAL, 2003). 

Os fatores imunomodulatórios presentes no leite materno incluem 

prolactina, lactoferrina, nucleotídeos e citocinas, que, em adição às suas outras 

funções biológicas e antimicrobianas, são capazes de regular ativamente a 

síntese e o amadurecimento do sistema imunológico do recém-nascido. Essa 

atividade estimula a proliferação de linfócitos e a produção de imunoglobulinas, 

aumentando a atividade celular. Uma ação antiinflamatória do leite materno 

direta não foi ainda demonstrada in vivo, mas estudos epidemiológicos suge-

riram que crianças em amamentação estão protegidas contra infecção, não 

tendo sido observadas lesões evidentes da mucosa intestinal ou respiratória 

decorrentes de uma resposta inflamatória. Isso é o resultado de um sistema 

antiinflamatório bem estabelecido no leite humano e descoberto apenas 

recentemente. Os fatores antiinflamatórios incluem antiproteases, interleucinas, 

prostaglandinas, acetil-hidrolase de fatores ativantes de plaquetas, IgA 

secretora e antioxidantes, como vitaminas e peroxidases (LONNERDAL, 2003).  

2.2. Probióticos na saúde humana  

O termo probiótico foi introduzido por Lilly e Stillwell (1965) para 

descrever substâncias produzidas por um microrganismo que estimulava o 

crescimento de outros microrganismos. Desde então, probióticos têm sido 

definidos de várias maneiras, dependendo dos mecanismos dos efeitos na 
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saúde e no bem-estar dos humanos. Para Fuller (1989), “probióticos são 

suplementos alimentares microbianos vivos que afetam beneficamente o 

animal hospedeiro, melhorando seu equilíbrio microbiano intestinal”. 

Posteriormente, Havenaar e Huis in Veld (1992) expandiram a definição para 

incluir usos em alimentos ou não, utilizando uma ou mais culturas probióticas. 

Salminen et al. (1998), juntamente com um grupo de especialistas europeus, 

propôs uma definição mais ampla, incluindo também mecanismos não 

mediados pela mudança da microbiota intestinal. Os principais microrganismos 

que apresentam propriedades probióticas são as bactérias láticas que possuem 

algumas características comuns: são Gram-positivas, catalase negativa, 

não-formadoras de esporos, desprovidas de flagelos, possuindo forma bacilar 

ou cocobacilar, e produtoras de ácido lático (GOMES; MALCATA, 1999; 

FERREIRA, 2003). As bactérias láticas através da fermentação, transformam 

alguns açucares, especialmente a lactose em ácidos orgânicos, como os 

ácidos lático e acético. De acordo com Ferreira (2003), o termo “bactéria ácido 

lática” inclui atualmente 15 gêneros: Aerococcus, Atopobium, Bifidobacterium, 

Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrogenococcus, 

Vagococcus e Weissella. Os gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium são 

correntemente utilizados em preparações probióticas em nível tecnológico, 

sendo não-patogênicas e consideradas como GRAS (Generally Recognised As 

Safe) (GOMES; MALCATA, 1999). 

Microrganismos probióticos são considerados potencialmente bem 

sucedidos quando apresentam várias propriedades desejadas e são capazes 

de exercer efeitos benéficos. Os critérios de seleção considerados relevantes 

para qualquer microrganismo com potencial probiótico prevêem que sejam de 

origem humana, se for para uso em humanos (especificidade da estirpe); 

apresentem estabilidade com relação à acidez gástrica e à bile; sejam seguros 

para uso em alimentos e em ensaios clínicos (GRAS); apresentem efeitos 

benéficos na saúde, documentados cientificamente e clinicamente validados; e 

possuam propriedades tecnológicas desejáveis. Dependendo do resultado 

desejado, um probiótico precisa ter propriedades adicionais, como efeitos no 

metabolismo do colesterol; biodisponibilidade de vitaminas e minerais; redução 

da atividade de enzimas fecais pró-carcinogênicas; propriedades de resposta 
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imune; atuação no metabolismo da lactose com a liberação de β-galactosidase 

endógena, favorecendo indivíduos intolerantes à lactose; produção de substân-

cias antimicrobianas; e a característica de co-agregação com patógenos 

(exclusão competitiva). Entretanto, não há necessidade de preencher todos 

esses critérios de seleção na elaboração de um produto probiótico (SALMINEN 

et al., 1998). 

De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization) e WHO 

(World Health Organization), para assegurar qualidade e confiança no uso de 

probióticos em humanos, é preciso seguir alguns critérios e normas, dentre os 

quais: identificação do gênero e da estirpe por métodos aceitos internacio-

nalmente, como hibridização DNA-DNA ou seqüência do DNA codificando 

16SrRNA e identificação da estirpe por eletroforese; os produtos devem conter 

rótulos estipulando o gênero, a espécie, a quantidade e formulação (líquido, 

pó, microencapsulado, bactéria revestida), as condições de estocagem, a 

indicação da quantidade mínima para ingestão diária para conferir o efeito 

benéfico e o nível de comprovação deste efeito; testes de segurança, incluindo 

o de resistência a antibióticos, produção de toxinas, atividade hemolítica, a de 

infecção em modelos animais imunossuprimidos, bem como registrar efeitos 

nos consumidores e ter os benefícios avaliados em experimentos aleatórios 

duplo-cego com controle ao acaso (MOTTET; MICHETTI, 2005). A maioria das 

definições enfatiza que os microrganismos probióticos devem estar viáveis ao 

alcançar seu local de atuação. Em alguns casos, componentes de bactérias 

podem exercer efeitos benéficos à saúde, por meio da estimulação da resposta 

imune. 

2.3. Probióticos e imunomodulação  

Vários estudos têm reportado que probióticos não-viáveis são capazes 

de aderir às células em cultura de tecidos, indicando que a viabilidade não é 

necessária para o mecanismo de adesão. Probióticos inativados pelo calor 

inibiram a adesão e invasão de um número de bactérias diarreigênicas. 

Coconier et al. (1993) verificaram que no tratamento de diarréia aguda com 

Lactobacillus acidophilus LB, inativado por calor, a duração da diarréia foi 

significativamente reduzida, comparada com a reidratação oral, unicamente. 
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A suplementação de terapia de reidratação com Lactobacillus GG viáveis ou 

inativada por calor reduziu significativamente a duração de diarréia induzida por 

rotavírus, porém o nível de células secretoras IgA específicas para rotavírus foi 

significativamente mais alto no grupo que recebeu Lactobacillus GG viáveis, 

comparado com grupo que recebeu a bactéria inativada. As células intestinais 

produtoras de IgA encontram-se nas placas de Peyer; contudo, de acordo com 

Majama et al. (1995), a viabilidade das células probióticas pode ser crucial 

para a captação dos antígenos dos probióticos através das placas de Peyer, o 

que poderia ser decorrente da maior habilidade dos microrganismos viáveis, 

em  comparação com os não-viáveis, para se ligarem a células M. 

Alternativamente, a viabilidade pode ser um pré-requisito para a habilidade de 

os Lactobacilus GG direcionarem a captação do antígeno macromolecular 

para as placas de Peyer. Outros estudos têm também mostrado que, sob 

administração oral, microrganismos viáveis levaram a uma resposta 

imunológica mais pronunciada do que aqueles inativados por calor. A produção 

de INF-γ por células T de indivíduos que consumiram iogurte foi maior naqueles 

que receberam iogurte contendo bactérias viáveis (HALPERN et al., 1991). 

 TRAPP et al., 1993, trabalhando com a linhagem de L. casei Shirota, 

morta por calor, administrada oralmente em ratos, diminuiu a produção da 

secreção de IgE induzida por antígenos. Possivelmente, através da regulação 

do equilíbrio de citocinas, favorecendo o desenvolvimento de células do tipo 

Th1. Estirpes de Lactobacillus GG e L. rhamnosus LC-705 tratadas com calor e 

aumentaram a sua capacidade de ligação em aflatoxinas. Possíveis mudanças 

na estrutura da parede celular, mais do que a inativação de estirpes, 

são responsáveis por aumentar a capacidade de ligação. Isso foi observado 

também em outros microrganismos, como L. cremoris, L. lactis ssp. 

diacetylactis, não-viáveis, que  também se mostraram com boa capacidade de 

se ligarem a carcinógenos (SALMINEN et al., 1998). 
Componentes da parede celular, como peptideoglicano, parece ter 

atividade adjuvante, conferindo estímulos ao sistema imunológico. Essas 

estruturas se mostram envolvidas na adesão de bactérias láticas à mucosa 

intestinal (LINK; PAHUD, 1990; FORCHIELLI; WALKER, 2005). Probióticos 

não-viáveis podem induzir também efeitos biológicos; no caso de probióticos 

administrados oralmente, adesão e viabilidade, ou a retenção de componentes 
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termolábeis, parecem ser importantes para o estímulo do sistema imunológico. 

Entretanto, em muitos casos, mesmo partes da parede celular são capazes de 

estimular o sistema imunológico, sugerindo que, para estirpes específicas, 

certos componentes podem ser os princípios ativos. A maioria dos estudos 

sobre probióticos inativados tem sido conduzida em células microbianas puras. 

Há, portanto, necessidade urgente de testar leites fermentados em estudos 

clínicos duplo-cego, placebo-controlado, bem planejados, a fim de estudar a 

importância dos microrganismos viáveis em alimentos (OUWEHAND et al., 

1999). 

A principal função do sistema imunológico é prover proteção ao 

hospedeiro contra a invasão de microrganismos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A 

primeira linha de defesa contra os invasores é a barreira física, composta pela 

pele queratinizada e por membranas mucosas que revestem o trato respiratório 

e gastrointestinal; as barreiras químicas são representadas por uma variedade 

de enzimas e outras substâncias que têm ação microbicida direta ou inibem a 

aderência microbiana às superfícies orgânicas. 

Qualquer invasor que ultrapasse essa primeira linha será combatido 

pelos componentes do sistema imunológico inato e, em seguida, pelo sistema 

imunológico específico. A imunidade inata envolve elementos como as 

proteínas do sistema complemento, as proteínas de fase aguda e as citocinas, 

e elementos celulares, como monócitos, macrófagos, granulócitos, células 

dentrídicas e células matadoras naturais (NK). Esse sistema caracteriza-se por 

ter capacidade limitada de diferenciar um microrganismo de outro e apresentar 

resposta semelhante para diferentes microrganismos (ABBAS; LICHTMAN, 

2005).  

Os componentes da imunidade específica são os linfócitos e seus 

produtos, como os anticorpos. Em contraste com a imunidade inata, esse 

sistema responde de maneira específica a cada microrganismo, possui 

memória e é capaz de responder mais vigorosamente a exposições repetidas 

do mesmo antígeno. As imunidades inata e específica funcionam de forma 

cooperativa. A imunidade inata não só faz a primeira defesa contra os 

microrganismos, como também desempenha importante papel na indução da 

resposta específica, e esta, por sua vez, aumenta os mecanismos protetores 

da imunidade inata (ABBAS; LICHTMAN, 2005).  
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Quanto aos recém-nascidos, outro componente da imunidade que atua 

enquanto a maturação de seu próprio sistema está se processando é a 

imunidade passivamente adquirida da mãe, por meio dos anticorpos de classe 

IgG e do leite humano e da microbiota intestinal da mãe. O leite humano 

contém numerosos componentes protetores; além de proteger a criança 

passivamente, ele estimula o sistema imunológico por meio de anticorpos 

antiidiotípicos e da captação de linfócitos, citocinas e outros elementos 

(HANSON, 2002).  

A lactoferrina, componente protéico do leite, é relativamente resistente à 

digestão enzimática e possui efeitos microbicidas, imunoestimulatórios e 

antiinflamatórios, pela indução de menor síntese de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (ELASS et al., 2002). A 

fração oligossacarídica do leite contém análogos a vários receptores para 

microrganismos na mucosa epitelial. A presença do leite humano durante a 

colonização neonatal e a subseqüente expansão da microbiota intestinal são 

fatores fundamentais, não somente para a prevenção de infecções, mas 

também para induzir a maturação do sistema imunológico (HANSON, 2002).  

Prematuros extremos, devido a diferentes fatores, e principalmente 

bebês com cardiopatias e neuropatias graves, são freqüentemente impedidos 

de receberem o leite de suas próprias mães; conseqüentemente, a colonização 

intestinal dessas crianças se faz com uma microbiota desequilibrada, consti-

tuída pelas bactérias do ambiente das unidades de terapia intensiva, muitas 

vezes com bactérias virulentas e submetidas à pressão de seleção de 

antibacterianos, facilitando a invasão desses microrganismos (LAWRENCE; 

LAWRENCE, 2004; LAWRENCE, 2006).  

A colonização e a diversidade dos grupos microbianos presentes 

no  trato gastrointestinal são influenciadas por inúmeros fatores, entre os 

quais  a  disponibilidade de nutrientes da dieta, o pH luminal, a presença 

de   substâncias antimicrobianas e o estímulo do sistema imunológico 

(SALMINEN et al., 1998; MacFARLANE; CUMMINGS, 2002; SILVA et al., 

2004; PENDERS et al., 2005; RINNE et al., 2005). 

As bactérias do ácido lático aparentemente aumentam várias funções do 

sistema imunológico, incluindo ativação de macrófagos e linfócitos, produção 

de anticorpos e resposta proliferativa no baço e em placas de Peyer. Tem 
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sido proposto que a ingestão dessas bactérias pode aumentar a resistência a 

infecções por microrganismos patogênicos e que também apresentam 

potencial de prevenir o câncer. Acredita-se que essas atividades, além de 

outras, devem provir da capacidade que têm estas bactérias de estimular 

macrófagos e linfócitos T (PARK et al., 1999; VINDEROLA et al., 2004; 

ISOLAURI; SALMINEN, 2005; RINNE et al., 2005). 

Nos últimos anos, a contribuição do sistema imunológico de mucosas na 

defesa contra uma grande variedade de microrganismos patogênicos tem sido 

reconhecida (PERDIGON et al., 1990; VINDEROLA et al., 2004). As mucosas 

funcionam como via de entrada de enteropatógenos, existe grande importância 

estratégica em se prevenir ou alterar o curso natural de doenças infecciosas 

dos tratos gastrointestinal, respiratório e genitourinário. Entretanto, sua relativa 

inacessibilidade torna o sistema imunológico das mucosas difícil de ser 

estudado de maneira seqüencial em experimentos in vivo.  

A parede intestinal contém macrófagos e linfócitos (células T e B) em 

íntimo contato com os alimentos no processo de absorção (PESTKA, 1993). As 

células peritoniais contêm macrófagos, que, por serem células aderentes, se 

tornam de fácil obtenção, não requerendo desagregação mecânica ou digestão 

enzimática, como seria necessário para outros tecidos. Os leucócitos na 

cavidade peritonial fornecem uma proteção imediata contra microrganismos 

invasores, que podem penetrar na área abdominal devido à agressão intestinal 

ou lesão. Bellingan et al. (1996), demonstraram que os macrófagos migram do 

peritônio para os linfonodos, aumentando dessa forma a capacidade de 

responder a microrganismos invasores, como conseqüência da administração 

de bactérias láticas.  

A cavidade peritonial é freqüentemente utilizada como uma fonte de 

macrófagos. O lavado peritonial produz cerca de 2 a 8x106 células, das quais 

20 a 40% são macrófagos, porém outros tipos celulares também estão 

presentes. As células B representam 10 a 40% da população, enquanto células 

T e outros tipos celulares, como as “natural killer” (NK), podem representar pelo 

menos 20% (PESTKA, 1993). 

Os macrófagos constituem a segunda maior população celular do 

sistema imunológico. Eles se originam na medula óssea como monócitos 

sanguíneos e, após migração e maturação, vão para os tecidos como 
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macrófagos maduros. Os macrófagos podem ser ativados por uma variedade 

de estímulos, e suas principais funções incluem a fagocitose de partículas 

estranhas, a apresentação de antígenos e a produção de citocinas; compostos 

intermediários do nitrogênio (NO) e do oxigênio (H2O2). Desse modo, os 

macrófagos podem participar de ambas as respostas imunes: inata e 

adaptativa (JANEWAY; TRAVERS, 2000). Eles exercem a maior função na 

defesa do hospedeiro contra infecções e formação de tumores. De particular 

interesse, o NO e o H2O2 produzidos pelos macrófagos atuam destruindo ou 

inibindo o crescimento de bactérias, fungos, parasitas e células tumorais. 

O termo macrófago ativado é amplamente utilizado para designar o 

aumento de suas atividades biológicas. Muitos parâmetros, como aderência, 

fagocitose, atividade bactericida e características bioquímicas, podem ser 

tomados como indicativos do grau de ativação dessas células. 

Perdigon et al. (1986) estudaram os efeitos da administração oral e 

intraperitonial de Lactobacillus casei e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 

na ativação de macrófagos. Os autores utilizaram camundongos Swiss, 

que  receberam as bactérias por oito dias. Após esse período, os macrófagos 

foram obtidos e avaliados quanto a sua atividade enzimática e capacidade 

de  fagocitose. Os resultados mostraram que a atividade enzimática dos 

macrófagos nos animais que receberam L. delbrueckii ssp. bulgaricus por via 

intraperitonial foi dez vezes maior que a do controle; na administração oral, foi 

cinco vezes maior. Já para o L. casei, essa atividade foi três vezes maior nos 

animais que receberam via intraperitonial e seis vezes maior por via oral. 

Nos testes de fagocitose, houve aumento em todos os animais tratados, 

porém aqueles tratados com L. delbrueckii ssp. bulgaricus mostraram os 

melhores resultados, e eles concluíram que a ingestão de lactobacilos pode 

representar uma via de estimulação não-específica, podendo ser capaz de 

aumentar a resposta imune sistêmica ou modular as funções de células 

imunocompetentes. 

Perdigon et al. (1990) verificaram o efeito da ingestão de Lactobacillus 

casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e 

Streptococcus thermophilus na imunidade local da mucosa em resposta a 

enteropatógenos. Utilizaram camundongos Swiss, que receberam os microrga-

nismos por via oral em sete dias. No oitavo dia, os animais foram desafiados 
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com uma dose letal de Salmonella typhimurium. Os resultados mostraram que 

houve aumento dos anticorpos contra Salmonella no fluido intestinal e os 

animais que receberam L. casei, bem como na concentração total das 

imunoglobulinas, detectado em animais tratados com L. casei, L. acidophilus e 

S. thermophilus, sendo maiores os níveis de IgA que de IgG. Nos testes 

imunoenzimáticos houve somente aumento de IgA nos animais tratados com 

L. casei. Os autores concluíram que a ingestão de L. casei ou S. thermophilus 

poderia ser utilizada como um método imunobiológico no controle de 

desordens entéricas. 

Esses mesmos autores mostraram, em 1991, que a ativação de 

macrófagos e linfócitos de camundongos foi muito maior nos animais que 

receberam produtos fermentados com Lactobacillus casei e Lactobacillus 

acidophilus ou ambos, em comparação com aqueles que receberam as 

culturas sem o processo de fermentação. Eles concluíram que o aumento da 

resposta imune se deveu às substâncias produzidas por esses microrganismos 

durante o processo de fermentação, tais como alguns metabólitos e peptídeos 

de caseína, enzimas bacterianas que promoveram a digestão dos constituintes 

do leite. Os autores consideraram que a degradação dos constituintes do leite 

permite maior absorção e estimulação antigênica e que a administração 

prolongada de leite fermentado por via oral não produz efeitos nocivos, como 

hepatomegalia, esplenomegalia ou toxicidade ao hospedeiro. 

Um mecanismo que poderia explicar o efeito sistêmico da ingestão de 

lactobacilos poderia ser a translocação desses microrganismos para os 

linfonodos mesentéricos, onde eles poderiam ativar macrófagos ou células 

dendríticas, as quais liberariam citocinas pró-inflamatórias e ativadoras. 

De acordo com Erickson e Hubbard (2000), os microrganismos 

probióticos que exercem influências favoráveis ao hospedeiro devido ao seu 

efeito na microbiota intestinal, podem agir na promoção da saúde humana. 

Embora a aplicação de probióticos tenha demonstrado tendências em relação à 

alteração de alguns aspectos da resposta imune, os mecanismos pelos quais 

isso ocorre ainda não estão completamente esclarecidos. Para esses autores, 

a estimulação da imunidade específica e inespecífica deve resultar na 

produção de citocinas, e sua determinação pode ser um importante indicador 

da resposta imune intestinal. 
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2.4. Citocinas e compostos intermediários do nitrogênio (NO) e do 
oxigênio (H2O2) 

As citocinas são proteínas secretadas por células da imunidade inata e 

adaptativa. Elas são produzidas em resposta a microrganismos e outros 

antígenos, e diferentes citocinas estimulam diversas respostas de células 

envolvidas na imunidade e na inflamação. Na fase de ativação da resposta 

imune, as citocinas estimulam o crescimento e a diferenciação de linfócitos; 

nas fases efetoras da imunidade inata e adaptativa, elas ativam diferentes 

células com a finalidade de eliminar microrganismos e outros antígenos. As 

citocinas também estimulam o desenvolvimento de células hematopoiéticas. Na 

medicina, elas são importantes agentes terapêuticos ou são considerados 

alvos para antagonistas específicos em numerosas doenças imunes (ROITT 

et al., 1999).  

Dentre as citocinas, o IFN-γ é uma proteína produzida por células NK, 

TH1CD4+ e TCD8+. O IFN-γ é a citocina liberada pelos linfócitos T e células 

NK, que ativam o macrófago, destruindo microrganismos fagocitados. O IFN-γ 

ativa macrófagos, e estes, ativados, são capazes de produzir TNF-α, IL-6, Il-12, 

radicais de oxigênio e óxido nítrico. O óxido nítrico é produzido pela indução da 

enzima óxido nítrico sintase nas células imunes em resposta a citocinas, como 

TNF-α, IFN -γ e IL-2 (JANEWAY; TRAVERS, 1997). A IL-6 é uma citocina 

sintetizada por fagócitos mononucleares e outras células em resposta a 

microrganismos e a outras citocinas, principalmente IL-1 e TNF-α, atuando 

sobre linfócitos T, B e macrófagos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). 

O TNF-α é uma das mais importantes citocinas, atuando no início da 

resposta imune e regulando a cascata de citocinas durante a resposta 

inflamatória, estando envolvida em eventos locais e sistêmicos, contínuos à 

inflamação (MARKHATADZE, 1998). O IFN-γ, produzido por células T e NK, 

aumenta a síntese de TNF-α por macrófagos estimulados com LPS, atuando 

nos fagócitos mononucleares, para estimular a secreção de IL-1, que por sua 

vez possui atividade complementar à do TNF-α. Pode-se perceber que as 

citocinas participam de uma imensa rede dentro do sistema imunológico, e 

vão interagindo com certas células, que, ao liberarem outros mediadores ou 
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citocinas, podem atuar sobre as primeiras células ou mesmo em células 

diferentes (MARKHATADZE, 1998).  

A imunumodulação por probióticos através da produção de citocinas tem 

sido estudada intensivamente nos últimos anos no sobrenadante de células em 

linhagens de roedores e humanos (NICAISE et al., 1993; MIETTINEN et al., 

1996, 1998; MARIN et al., 1997; PARK et al., 1999; TEJADA-SIMON et al., 

1999; MAASSEN et al., 2000). 

Silva et al. (2004) verificaram o efeito do tratamento oral com bactéria 

probiótica Bifidobacterium longum Bb 46 através do desafio intragástrico com 

Salmonella Typhimurium. Níveis de bactérias nas fezes foram detectados em 

ratos gnotobióticos e foi feito histopatologia do intestino e em sobrenadante de 

células esplênicas. Foi verificado níveis de imunoglobulinas IgM, IgG, IgG1, 

IgG2a, juntamente com a verificação da produção de INF-gama (INF-γ) e 

Interleucina 10 (IL-10) utilizando o Kit R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA. Os animais convencionais receberam 0,1 mL de leite probiótico com 

108 UFC/mL diariamente, 10 dias antes do desafio oral com o patógeno, que foi 

em torno de 102UFC/mL; o tratamento com o produto probiótico continuou até o 

fim do experimento. Os animais gnotobióticos receberam uma única dose de 

probiótico no início do experimento. Grupos controle foram tratados com leite 

desnatado estéril e submetidos ao mesmo procedimento. A maior taxa de 

sobrevivência (40%) foi observada em animais tratados com probióticos, 

quando comparados com o grupo-controle (0%); esse efeito protetor foi 

observado pela histopatologia e pela análise morfométrica, entretanto níveis de 

Salmonella Typhimurium nas fezes foram similares nos grupos-controle e nos 

que receberam probióticos. Durante o desafio com o patógeno, notou-se 

decréscimo nos níveis de INF-γ e IgG2a nas fezes dos animais tratados com 

probióticos. Esses autores concluíram que o efeito protetor contra o desafio dos 

animais com o patógeno foi devido a uma redução da resposta inflamatória 

mediada pelo tratamento com Bifidobacterium longum, e não ao efeito 

antagonista populacional, e sugeriram que a suplementação à dieta com 

bactérias bífidas probióticas poderia fornecer efeitos benéficos contra infecções 

entéricas. 

O efeito de outros lactobacilos sobre a imunidade também tem sido 

estudado. Ávila (1998) comparou a eficiência de Lactobacillus acidophilus;  de 
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uma vacina específica, e da associação desses dois produtos no controle da 

diarréia por E. coli enterotoxigênica em leitões, e demonstraram que os 

melhores resultados foram obtidos com a combinação de vacina e probiótico. 

Outro lactobacilo,  Lactobacillus casei var. Shirota, estimulou a resposta imune 

celular, aumentando as concentrações de IFN-γ, TNF-α e IL-12 e provocando 

redução nos títulos de vírus da influenza no trato respiratório quando 

administrada por via nasal e oral (HORI et al., 2002). 

Pesquisas com bactérias láticas demonstram que os probióticos têm 

efeito imunoestimulante em animais e no homem, apesar de ainda não estarem 

esclarecidos os mecanismos pelos quais isso ocorre (CROSS, 2002). Esse 

efeito pode estar relacionado à capacidade de os microrganismos probióticos 

interagirem com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, 

estimulando as células B produtoras de IgA e a migração de células T do 

intestino (PERDIGÓN et al., 2001); também tem sido demonstrado que os 

probióticos favorecem a atividade fagocítica inespecífica dos macrófagos, 

sugerindo uma ação sistêmica por secreção de mediadores que estimulariam o 

sistema imunológico (CROSS, 2002).  

Maasen et al. (2000) comprovaram, no entanto, que a síntese de 

citocinas pela mucosa intestinal dependia da estirpe de lactobacilos utilizada, 

salientando a necessidade de realizar uma cuidadosa seleção de 

microrganismos candidatos a probióticos. De acordo com o autor, Lactobacillus 

casei induziu uma resposta celular tipo 1 em camundongos gnotobióticos, 

aumentando a produção in vitro de IL-12 por células peritoniais e de IFN-γ,  por 

células esplênicas. A administração protegeu camundongos contra patógenos 

intestinais pela indução do aumento da capacidade fagocítica dos macrófagos 

peritoniais e da atividade das enzimas envolvidas na fagocitose (KATO et al., 

1983; PERDIGÓN et al.,1990), da atividade das células matadoras (natural 

killer) da produção de fator citotóxico pelas células de Kupfer e macrófagos 

peritoniais e da secreção de IgA no lúmen intestinal.  

L. rhamnosus reduziu a morbidade causado por E. coli O157: H7 em 

camundongos infectados experimentalmente, estimulando o aumento da 

atividade fagocítica e dos títulos de anticorpos específicos na IgA (SHU; GILL, 

2002). Perdigón et al. (2001) demonstraram que Lactobacillus casei e 

Lactobacillus plantarum interagiram com as células M das placas de Peyer, 
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estimulando a imunidade secretora específica. Vitini et al. (2000) testaram a 

influência da administração oral de diferentes espécies de bactérias láticas 

como L. casei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, 

L. plantarum e Streptococcus thermophilus, e verificaram que o aumento da 

produção de IgA nem sempre esteve correlacionado com o aumento no 

número de células T CD4+, significando que algumas bactérias testadas 

somente induziram uma ativação das células B produtoras de IgA. Também foi 

observado que não houve influência sobre as células T CD8+, indicando que 

essas bactérias não foram capazes de induzir citotoxicidade.  

Yasui et al. (1999) comprovaram que a administração de Bifidobacterium 

breve estimulou o sistema imunológico humoral em camundongos, provocando 

aumento da produção de IgA anti-rotavírus e de IgG antivírus da influenza, 

protegendo-os contra essas duas infecções. Shu e Gill (2002) relataram que 

leitões tratados com Bifidobacterium lactis HN109 apresentaram diminuição da 

diarréia associada com rotavírus e E. coli, concomitantemente com o aumento 

dos títulos de anticorpos contra patógenos específicos no trato gastrintestinal, 

da concentração de neutrófilos sangüíneos e da resposta proliferativa dos 

linfócitos T. 

As propriedades funcionais de um produto fermentado de soja, utilizando 

Enterococcus faecium e Lactobacillus helveticus, foram estudadas por Rossi 

(2000) como sendo hipocolesterolêmico e não alergênico (CARLOS et al., 

2000). Posteriormente, Vendramini (2002) estudou o efeito de um produto 

(iogurte de soja) quanto ao seu potencial estimulador do sistema imunológico. 

A autora verificou que o iogurte de soja fermentado com bactérias probióticas, 

Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti, administrado diariamente por 

14 dias em camundongos Swiss, na produção de citocinas, óxido nítrico e 

peróxido de hidrogênio. Na determinação de IL-1; IL-6; IL-12p40; IFN-γ e 

TNF-α, esta autora concluiu que as células dos animais que receberam o 

produto fermentado de soja apresentaram maior capacidade de indução da 

liberação dessas citocinas quando estimuladas com LPS do que células de 

animais que receberam o produto sem o processo de fermentação (placebo), 

ao passo que estes mostraram resultados melhores do que os de animais que 

receberam somente água, evidenciando a participação dos componentes da 

soja na liberação de citocinas. Houve maior liberação dos níveis de NO e H2O2, 
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somente com as células dos animais que receberam o produto fermentado de 

soja quando estimulados com LPS ou Zimosan, respectivamente e concluíram 

que não houve diferença entre os níveis liberados pelas células obtidas dos 

animais que receberam placebo e água. 

2.4.1. Probióticos e produção de substâncias antimicrobianas 

Bactérias láticas probióticas, como bactérias bífidas e lactobacilos, 

produzem substâncias antimicrobianas, como os ácidos orgânicos, espe-

cialmente os ácidos lático e acético. Outras produzem também peróxido de 

hidrogênio e dióxido de carbono, sendo o modo de ação dos ácidos orgânicos 

(acético e lático) atribuído à redução direta do pH intracelular por ionização dos 

ácidos não-dissociados, pois eles podem permear a membrana celular por 

difusão e liberar prótons na célula, induzindo uma acidificação do citoplasma e 

dissipando o potencial de prótons da membrana; assim, ocorre inibição do 

mecanismo de transporte de substrato, sendo isso deletério para a célula 

(DIEZ-GONZALES; RUSSEL, 1997). 

Bactérias láticas probióticas são metabolicamente ativas durante sua 

passagem através do intestino, e é provável que algumas dessas substâncias 

sejam produzidas. Esse fato vem da observação de que o consumo de 

certas estirpes probióticas reduz o pH fecal, indicando a produção de ácidos 

orgânicos.  

2.4.2. Estirpes probióticas bem caracterizadas e seus efeitos 
clínicos 

 Efeitos relacionados à saúde clinicamente documentados específicos 

por linhagem, estão relacionados na Tabela 1. Há evidências do alívio de 

sintomas de intolerância à lactose por estirpes de probióticos específicos e 

de  mudanças imunológicas relacionadas à hipersensibilidade ao leite. A 

diminuição do tempo de duração da diarréia por rotavírus usando Lactobacillus 

GG é provavelmente um dos melhores efeitos com probióticos documentados 

em vários estudos científicos pelo mundo e também em recente estudo 

multicêntrico na Europa. Esses efeitos estão relacionados com a modulação da 
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composição microbiana do intestino e com atividades e efeitos do sistema 

imunológico intestinal. 

Estudos sobre prevenção de diarréia de viajante mostram resultados 

positivos para Lactobacillus GG e uma combinação de Lactobacillus 

acidophilus La-5 com Bifidobacterium lactis Bb-12, mas existem poucos 

trabalhos usando estirpes definidas em diarréia aguda. Com isso, mais estudos 

sobre a diarréia com etiologia conhecida deveriam ser conduzidos, a fim de 

verificar os mecanismos e resultados.  

 

Tabela 1  -  Efeitos dos probióticos em estudos clínicos humanos 

Problema Efeitos Clínicos 
Documentados Estirpe Probiótica Referências 

Intolerância à lactose 

Digestão da lactose 
melhorada. 
Redução/falta de 
sintomas. 

Yoghurt, L. acidophilus, 
Bifidobacterium spp., 
L. bulgaricus 

Kolars et al.  (1984) 
Marteau et al. (1990) 
Marteau et al. (1996) 
Pochart (1996) 

Diarréia por rotavírus 

Redução da duração da 
diarréia. 
Aumento da resposta 
imune. 
Excreção do rotavirus 
reduzida. 

Lactobacillus GG, L. reuteri, 
Bifidobacterium bifidum 
 
Streptococcus thermophilus 

Isolauri et al. (1991) 
Shornikova et al. 
(1997) 
Saavedra et al. (1994) 
Perman et al. (1994) 

Diarréia do viajante 
 

 
Reduzida incidência da 
diarréia. 
 

L. acidophilus La-5, B. lactis 
Bb,  
Lactobacillus GG 

Black et al. (1989) 
Oksanen et al. (1990) 
Hilton et al. (1997) 

Imunomodulação  

Maior número de 
células secretando IgA 
específico para o 
rotavírus, atividade 
adjuvante, fagocitose 
aumentada. 

Lactobacillus GG, L. ohnsonii 
Lj-1, B. lactis Bb-12 

Schiffin et al. (1994) 
Kaila et al. (1995) 
Pelto et al., 1998 

Atividade enzimática 
fecal 

Redução de urease, 
hidrolase ácida 
glicocólica, β-
glucoronidase, 
nitroredutase e 
atividade azoredutase. 

Lactobacillus GG, Yoghurt, 
L. gasseri (ADH), L. casei 
Shirota 

Ling et al. (1994) 
Pedrosa et al. (1995) 
Spanhaak et al. (1998) 

Câncer superficial de 
bexiga 
 

Recorrência reduzida. L. casei Shirota Aso et al. (1995) 

Câncer cervical 
 

Sobrevivência 
prolongada e intervalo 
sem recaída. 

L.casei Shirota LC 9018 
 Okawa et al. (1993) 

Vaginite bacteriana 
 Reiinfecção reduzida. L. acidophilus, L. rhamnosus 

GR-1 Sieber e Dietz (1998) 

Fonte: OUWEHAND et al., 2001. 

 

 Estirpes específicas de bactérias probióticas são capazes de promover 

atividade inibitória em enzimas microbianas intestinais, provocando efeitos na 
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microecologia intestinal, levando a uma redução na atividade das enzimas 

microbianas iniciadoras de carcinógenos e podendo ter efeito benéfico no 

cólon, no trato urinário e na bexiga. Ao mesmo tempo, a produção de ácidos 

graxos de cadeia curta, como o ácido butírico, pode melhorar a nutrição e a 

integridade da mucosa. 

 A administração oral de Lactobacillus casei var. Shirota mostrou  

propriedades inibitórias em tumores quimicamente induzidos em ratos. Em dois 

estudos clínicos, efeitos profiláticos da administração oral de L. casei Shirota 

na recorrência de câncer superficial de bexiga foram estudados. Trabalhos 

recentes também indicam que L. casei Shirota pode prolongar a sobrevivência 

durante os tratamentos específicos do câncer. Os efeitos benéficos da terapia 

de câncer com probióticos têm sido associados às suas propriedades anti-

mutagênicas e à habilidade de modular parâmetros imunológicos, incluindo 

células T, células matadoras naturais (NK) e atividade de macrófagos, que são 

importantes no impedimento do desenvolvimento do tumor.  

A imunomodulação por probióticos pode ser devido à habilidade de 

mudar a atividade das subpopulações de células T-auxiliares CD4+ para a 

ativação de células Th1. Os probióticos parecem causar essa mudança através 

da modulação dos padrões de citocinas. Estas, quando produzidas pelas 

células Th1, são de particular importância nas respostas imunológicas 

mediadas por células. As citocinas primárias secretadas por células Th1, IFN-γ, 

fator de necrose tumoral (TNF)-α e IL-2 mostraram ser produzidas em altos 

níveis na presença de probióticos. (IFN)-γ ativou macrófagos e induziu a 

diferenciação de linfócitos T citotóxicos; IL-2 ativa células NK; e linfócitos T 

citotóxicos e TNF-α têm propriedades tumorais citotóxicas. Também, como 

infecções virais foram sugeridas participarem da etiologia do câncer superficial 

de bexiga, as propriedades antivirais de IFN- γ e TNF-α podem ser importantes.  

Além disso, IFN-γ tem efeitos sinergísticos na secreção de TNF-α, o qual 

também possui propriedades antivirais e tem sido sugerido ser agente 

terapêutico para pacientes com câncer de bexiga superficial com maior 

potencial. TNF-α pode também ser induzido por probióticos. 

 Em se tratando de vaginite bacteriana, ainda não há terapia de admi-

nistração oral bem elucidada, porém, em estudos recentes, existem indicações 
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de que a adesão competitiva de bactérias probióticas, assim como o estímulo 

do sistema imunológico e a produção de agentes antimicrobianos, podem ser 

benéficos na prevenção e no tratamento dessa doença (SOBEL, 1999).  

2.5. Microbiota intestinal humana  

A microbiota normal constitui um sistema complexo e dinâmico, respon-

sável por influenciar decisivamente fatores microbiológicos, imunológicos e 

bioquímicos no hospedeiro. Ela é constituída por um número considerável de 

microrganismos, em torno de 1014 células viáveis por indivíduo, pertencentes a 

aproximadamente 300 a 400 espécies microbianas diferentes/ indivíduo e que 

desenvolvem três grandes funções importantes no local que colonizam 

(TANNOCK, 1998; AMROUCHE et al., 2006; FORCHIELLI; WALKER, 2005; 

RASTALL et al., 2005).  

A primeira função da microbiota chamada de resistência à colonização 

ou efeito de barreira microbiológica, pode ser definida como a capacidade de 

impedir ou reduzir a multiplicação de microrganismos exógenos que por acaso 

penetram no ecossistema digestivo. Essa proteção envolve mecanismos como 

a competição por nutrientes essenciais, por sítios de aderência no epitélio e a 

produção de substâncias ou metabólitos antagonistas. A imunomodulação é 

outra função importante nas infecções, já que permite resposta das defesas 

imunológicas locais e sistêmicas do hospedeiro a uma tentativa de agressão 

por microrganismos patogênicos. A terceira função da microbiota é a sua 

contribuição nutricional. Ela oferece diversas fontes energéticas e de vitaminas, 

além de participar da regulação da fisiologia digestiva do hospedeiro. Algumas 

bactérias intestinais sintetizam vitaminas, incluindo riboflavina, B12, K, tiamina, 

ácido fólico e ácido pantotênico, que são em parte absorvidas e utilizadas pelo 

hospedeiro. Os ácidos graxos voláteis, como o acético, butírico e propiônico, 

são importantes fontes energéticas e participam também do controle do pH 

intestinal, na absorção de água e sais, e, no caso do butirato, da diferenciação 

celular do epitélio intestinal (SAVAGE, 1977; MacFARLANE; CUMMINGS 

2002). 

Ao nascimento, a criança se apresenta totalmente livre de microbiota 

associada, e é fundamental para ela que as suas superfícies e mucosas sejam 
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rapidamente colonizadas pelos microrganismos que desenvolvem as funções 

citadas anteriormente. Aparentemente, a microbiota gastrointestinal de uma 

criança só atinge as características populacionais e funcionais de um adulto 

após seis meses a um ano de vida. Portanto, a fase de colonização digestiva 

no recém-nascido é um período crítico durante o qual a chegada de um 

microrganismo potencialmente patogênico a um ecossistema ainda incompleto 

e pouco funcional pode ser extremamente prejudicial. Diversas evidências 

sugerem ainda que uma seqüência de implantação anormal contribuiria para 

o estabelecimento de uma microbiota menos eficiente nas suas funções 

(BERG, 1996). 
A primeira fonte de microrganismos que constituirá a microbiota 

digestiva normal do recém-nascido é a mãe, tanto durante o parto, sendo este 

natural ou cesariana. O bebê entra em contato com os ecossistemas vaginal 

e  fecal da mãe, quanto posteriormente, quando entra em contato com o 

ecossistema cutâneo nos contatos íntimos da amamentação. Variações podem 

ocorrer na cinética de implantação do ecossistema digestivo do recém-nascido 

em função de fatores que perturbam o fornecimento dos microrganismos pela 

mãe, como, por exemplo, a necessidade de isolamento em Unidade de Terapia 

Intensiva, ou, quando prematuro, mantido em incubadoras (ROLF, 1990). 

Fatores próprios do hospedeiro influenciam fundamentalmente a coloni-

zação, o controle, a composição e a função da microbiota intestinal. A natureza 

e quantidade desses fatores endógenos dependem provavelmente de 

características genéticas, nutricionais, fisiológicas e psicológicas do hospe-

deiro, entre outras. Alguns componentes do colostro e do leite humano são 

conhecidos por oferecerem condições nutricionais favoráveis à implantação de 

alguns grupos bacterianos de importância para a saúde do hospedeiro, como 

as bactérias bífidas (BERG, 1996). 

Os fatores bífidos são oligossacarídeos presentes em quantidade 

elevada somente nas secreções lácteas humanas; pelas características de 

ligações das suas unidades, só podem ser utilizados pelas bactérias 

bífidas, podendo ser considerados, portanto, como fatores de crescimento que 

favorecem a implantação específica dessas bactérias no trato digestivo do 

recém-nascido humano. Uma vez instaladas, juntamente com a baixa 

capacidade tamponante do leite humano, permitem também melhor atuação 
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das bactérias produtoras de ácido lático, devido ao abaixamento do pH 

intestinal desfavorável ao crescimento de vários microrganismos patogênicos 

(SAVAGE, 1977; MacFARLANE; CUMMINGS, 2000; SAARELA et al., 2002; 

AMROUCHE et al., 2006).  

2.5.1. Modulação microbiana intestinal e a camada de muco  

O epitélio gastrintestinal é coberto por um gel de muco protetor 

composto predominantemente de glicoproteínas que são as mucinas, que  

oferecem numerosas vantagens ecológicas para as bactérias intestinais sendo 

um excelente nicho bacteriano, devido aos oligossacarídeos presente 

nas mucinas e representam uma fonte direta de carboidratos e peptídeos, 

nutrientes exógenos, incluindo vitaminas e minerais. As mucinas são secre-

tadas da superfície apical de células tronco especializadas, são sintetizadas e 

secretadas pelas células caliciformes. Mudanças nas funções destas células e 

na composição química do muco intestinal são detectadas principalmente em 

relação a alterações da microbiota normal. Dados disponíveis na literatura 

científica indicam que a microbiota intestinal pode afetar a dinâmica das células 

caliciformes e a camada de muco diretamente através da liberação local de 

componentes bioativos ou indiretamente via ativação das células imunológicas 

do hospedeiro (DEPLANCKE; GASKINS,  2001). 

Nos intestinos delgado e grosso, a microbiota influencia, entre outros 

processos, a diferenciação do epitélio intestinal; a síntese de mucinas pelas 

células caliciformes (DEPLANCKE; GASKINS, 2001); a distribuição e a consti-

tuição do tecido linfático associado à mucosa intestinal (GALT), o qual 

comporta grande parte de nossas células de defesa (FALK et al., 1998). O 

GALT é um importante regulador do crescimento bacteriano da luz intestinal, 

podendo impedir a adesão das bactérias na mucosa e diminuir a possibilidade 

de supercrescimento; as células de defesa da lâmina própria exercem controle 

sobre os microrganismos que conseguiram romper a barreira epitelial, 

impedindo a translocação para outros órgãos. Uma mucosa em boas 

condições, bem como um sistema imunológico atuante, apresentam as 

chances de translocação bacteriana minimizadas (BERG, 1999; ACHESON; 

LUCCIOLI, 2004).  
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A microbiota intestinal serve como estímulo primário para o desenvol-

vimento de componentes natos e adquiridos do sistema imunológico da 

mucosa. Muito da estrutura e das funções do intestino dos mamíferos parecem 

ter evoluído para impedir que o hospedeiro tolere os desafios antigênicos e 

químicos associados com o carregamento permanente de uma microbiota 

complexa. Os componentes natos e adquiridos do sistema imunológico do 

intestino interagem para mediar homeostase entre a microbiota e o hospedeiro 

em condições normais, no entanto a natureza antigênica da bactéria residente 

e a natureza sensível das células do hospedeiro contribuem para uma relação 

muito precária (DEPLANCKE ; GASKINS, 2001). 

2.5.2. A estrutura e importância do tubo gastrintestinal  

 O tubo gastrintestinal ou digestório, após a cavidade oral, se diferencia 

em quatro órgãos: esôfago, estômago, intestino delgado e intestino grosso. A 

análise histológica revela que a parede de cada um deles é formada por quatro 

camadas concêntricas: mucosa, submucosa, muscular e adventícia ou serosa. 

A mucosa é a camada que está diretamente em contato com o lúmen (luz), 

sendo constituída por três tecidos: o epitélio de revestimento, o tecido 

conjuntivo frouxo que constitui a lâmina própria e o tecido muscular liso que 

forma a muscular da mucosa. A camada mucosa apresenta variações 

histológicas entre os segmentos ou órgãos do tubo gastrintestinal, dentre elas, 

as projeções da mucosa no intestino delgado, conhecidas por vilosidades ou 

vilos, que aumentam a capacidade de absorção e que somente existem no 

intestino delgado (KIERSZENBAUM, 2004).  Cada vilosidade é revestida por 

epitélio simples cilíndrico, tendo um cerne de lâmina própria de tecido 

conjuntivo frouxo irrigado com capilares sangüíneos e linfáticos. Entre as 

vilosidades existem pequenas aberturas de glândulas tubulares simples 

denominadas glândulas ou criptas intestinais (glândulas de Lieberkühn), que se 

estendem através de quase toda a lâmina própria até a muscular da mucosa. 

As criptas, ao contrário dos vilos, existem na mucosa do intestino, delgado e 

grosso. O tecido epitelial que forma as criptas apresenta diversos tipos 

celulares diferenciados, além de células tronco ou stem cells, que normalmente 
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proliferam para renovar o próprio epitélio das criptas e das vilosidades 

(KESSEL, 2001). 

 A mucosa gástrica e intestinal é recoberta por um fluido viscoso 

denominado muco que atua como meio de proteção, lubrificação e transporte 

entre o conteúdo luminal e o epitélio (DEPLANCKE; GASKINS, 2001). A 

camada de muco, portanto, não deve ser confundida com a camada mucosa, 

pois apesar da interação que existe entre as duas, ambas são constituídas de 

componentes completamente distintos. Embora o muco seja um gel contínuo, a 

sua espessura é variável ao longo do tubo gastrintestinal. Em humanos, por 

exemplo, a camada de muco pode atingir a espessura de aproximadamente 

450 micrômetros no estômago (DEPLANCKE; GASKINS, 2001), já que o 

epitélio da mucosa gástrica precisa ser protegido do conteúdo ácido existente 

na luz (KESSEL, 2001). Já no reto humano, a espessura da camada de muco 

está em torno de 285 micrômetros (MATSUO et al., 1997), sendo que uma das 

funções importantes do muco nesse local é facilitar o trânsito das fezes. O 

principal componente do muco são as mucinas, produzidas por células 

secretoras mucosas. Um exemplo típico de célula secretora mucosa é a célula 

caliciforme (goblet cell), um tipo celular muito freqüente nas criptas intestinais. 

As mucinas constituem um grupo heterogêneo de glicoproteínas de elevado 

peso molecular, caracterizadas pelo alto grau de O-glicosilação, de modo que o 

componente glicídico pode alcançar até 80% da massa da molécula (GÓES; 

TABOGA, 2005). Os oligossacarídeos das mucinas são utilizados pelas 

bactérias bífidas, microrganismos comensais que exercem efeitos benéficos no 

intestino grosso, destacando-se atividade anticarcinogênica e imunomodulação 

(KATAYAMA et al., 2005). Por outro lado, o muco também atua como impor-

tante barreira à penetração de patógenos, pois forma uma trama hidrofílica que 

agrega agentes antimicrobianos, como o fator trefoil, lisozima, transferrina e 

imunoglobulinas (GÓES; TABOGA, 2005).   

As outras camadas que constituem a parede do tubo digestório também 

desempenham funções importantes, porém, não com a mesma relevância da 

mucosa, principalmente no que se refere aos processos de digestão, absorção 

e interação com a microflora. Entretanto, cabe citar que a submucosa consiste 

em tecido conjuntivo variável entre frouxo e denso e a muscular é, na maior 

parte do tubo digestório, composta de duas lâminas relativamente espessas de 
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músculo liso com orientações diferentes (circular interna e longitudinal externa). 

A camada mais delgada que recobre a superfície do tubo é designada de 

serosa, quando constituída por epitélio simples pavimentoso e tecido conjuntivo 

frouxo. Contudo, em alguns segmentos do tubo, como por exemplo, no 

esôfago, existe uma camada adventícia, no lugar da serosa e que consiste 

apenas em tecido conjuntivo frouxo (KESSEL, 2001) 

As funções básicas do tubo gastrintestinal são a digestão e absorção 

seletiva dos nutrientes necessários para o crescimento e a manutenção da 

estrutura do organismo. A seletividade de suas propriedades digestivas e da 

absorção pressupõe tanto a passagem dos nutrientes da luz intestinal para a 

circulação sangüínea e linfática como a função de barreira contra agentes 

nocivos (POWELL, 1994). 

Contudo, cabe ressaltar que o intestino grosso tem conformação 

anatômica e comportamento funcional diferenciados do restante do tubo 

digestório, inclusive em relação ao próprio intestino delgado. Em termos 

anatômicos, o intestino grosso se inicia na valva ileocecal e termina no ânus, 

sendo subdividido nos humanos em ceco, apêndice vermiforme ou cecal, 

colo ascendente, colo transverso, colo descendente, colo sigmóide e reto 

(KESSEL, 2001). Já, no rato, o intestino grosso é subdividido apenas em ceco, 

colo ascendente, colo descendente e reto, tendo um comprimento aproximado 

de 15 cm em ratos F-344 (KRINKE, 2000). As principais funções do intestino 

grosso são: absorção de água, intercâmbio de eletrólitos e de outras 

substâncias com o meio interno e a eliminação de resíduos alimentares não 

absorvidos sob a forma de fezes (KESSEL, 2001). 

Sob o ponto de vista histológico e em comparação com o intestino 

delgado, a mucosa do intestino grosso apresenta criptas mais retas e longas. 

Além disso, as células caliciformes também são mais abundantes na mucosa 

do intestino grosso. A lâmina própria da mucosa e a camada submucosa do 

intestino grosso podem apresentar grande incidência de nódulos linfáticos, 

especialmente na altura do ceco (KESSEL, 2001).   

O câncer de cólon é uma das causas mais importantes de morbidade e 

mortalidade por câncer entre homens e mulheres. Existem evidências de que 

bactérias probióticas poderiam inibir a carcinogênese através de vários 

mecanismos, dentre eles, estímulo da resposta imune do hospedeiro, a ligação 
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e a degradação de compostos com potencial carcinogênico e alterações 

qualitativas e/ou quantitativas na microbiota intestinal envolvida na produção de 

carcinógenos (SAAD, 2006).  

Uma das funções do trato gastrointestinal é a digestão e absorção 

seletiva dos nutrientes necessários para o crescimento e a manutenção da 

estrutura do organismo. A seletividade de suas propriedades digestivas e da 

absorção pressupõe tanto a passagem dos nutrientes do lúmen intestinal 

para a circulação sanguínea e linfática como a função de barreira contra 

agentes nocivos (POWELL, 1994). Ele está exposto, desde o nascimento e 

diariamente, a microrganismos potencialmente prejudiciais provenientes do 

meio (CLARKSON, 1995). Em indivíduos sadios existem mecanismos comple-

xos, inter-relacionados, que permitem que se estabeleça e mantenha uma 

microbiota gastrointestinal resistente, normal, que se encontra em harmonia 

com o meio externo, especialmente durante as etapas da infância (GRACEY, 

1999).  

2.6. Bactérias bífidas  

No final do século XIX, as bifidobactérias foram isoladas pela primeira 

vez por Tissier no Instituto Pasteur, na França, sendo caracterizadas 

como microrganismos Gram-positivos, não formadores de esporos, catalase-

negativos, anaeróbios e sem flagelos. No que se refere à morfologia, podem se 

apresentar na forma de bacilos curtos e curvados e bacilos bifurcados. São 

caracterizadas por um conteúdo elevado de guanina e citosina, variando em 

termos molares de 54 a 67%; possuem também diferenças notáveis em relação 

às propriedades fisiológicas e bioquímicas, incluindo os constituintes da parede 

celular. A temperatura ótima de crescimento varia entre 37 e 41 oC, ocorrendo 

máximos e mínimos de crescimento a 43-45 oC e 25-28 oC, respectivamente; 

em relação ao pH, o ótimo verifica-se entre 6 e 7, com ausência de crescimento 

a valores de pH ácidos de 4,5-5,0, ou a valores de pH alcalinos de 8,0-8,5. 

São organismos heterofermentativos, que produzem ácidos acético e lático na 

proporção molar de 3:2 a partir de dois moles de hexose, sem produção de 

CO2, exceto durante a degradação do gluconato. A enzima-chave dessa via 

metabólica é a frutose 6-fosfato fosfocetolase (F6FFK), sendo usada como 
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marcador taxonômico na identificação do gênero, mas que não permite a 

diferenciação entre as espécies (RASIC; KURMANN, 1983; SGORBATI et al., 

1995).  

Bactérias bífidas são microrganismos de extrema importância presentes 

no complexo ecossistema do trato gastrointestinal do ser humano, de outros 

mamíferos e em abelhas; encontram-se distribuídas em diversos nichos 

ecológicos, sendo dependentes da idade e dieta alimentar. São microrga-

nismos dominantes da microbiota endógena dos recém-nascidos, sendo o seu 

crescimento estimulado pelos componentes glicoprotéicos da k-caseína. 

Ocorrem alterações nos perfis das espécies ao longo da vida, uma vez que 

Bifidobacterium infantis e Bifidobacterium breve, típicos dos recém-nascidos, 

são substituídos nos adultos por Bifidobacterium adolescentis, porém 

Bifidobacterium longum é uma espécie que perdura ao longo de toda a vida 

do  hospedeiro, sendo um dos motivos de ser a espécie mais utilizada em 

alimentos probióticos comercializados no mundo (GOMES; MALCATA., 1999; 

MITSUOKA, 1990; RASIC; KURMANN., 1983; SGORBATI et al., 1995). 

Os fatores bifidogênicos são carboidratos que resistem ao metabolismo 

direto do hospedeiro e, por isso, atingem o intestino, onde são metabolizados 

preferencialmente por bifidobactérias. Esses fatores são incluídos no conceito 

de prebióticos, termo utilizado para compostos não digeríveis pelas enzimas 

digestivas, mas que afetam de modo benéfico o hospedeiro, através do 

favorecimento do crescimento e/ou exibição da atividade seletiva em relação 

a  um número limitado de bactérias do intestino capazes de contribuir 

beneficamente para a saúde (GIBSON; ROBERFROID, 1995).  

Lactobacilos e bifidobactérias predominam em crianças alimentadas 

com  leite materno, enquanto E. coli, Bacteroides e Staphylococci, são 

predominantes em  crianças alimentadas com fómulas. Acredita-se, geral-

mente, que o microambiente produzido por lactobacilli e bifidobacteria, 

incluindo o baixo pH do intestino, inibe a proliferação de bactérias patogênicas, 

contribuindo, portanto, para a defesa contra infecção, aumentando a 

proliferação das células da mucosa e através da assimilação de nutrientes 

(LUNDEQUIST et al., 1985; MITSUOKA, 1996; LONNERDAL, 1999; ISOLAURI 

et al., 2004). 
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A maioria dos estudos até hoje é de natureza descritiva, em que 

compostos e células são isolados e caracterizados e testados in vitro; somente 

em alguns poucos casos foram conduzidos estudos com animais. São raros os 

ensaios clínicos (duplo-cego, placebo controlado) para avaliação do significado 

fisiológico e dos possíveis efeitos sinergísticos de cada componente presente 

no leite materno. Além dos mecanismos envolvidos entre estes componentes e 

bactérias benéficas ao hospedeiro, como as bactérias bífidas, as células 

intestinais e o sistema imunológico de desenvolvimento serão possivelmente 

elucidados com as técnicas já existentes, aliadas às novas técnicas de biologia 

molecular, fornecendo suporte adicional para o papel do aleitamento materno 

no desenvolvimento das doenças crônicas (LONNERDAL, 2000).  

No nascimento, a microbiota intestinal é adquirida no canal do parto, e 

sua composição definitiva é obtida em torno dos dois anos de idade. No adulto, 

o número de bactérias da microbiota intestinal é 10 vezes maior que o de 

células formadoras de órgãos e tecidos, isto é, 1014 bactérias para 1013 células 

humanas (TANNOCK, 1999). Esta microbiota pode ser autóctone, que corres-

ponde à microbiota normal ou indígena, ou alóctone, que é transitória e passa 

pelos intestinos, mas não o coloniza, como o faz a autóctone (TRABULSI; 

SAMPAIO, 2000). As bactérias da microbiota intestinal são encontradas nos 

intestinos delgado e grosso. No intestino delgado ascendente quantidade 

dessas bactérias é de aproximadamente 104 UFC/mL, e as espécies mais 

representativas são estafilococos, estreptococos e lactobacilos, sendo rara-

mente encontradas bactérias anaeróbias. Já no íleo distal, o número de 

bactérias é bem maior, em torno de 108 UFC/mL, e a microbiota torna-se 

bastante diversificada, com a presença de coliformes e várias espécies de 

bactérias anaeróbias, como Bacteroides, Fusobacterium e Clostridium. O baixo 

potencial de oxirredução no íleo explica a presença da microbiota anaeróbia 

nessa região. Após a válvula ileocecal, a concentração bacteriana atinge 

1010-1011 UFC/mL do conteúdo intestinal. No intestino grosso, as bactérias 

anaeróbias superam as facultativas e aeróbias, predominando Bacteroides, 

Bifidobacterium e Fusobacterium, porém Lactobacillus, Streptococcus, 

Clostridium e Enterobacter são também bastante freqüentes. Calcula-se que 

a microbiota intestinal compreenda em torno de 400 espécies, pertencentes a 
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20 a 40 gêneros, encontrados livremente na luz intestinal, e outros estão 

associados à camada de muco ou na superfície epitelial (TANNOCK, 1998).  

Pesquisas recentes sobre infecções humanas sugerem que a microbiota 

intestinal desempenha um papel principal na resistência a infecções virais e na 

colonização do trato gastrointestinal por bactérias patogênicas (IBNOU-ZEKRI 

et al., 2003; ASAHARA et al., 2004). Essa proteção da microbiota pode ser 

melhorada pela ingestão de probióticos, os quais são microrganismos que 

favoravelmente influenciam a fisiologia pela modificação dessa microbiota 

intestinal (SALMINEN et al., 1998; RASTALL et al., 2005).  

As bactérias bífidas descobertas por Tissier em 1899 são os principais 

componentes do trato gastrointestinal (MITSUOKA, 1990) e exercem efeito 

barreira e de defesa da mucosa (LOOIJESTEIJN et al., 2001; MULLIE et al. 

2004). 

A aderência das bactérias probióticas à mucosa intestinal, envolve a 

participação de adesinas bacterianas, da composição da parede celular e de 

receptores da mucosa intestinal. A interação entre esses elementos promove a 

fixação da bactéria à mucosa, o que impede sua eliminação pelo peristaltismo 

intestinal e pelas correntes de fluidos, que tendem a levá-las para o exterior do 

organismo. A capacidade de aderir às células derivadas da mucosa intestinal 

ou à própria mucosa já foi demonstrada, para algumas estirpes de 

Lactobacillus e Bifidobacterium utilizadas como probióticos (TRABULSI; 

SAMPAIO, 2000). A adesão bacteriana depende em parte de interações 

reversíveis ou irreversíveis. O estágio inicial e reversível é mediado por um 

complexo de interações físico-químicas, incluindo hidrofobicidade e cargas, que 

não são consideradas específicas, mas são propriedades importantes 

(PELLETIER et al., 1997). 

 A propriedade de exclusão ou redução da aderência de enteropatógenos 

já foi demonstrada para vários probióticos, provavelmente sendo conseqüência 

do bloqueio de receptores que seriam utilizados por eles. Essa propriedade é 

muito importante, pois contribui para o efeito protetor dos probióticos contra 

infecções intestinais. Para que haja multiplicação das bactérias probióticas, 

elas devem competir em condições favoráveis de atmosfera e pH. Estudos 

experimentais, através da análise de material fecal têm demonstrado a 

multiplicação dos probióticos nos intestinos do homem e de animais de 
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laboratório. Além da produção de bacteriocinas, ocorre a liberação de ácidos, 

principalmente lático e acético, tornando o ambiente intestinal bastante 

desfavorável à proliferação de microrganismos patógenos ou putrefativos 

(TRABULSI; SAMPAIO, 2000). 

Pesquisas têm demonstrado que bifidobactérias probióticas, especial-

mente Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis e Bifidobacterium 

breve, estimulam o sistema imunológico; com isso, capacitam o hospedeiro a 

ter uma resistência maior a infecções gastrointestinais (MULLIE et al., 2004) e 

contribuem na redução das inflamações alérgicas. Evidências científicas 

sugerem que as bactérias probióticas exercem efeitos no sistema imunológico 

e que podem ser utilizadas no tratamento de patologias imunológicas 

(PERDIGON et al., 2001; DOGI; PERDIGON, 2006).  

Ainda não está elucidado o mecanismo celular e/ou molecular para o 

efeito imunoestimulador de bactérias bífidas, porém o modo de ação no trato 

gastrintestinal parece ser não-específico, aumentando para uma grande 

variedade de antígenos, exercendo efeitos mediante interações entre o tecido 

linfóide e os microrganismos, como também por metabólitos produzidos in situ 

(ISOLAURI; SALMINEN, 2005); componentes da parede celular desempenham 

importante papel em mecanismos homeostáticos, assim como na imunidade 

não-específica, promovendo preferencialmente respostas Th1 pela secreção de 

IFN-γ. Também, experimentos utilizando Lactobacillus spp. estimularam não só 

a capacidade de produção de INF-γ em linfócitos esplênicos murinos como 

também estimularam mitoses, ao passo que a liberação de IL-4 e IL-5 não foi 

afetada (GILL, et al., 2000; HARSHARNJIT, 2003).  
Amrouche et al. (2006) estudaram os efeitos dos componentes da 

parede celular, do citoplasma e de expolissacarídeos (EPS) na proliferação de 

linfócitos esplênicos murinos e na liberação de IFN-γ e IL-10. Foram utilizadas 

três bactérias bífidas (RBL64, RBL81 e RBL82) isoladas de fezes de recém-

nascidos, juntamente com uma estirpe comercial Bifidobacterium lactis Bb12, 

utilizada como controle positivo. Esses autores concluíram que, entre os 

diferentes extratos celulares, os componentes da parede celular mostraram 

melhores efeitos na proliferação celular e liberação de citocinas, quando 

comparados com os demais. Valores detectados de IFN-γ ficaram na faixa de 
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4 ng/mL, e os de interleucina 10 (IL-10), em torno de 0,8 ng/mL, sugerindo que 

estes componentes da parede celular poderiam ser usados no controle de 

certas patologias do sistema imunológico. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o pH e grupos 

microbianos presentes no leite materno obtido de doadoras voluntárias durante 

o período de lactação de 10 a 30 dias e sua importância em bancos de leite 

humano. Verificar em modelo murino o pH e o processo de modulação dos 

diferentes grupos microbianos presentes no conteúdo cecal, por meio da 

ingestão de leite materno pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium 

breve e analisar histomorfometricamente a região do cólon ascendente por 

meio da determinação da profundidade das criptas intestinais. Verificar a 

citotoxicidade celular; verificar a resposta imunológica nos animais por meio da 

ingestão de leite materno pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium 

breve no exsudato peritonial e células esplênicas para quantificação de 

citocinas, IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α e para determinação de compostos interme-

diários do nitrogênio (NO) e do oxigênio (H2O2) no período de 30 dias. 
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CAPÍTULO 1 

CARACTERIZAÇÃO MICROBIOLÓGICA DE LEITE HUMANO MADURO 
COLETADO EM DOMICÍLIO PARA USO EM BANCOS DE LEITE  

1. INTRODUÇÃO 

Componentes presentes no leite materno incluem uma combinação de 

proteínas, lipídios, carboidratos, minerais, vitaminas, enzimas e células vivas, 

com inquestionáveis benefícios nutricionais, imunológicos, psicológicos e 

econômicos (CUMMINGHAM; JELLIFE; 1991; NDUATI et al., 2000). O efeito 

protetor do leite humano é atribuído a fatores únicos natos e adquiridos do 

próprio leite, o qual possui funções imunorregulatória, antiinflamatória e 

antiinfecciosa, incluindo anticorpo secretor, oligossacarídeos, glicoconjugados, 

lactoferrina, leucócitos, citocinas e outros.  

O Ministério da Saúde (Lei no 11.265, de 3 de janeiro de 2006) 

recomenda a amamentação exclusiva em bebês até seis meses de idade,  e 

incentiva à continuidade do aleitamento materno até os dois anos de idade 

após a introdução de novos alimentos na dieta dos lactentes e das crianças 

de primeira infância. Se essas recomendações fossem seguidas, no mundo 

inteiro seria evitada, pelo menos em um ano, a morte de 1 milhão de crianças 

aproximadamente (MORROW; RANGEL; 2004; TANRIVERDI et al., 2006; 

BRASIL, 2006).  
O leite materno constitui um suplemento de fatores de proteção para o 

recém-nascido, além de restringir e/ou inibir o crescimento de bactérias 
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patogênicas; a efetividade dessa proteção é fundamental, principalmente em 

locais de baixo nível socioeconômico e condições sanitárias inadequadas, 

associadas ao estado fisiológico e grau de imaturidade do bebê (STEVENSON 

et al., 1985; NEWBURG, 2005).  

Devido aos inúmeros benefícios conferidos pelo leite materno às 

crianças e recém nascidos (sadios e/ou prematuros) e pelo fato de muitas 

mães serem privadas pelos mais diferentes motivos de amamentarem seus 

filhos é que os bancos de leite humano vêm crescendo e se tornado prática 

corrente em muitos países (GIULIANI, 2002). 

Os Bancos de Leite Humano (BLH) são centros especializados, obriga-

toriamente vinculados a um hospital materno e/ou infantil, responsáveis pela 

promoção do incentivo ao aleitamento materno e execução das atividades de 

coleta, processamento e controle de qualidade do colostro, leite de transição e 

leite humano maduro, para posterior distribuição, sob prescrição do médico ou 

nutricionista (BRASIL, 1994). O Brasil é referência mundial em Bancos de Leite 

Humano, exportando tecnologia para outros países e possui a maior e 

mais bem estruturada rede. Atualmente possui em torno de 190 unidades 

espalhadas por todo o Brasil (GIULIANI, 2002).   

O leite materno, para ser usado nos bancos de leite, precisa ser 

submetido ao tratamento térmico de pasteurização, o que garante a sua inocui-

dade para as crianças, protegendo os recém-nascidos contra uma variedade 

de doenças. A importância dos bancos de leite humano é incontestável quanto 

aos aspectos de saúde pública. O Brasil é líder mundial no número desses 

bancos e o seu papel tem sido reconhecido pela Organização das Nações 

Unidas para o Desenvolvimento da Ciência, Educação e a Cultura (UNESCO). 

A coleta das amostras de leite humano deve ser realizada com assepsia, para 

que não haja contaminação do leite com microrganismos presentes nas 

porções externas das mamas e/ou do ambiente. O banco de leite humano é um 

centro especializado responsável pela promoção e incentivo ao aleitamento 

materno e o tratamento térmico da pasteurização é de vital importância para 

manutenção da qualidade higiênico-sanitária do produto em bancos de leite 

humano. 

As mudanças que ocorrem na microbiota que coloniza o trato gastroin-

testinal possuem uma relação direta com as variações alimentares observadas 
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pelo lactente e a funcionalidade do intestino, pois alterações qualitativas e 

quantitativas podem desencadear doenças diarréicas associadas ou não à 

presença de enterotoxinas, com conseqüente má absorção dos nutrientes, 

perda de líquidos, desnutrição e, em alguns casos, o óbito (RUBALTELLI et al., 

1998). As infecções, que ocorrem ao longo do primeiro ano de vida, constituem 

uma das causas mais freqüentes de aumento dos índices de morbi-mortalidade 

entre lactentes. A freqüência e a gravidade dessas infecções, principalmente 

por bactérias Gram-negativas, influenciadas pela imaturidade do sistema 

imunológico, são uma peculiaridade dessa faixa etária (DUFFY et al., 2001). 

Por definição, coliformes são bacilos aeróbicos e/ou anaeróbicos facul-

tativos, Gram-negativos, não-esporulados, capazes de fermentar a lactose com 

produção de ácido e gás. Esse grupo inclui vários gêneros e espécies da 

família Enterobacteriaceae, com potencial variado de patogenicidade para o 

homem. Os gêneros deste grupo são Escherichia, Klebsiela e Enterobacter, 

sendo o habitat natural e principal nicho das enterobactérias o trato intestinal 

do homem e de outros animais (SPECK, 1984). Assim, a presença dessas 

bactérias no leite humano é indicativa que este entrou em contato, de forma 

direta ou indireta, com material de origem fecal. 

A contagem total de mesófilos aeróbios é empregada para indicar a 

qualidade sanitária na obtenção de determinado produto. A alta contagem 

desse grupo de bactérias no leite materno é indicativa de contaminação 

na  obtenção no momento da ordenha, sob o ponto de vista sanitário 

(SPECK, 1984).  

Staphylococcus aureus é uma bactéria encontrada na orofaringe dos 

seres humanos com prevalência de 35 a 40%; e na boca e saliva, de 10 a 35%. 

Sua presença no leite humano pode ser interpretada como contaminação 

secundária a partir da pele e fossas nasais, ou por condições higiênicas ou 

sanitárias insatisfatórias dos utensílios empregados. A maior preocupação 

quanto à sua presença incide sobre a ocorrência de cepas produtoras de 

toxinas resistentes à pasteurização (ALMEIDA et al., 1998).  

A veiculação de microrganismos patogênicos ou não no leite humano 

ordenhado (cru) e pasteurizado é um fator de risco em potencial para o recém-

nascido. O objetivo deste trabalho foi a determinação da qualidade higiênico-

sanitária das amostras de leite humano coletado em domicílio.  
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2. OBJETIVOS 

Os objetivos deste estudo foram: determinar o pH e os grupos 

microbianos incluindo coliformes totais, mesófilos aeróbios totais, 

Staphylococcus aureus, em amostras de leite materno cru e pasteurizado 

(65 ºC/30 min) coletadas em domicílio de doadoras voluntárias. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com seres 

humanos da Universidade Federal de Viçosa (no do processo 50702452817). 

O cadastramento das doadoras foi realizado no Hospital São Sebastião, 

na cidade de Viçosa, MG, para posterior coleta em domicílio. Após a coleta, as 

amostras de leite materno foram levadas ao Laboratório de Culturas Láticas do 

Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (Bioagro).  

3.1. Coleta do leite humano e análise microbiolóicas dos grupos 
microbianos presentes nas amostras de leite cru e pasteurizado  

Em cada repetição, as amostras de leite humano cru (LHC), recém-

ordenhadas, foram obtidas de oito doadoras voluntárias de Viçosa-MG, 

saudáveis, com idade gestacional a termo e parto normal ou cesárea e tempo 

de lactação compreendido entre 10 e 30 dias. As amostras foram coletadas em 

domicílio, sem o uso medicamentoso ou de antibióticos. As recomendações  

adotadas para essa coleta e manutenção foram os descritos no Manual de 

Rotina para Bancos de leite humano (BRASIL, 1994). As amostras foram 

encaminhadas ao Laboratório de Culturas Láticas (Bioagro/UFV). Após 

diluições adequadas e determinação do pH, as análises microbiológicas foram 

feitas empreando-se meios de cultura adequados para os grupos microbianos, 

estudados no leite cru e pasteurizado, sendo eles: coliformes totais: ágar Violet 

Red Bile, VRB 35 ºC/48 h (APHA, 2001), Mesófilos Aeróbios Totais, PCA 

30 ºC/48 h (APHA, 2001) e Staphylococcus aureus, 35 ºC/24 h (AOAC 981.15 - 

Rapid S. aureus (RSA) (Count Plate). 
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3.2. Composição das amostras de leite humano ordenhado em domicílio 

O pool do leite humano constituído de 224 coletas de leite foi dividido em 

duas partes iguais. Uma, mantida sob refrigeração, foi constituída de Leite 

Humano Cru, enquanto a outra foi pasteurizada (65 oC/30 minutos) e imedia-

tamente resfriada (Figura 1).  

 

 

Cadastramento das doadoras e posterior coleta 
individual do leite materno em domicílio, no 

período de 10 a 30 dias de lactação* 

 

Transporte imediato das amostras de leite 
materno ordenhado para o Laboratório de 

Culturas Láticas (Bioagro) 

 

Análises microbiológicas, determinação de pH do 
leite materno cru (LHC) e do leite pasteurizado 

(LHP) (65 ºC/30minutos) 

 

Contagem total (PCA/30 ºC/48 h), coliformes 
totais (VRB/35 ºC/48 h) e Staphylococcus aureus 

(35 ºC/24 h) 

Figura 1 -  Fluxograma de obtenção do leite humano ordenhado. Os padrões adotados 
para a coleta e manutenção do leite materno cru e pasteurizado foi 
conforme descrito no Manual de Rotina para Bancos de leite humano 
(BRASIL, 1994). 

 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para determinação de pH e análises microbiológicas nas amostras de 

leite humano cru e leite humano pasteurizado, os dados foram analisados 

utilizando-se o teste t de Student a 5% de probabilidade (RIBEIRO Jr., 2001).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Determinação de valores médios dos grupos microbianos e de pH no 
leite materno cru (LHC) e pasteurizado (LHP) no período de 10 a 
30 dias de lactação  

Pode-se observar na Tabela 1 que não houve variação nos valores 

encontrados de pH nas amostras de leite humano cru e leite pasteurizado no 

período de 10 a 30 dias de lactação, durante as quatro repetições. 

Os valores médios obtidos pela avaliação microbiológica nas amostras 

de leite humano cru e pasteurizado são apresentados na Tabela 1. Em 

todas as amostras de leite cru (LHC), foram encontrados contagens altas 

de mesófilos aeróbios totais, coliformes totais e Staphylococcus aureus. Os 

valores médios, expressos em Log de UFC/mL, obtidos em quatro repetições 

nas amostras de leite cru foram de 4,07(0,02), 3,03(0,05) e 4,14(0,02) para 

mesófilos totais, coliformes e S. aureus, respectivamente. Nas amostras de 

leite materno pasteurizado não foi detectada presença de coliformes totais e 

S. aureus; para contagem total de mesófilos totais, a média foi de 2,95 (0,01). 

A adoção de práticas adequadas na obtenção das amostras de leite coletadas 

em domicílio e o controle eficaz da pasteurização do leite materno permitirão 

mantê-las estocadas e disponíveis nos bancos de leite.  

 

Tabela 1  -  Valores médios de pH, contagem total (PCA/30ºC/48h), coliformes 
totais (VRB/35 ºC/48 h) e Staphylococcus aureus (35 ºC/24 h),  
encontrados no leite materno cru e pasteurizado  

Parâmetros Leite Humano Cru 
(LHC) 

Leite Humano 
Pasteurizado (LHP) 

Contagem Total 4,07 a 2,95 b 
Coliformes Totais 3,03 a 0,0 b 
Staphylococcus aureus 4,14 a 0,0 b 
pH 7,01a 6,99 a 

Médias seguidas da mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. 
 
Observou-se que em todas as amostras de leite humano cru ordenhado 

(LHC) obtidas neste estudo apresentaram uma microbiota inicial inadequada, 

acima do permitido pela legislação vigente. A prevalência de microrganismos 

indicadores e patogênicos indica condições higiênico-sanitárias inadequadas 
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das amostras obtidas no momento da ordenha, em domicílio, apesar de todas 

as recomendações prescritas para as doadoras. Contudo, com relação ao 

leite pasteurizado (LHP), em 100% das amostras foi detectado ausência de 

coliformes totais e Staphylococcus aureus, porém em relação à contagem total 

de mesófilos, o valor médio foi de 2,95 (0,01), superior ao recomendado por 

esta Resolução (RDC 12/ M.S., 2001), e foi provavelmente devido a presença 

de termodúricos.  

A Resolução RDC no 12, de janeiro de 2001, do Ministério da Saúde 

estabeleceu, pela primeira vez no Brasil, critérios para controle microbiológico 

do leite humano ordenhado. A contagem de microrganismos aeróbios 

mesófilos viáveis permitida é de até 100 UFC/mL, com coliformes a 35 oC 

e  Staphylococcus coagulase positiva ausentes em 1 mL e Salmonella sp. 

ausente em 25 mL. De acordo com o Ministério da Saúde (2001), o 

leite  humano cru dos bancos de leite humano, se não utilizado de imediato, 

deve ser armazenado a 4 ºC por até 12 horas, ou a -4 ºC a -18 ºC por no 

máximo 15 dias; antes da pasteurização (65/30 ºC), o leite estocado deve ser 

submetido a testes microbiológicos e físico-químicos, para avaliação de sua 

qualidade 

Borba (2001), analisou a presença de coliformes totais, enterococos, 

clostrídeos, bolores e leveduras e mesófilos totais em dezonove amostras 

individuais de leite humano obtido de cinco doadoras, sendo onze coletadas 

por expressão manual, quatro com bomba manual e quatro por gotejamento da 

mama. Os valores encontrados pelo autor para coliformes totais foram de 0,38, 

1,42 e 1,45 respectivamente para leite obtido por expressão manual, bomba 

manual e gotejamento. Almeida (1986) encontrou contagens superiores de até 

4,0 Log de UFC/mL em leite recém-ordenhado. Para mesófilos aeróbios totais, 

a contagem foi de 3,24 Log UFC/mL em leite coletado por compressão das 

mamas. Para esse mesmo grupo de microrganismos e a mesma técnica de 

coleta, os resultados publicados na literatura são variados. Para bolores e 

leveduras, os valores médios foram de 1,71 Log UFC/mL para leite expressado 

manualmente e de 2,0 Log UFC/mL para o coletado por bomba.  

Almeida (1986) encontrou contagem de até 7,0 Log UFC/mL para o leite 

obtido de forma semelhante. Para clostrídeos, os valores médios foram de 

1,94, 1,99 e 1,96 Log UFC/mL, respectivamente nas amostras de leite humano 
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obtido por coleta manual, bomba e gotejamento; contudo, não são encontradas  

referências sobre este grupo de microrganismos em análises de amostras de 

leite humano. Observa-se, neste estudo, que os resultados discutidos para os 

grupos microbianos pesquisados os valores encontrados foram superiores aos 

encontrados pela autora acima. A contaminação secundária do leite humano é 

devida à presença de microrganismos nos ductos lactíferos externos das 

mamas, à microbiota epidérmica dos mamilos, regiões circundantes, e mãos 

da  doadora. Essa contaminação precisa ser minimizada, e o processo de 

pasteurização é necessário, salvo em casos que o leite da mãe destine-se ao 

próprio filho, e seja devidamente coletado e mantido estocado adequadamente 

(BRASIL, 1993).  

Serafini et al. (2003) analisaram 194 amostras de leite humano cru e 144 

de leite pasteurizado. Nas amostras de leite humano cru, foram isoladas 

136 cepas (70,4%) de microrganismos indicadores e/ou potencialmente 

patogênicos; das 144 amostras de leite pasteurizado, 73 (50,7%) apresentaram 

contaminação. Nas amostras de LHO cru, foram isoladas três (2,2%) cepas 

de  Streptococcus do grupo viridans, 10 (7,35%) Staphylococcus aureus; 

28 (20,59%) S. epidermidis e 49 (36,0%) amostras contaminadas por 

Enterobacteriaceae. Foram observadas, ainda, 43 (31,6%) amostras de leite 

cru contaminadas por bolores e leveduras; das 144 amostras de leite pasteu-

rizado, foram encontradas 73 cepas, sendo duas (2,7%) Staphylococcus 

lugdenensis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus do grupo viridans; 

cinco (6,9%) Staphylococcus aureus; 15 (20,6%) S. epidermidis e 12,3% das 

amostras foram detectadas Enterobacteriaceae e 37 (50,7%) amostras mostra-

ram-se positivas para bolores e leveduras.  

A presença de contaminantes no leite humano cru acarreta a redução do 

valor biológico em função da degradação da utilização de nutrientes do leite 

pela microbiota deteriorante e à diminuição dos fatores de defesa. Essas 

situações determinam, na maioria das vezes, a classificação do produto como 

impróprio para o consumo, tendo em vista a vulnerabilidade dos bebês que o 

receberão. Além disso, o processo de pasteurização será tanto menos eficiente 

quanto maior for o conteúdo microbiano do produto.  

A presença de Staphylococcus aureus no leite humano pode ser 

interpretada como contaminação secundária a partir da pele e fossas nasais, 
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ou por condições higiênicas ou sanitárias insatisfatórias dos utensílios 

empregados; o maior problema é quanto à presença de cepas produtoras de 

toxinas resistentes à pasteurização (ALMEIDA et al., 1998).  

Resultados semelhantes aos desta pesquisa foram encontrados por 

Pereira et al. (1995). Esses autores relataram a presença de Staphylococcus 

em todas amostras de leite materno procedentes de 19 mulheres com sintomas 

de mastite. Das 19 cepas, oito sintetizavam quantidades detectáveis de 

enterotoxinas. Carroll et al. (1979) observaram S. aureus em 13 (6,2%) 

amostras, das 207 de leite humano cru pesquisadas e outros autores encon-

traram Staphylococcus coagulase positiva nas amostras estudadas: 28,1% 

(NIKODEMUZ, 1986); 29% (ALMEIDA et al., 1998); e 51,7% (ALMEIDA et al., 

1989). 

Outros autores encontraram E. coli em 8,5% de 59 amostras de leite 

materno (SZOLLOSY et al.; 1974) e em 2% de 44 amostras. (EIDELMAN; 

SZILAGYI, 1979), indicando uma contaminação de oriem fecal do leite; as 

enterobactérias foram observadas em 15 amostras (7%) (CARROLL et al., 

1979). Todos esses resultados revelaram a presença de enterobactérias em 

25,3% das amostras de leite humano cru analisadas e em 6,2% do leite após 

pasteurização, o que resulta num produto com qualidade higiênica inferior ao 

desejado. De acordo com RAMOS et al.; 2005, resultados semelhantes 

continuam sendo observados até hoje.  

De acordo com Almeida et al. (1989), é importante a determinação do 

grupo coliforme no controle da qualidade microbiológica dos bancos de leite 

humano, pois sua presença pode indicar contaminação, mesmo que indireta, 

de origem fecal, sem implicar necessariamente a presença de E. coli. 

Pesquisas têm mostrado que a contaminação por coliformes pode ser 

proveniente do ambiente. Novak, et al. (1989) avaliaram 472 amostras, que 

revelaram 38,4% deste grupo de bactérias; posteriormente, em 5.710 amostras 

de leite humano foram detectados coliformes em 1.139 (19,9%), e de 

837 amostras, 71 (8,48%) estavam contaminadas com coliformes, porém 

apenas três por E. coli.  

Serafini et al. (2003), detectaram que os coliformes estiveram presentes 

em 21,1% das amostras de leite cru e em 5,6% das amostras pasteurizadas, o 

que indicou que a eficiência da pasteurização pode ser comprometida por uma 
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alta população microbiana inicial. Nesse experimento, todas as amostras 

(100%) de leite cru continham coliformes totais; no leite pasteurizado não foram 

detectados coliformes totais e Staphyloccocus aureus em nenhuma das  

amostras. A maior preocupação quanto à presença de S. aureus incide sobre a 

ocorrência de S. aureus enterotoxigênicos, que produzem toxinas resistentes à 

pasteurização quando a população atinge contagens da ordem de 105 UFC/mL. 

De acordo com Mislivec et al. (1992), a presença de bolores e leveduras 

em leite pode indicar contaminação advinda do ambiente ou resultado de 

manipulação em condições higiênico-sanitárias insatisfatórias. Almeida et al. 

(1986), encontraram uma prevalência de fungos e leveduras em 69,4% das 

amostras obtidas após emprego de método usual (água e sabão) de higiene da 

glândula mamária. Já Colaço et al. (2001) observaram 230 (6,5%) amostras 

com bolores e leveduras, de 7.570 analisadas.  

Os resultados encontrados por Serafini et al. (2003), em relação a 

bolores e leveduras foram de 22% para leite cru, mostraram-se inferiores aos 

de outros autores citados, porém preocupantes para leite pasteurizado (25,7%), 

denotando possível contaminação ambiental pós-processamento ou ineficácia 

da pasteurização. A presença de leveduras patogênicas em leite humano 

ordenhado (LHO) pasteurizado poderia ser uma fonte de infecção para recém-

nascidos durante o aleitamento. Os autores sugeriram, como uma das medidas 

de controle de qualidade dos bancos de leite, o uso da contagem de leveduras.  

Diante dos resultados obtidos neste estudo, é preciso haver esforços 

para melhorar a qualidade microbiológica do leite humano ordenhado coletado 

em domicílio, mesmo o que se destina à pasteurização. Para isso, resultados e 

medidas mais rigorosas de monitoramento da qualidade do leite humano são 

imprescindíveis, no sentido de garantir um alimento seguro para os recém-

nascidos.  

A qualidade microbiológica do leite humano ordenhado dos bancos de 

leite humano é um assunto de saúde pública, considerando que crianças que 

consumirão esse produto têm baixa resistência a infecções neonatais. Apesar 

da eficiência do processo de pasteurização para patógenos verificado neste 

estudo, torna-se urgente a necessidade de conscientização por parte das 

doadoras no que se refere aos métodos de obtenção de coleta e ordenha 

domiciliar do leite materno. Resultados e medidas mais rigorosas de 
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monitoramento do controle de qualidade na ordenha do leite humano coletado 

em domicílio são imprescindíveis para garantir um alimento seguro para os 

recém-nascidos; e com isso, essas amostras podem ser mantidas estocadas e 

disponíveis por seis meses em bancos de leite humano. 
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CAPÍTULO 2 

ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA E MODULAÇÃO DA MICROBIOTA NO 
INTESTINO GROSSO POR MEIO DA INGESTÃO DE LEITE HUMANO E 

BACTÉRIA PROBIÓTICA EM MODELO MURINO 

1. INTRODUÇÃO 

O aleitamento materno, devido à presença de imunoglobulinas e células 

imunocompetentes, protege os recém-nascidos contra uma variedade de 

doenças infecciosas (DAÍ; WALKER, 1999; NEWBURG, 2005). O colostro e 

o  leite humano apresentam fatores de crescimento que promovem a implan-

tação de algumas espécies bacterianas importantes no trato gastrointestinal 

(RUBALTELLI et al., 1998), entre elas as dos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium, que fazem parte da microbiota benéfica do intestino delgado e 

grosso, respectivamente. Em crianças amamentadas com leite materno, as 

bactérias bífidas convertem a lactose em ácido acético e lático na proporção 

3:2, o que reduz o pH intestinal. Além disso, o leite materno possui um terço da 

capacidade tamponante do leite de vaca, o que favorece a manutenção de um 

pH intestinal ácido, inibindo assim a multiplicação de bactérias coliformes e 

outras enterobactérias (MITSUOKA, 1996).  

As bactérias bífidas também sintetizam vitaminas B1 (tiamina), B6 (ácido 

fólico), B12 (cianocobalamina) e ácido nicotínico, em diferentes proporções, 

contribuindo com a biodisponibilidade destas substâncias. Também foi 

demonstrado que estas bactérias inibem, no intestino grosso, a atuação de 
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enzimas pro-carcinogênicas, evitando com isso a ação de substâncias 

putrefativas, como amônia, H2S, aminas, fenol, indol, escatol e ácidos 

biliares secundários, extremamente prejudiciais, pois estas substâncias são 

parcialmente absorvidas, contribuindo ao longo da vida para o processo de 

envelhecimento, câncer e outras doenças (MITSUOKA, 1996). 

Principalmente as bactérias dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium 

são utilizadas como bactérias probióticas que, consumidas em número 

elevado, têm a propriedade de repor a microbiota intestinal desbalanceada pela 

dieta, por tratamentos com antibióticos/quimioterapia ou por estresse do 

hospedeiro (FERREIRA, 2003). 

Os bancos de leite humano consistem em centros de apoio à ama-

mentação, onde o leite materno é recebido, processado e ofertado, de forma 

gratuita, a determinados recém-nascidos prematuros e lactentes em situações 

especiais. Borba (2001) avaliou o efeito do processo de pasteurização do leite 

sobre o crescimento, in vitro, de bifidobactérias de origem humana em leite 

doado por lactantes com período de lactação entre 10 e 30 dias após o parto e 

constatou que o leite materno pasteurizado apresentou efeito inibidor no 

crescimento das espécies de Bifidobacterium em estudo, enquanto no leite cru 

o crescimento foi estimulado. Quando culturas concentradas dessas bactérias 

bífidas foram adicionadas ao leite humano pasteurizado e cru, a viabilidade 

manteve-se sem alteração ao longo dos períodos de congelamento, após o 

descongelamento e refrigeração, de acordo com os protocolos de uso seguidos 

nos Bancos de leite (BORBA et al., 2003; RAMOS et al., 2005). Os autores 

sugeriram que a adição dessas bactérias probióticas, no leite materno depo-

sitado nos bancos, poderia se constituir num procedimento de rotina promissor, 

considerando-se os benefícios advindos da reposição deste grupo essencial 

para a manutenção do equilíbrio saudável da microbiota  intestinal do recém 

nato e seus inúmeros benéficos (FERREIRA; TESHIMA 2000).  

No intestino, delgado e grosso, a microbiota influencia, entre outros 

processos, a diferenciação e renovação do epitélio intestinal; a síntese de 

mucinas pelas células caliciformes (DEPLANCKE; GASKINS, 2001) e a distri-

buição do tecido linfático associado à mucosa intestinal (GALT), constituído 

principalmente de linfócitos B, plasmócitos, linfócitos T e macrófagos. Estas 

células, além de estarem espalhadas de forma difusa na lâmina própria da 
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mucosa do tubo gastrintestinal, podem estabelecer formações nodulares 

(nódulos ou folículos) que se distribuem nas camadas mucosa e submucosa 

da parede intestinal (FALK et al., 1998). No íleo e no apêndice do ceco, 

estes nódulos formam agregados denominados placas de Peyer (LÜLLMANN-

RAUCH, 2006).  No caso do rato, o ceco não apresenta o apêndice, mas a sua 

parede é rica nestes nódulos, especialmente na porção apical do ceco. O 

GALT é um importante regulador do crescimento bacteriano na luz do intestino, 

podendo impedir a adesão de bactérias patogênicas na mucosa, além de 

diminuir a possibilidade de supercrescimento. Além disso, as células de 

defesa da lâmina própria, na mucosa intestinal, exercem controle sobre os 

microrganismos que conseguiram romper a barreira epitelial, impedindo a 

translocação para outros órgãos. Porém, microrganismos patogênicos podem 

desenvolver formas de invasão sistêmica, pois não sendo destruídos por 

fagócitos na mucosa intestinal, conseguem romper a barreira intestinal e 

chegar aos linfonodos mesentéricos e a outros órgãos, causando lesões, 

resultando em uma resposta inflamatória intensa (BERG, 1995; ZARZAUR; 

KUOSK, 2001).  
Evidências de que a microbiota intestinal influencia a distribuição de 

células caliciformes e a biossíntese de mucinas têm sido obtidas em 

vários estudos. Animais germ-free apresentam reduzido número de células 

caliciformes, em comparação aos animais convencionais (ISHIKAWA et al., 

1989; KANDORI et al., 1996); apesar disso, a camada de muco que recobre 

o epitélio intestinal é nitidamente mais espessa do que a existente nos 

animais  convencionais, devido à falta de enzimas bacterianas que possam 

degradar parte das mucinas. Conseqüentemente, animais germ-free apre-

sentam alargamento do ceco, que pode ser revertido com a introdução de 

bactérias, especialmente dos gêneros Peptostreptococcus, Ruminococcus e 

Bifidobacterium (HOSKINS et al., 1985).  

Considerando que bactérias probióticas podem influenciar o ecossistema 

intestinal, foi realizado este estudo, no qual se procurou avaliar os efeitos do 

leite humano, adicionado ou não de bactérias bífidas, sobre a microbiota e a 

estrutura da mucosa do intestino grosso de animais Wistar fêmeas.  
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2. OBJETIVO 

Neste estudo foram utilizados animais da raça Wistar fêmeas que 

receberam leite humano pasteurizado adicionado ou não de bactérias bífidas, 

visando: a) Realizar análise histomorfométrica da mucosa do cólon ascendente 

no sentido de determinar o comprimento (profundidade) das criptas intestinais e   

b) Determinar o pH e identificar os diferentes grupos microbianos no conteúdo 

cecal. 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética na Pesquisa da 

Universidade Federal de Viçosa (no do processo 50702452817). 

O trabalho foi realizado nos Laboratórios de Culturas Láticas do  Instituto 

de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (Bioagro), de Biologia Estrutural do 

Departamento de Biologia Geral (DBG) e de Nutrição Experimental do 

Departamento de Nutrição e Saúde (DNS), da Universidade Federal de Viçosa.  

3.1. Coleta e formação de pools de leite humano  

As amostras de leite humano recém-ordenhadas, foram a cada três dias 

obtidas de oito doadoras voluntárias saudáveis, com idade gestacional de 

termo e parto normal ou cesárea, com tempo de lactação compreendido entre 

10 e 30 dias, não fazendo uso medicamentoso ou de antibióticos. Os padrões 

adotados para coleta e manutenção foram os descritos no Manual de Rotina 

para Bancos de Leite Humano (BRASIL, 1994).  

Durante a experimentação foram preparados 21pools totalizando 168 

coletas de leite. Seguiu-se pasteurização (65 oC/30min.), resfriamento a 5 oC e 

adição ou não do concentrado celular de Bifidobacterium breve e fornecido aos 

animais diariamente por 21 dias, de acordo com a Figura 1. 

3.2. Origem e manutenção das bactérias bífidas 

Nesta pesquisa foi utilizado um pool de bactérias bífidas, obtido a partir de 

sete culturas isoladas de recém-nascidos alimentados exclusivamente com
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Figura 1 - Fluxograma da obtenção do leite humano de 8 doadoras e adição do 
concentrado celular de Bifidobacterium breve. Os padrões adotados para a 
coleta e manutenção do leite materno cru e pasteurizado foram os descritos 
no Manual de Rotina para Bancos de Leite Humano (BRASIL, 1994). 

 

 

leite materno e sem uso de antibióticos (TESHIMA, 2005), pertencentes ao 

Banco de Culturas Láticas da Coleção de Culturas da Universidade Federal de 

Viçosa (UFVCC), DTA/UFV. Os isolados foram mantidos congelados a -80 oC, 

em LDR 12% (leite desnatado reconstituído a 12% de sólidos não-gordurosos 

adicionados de solução de glicerol 20% (v/v). Antes das experimentações, as 

culturas foram descongeladas à temperatura ambiente e repicadas (1%) por 

três vezes consecutivas em caldo MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe) DIFCO®, 

esterilizado, e incubadas a 37 oC/18 h, em anaerobiose utilizando-se mistura 

anaeróbica (hidrogênio 10%, dióxido de carbono 5% e nitrogênio 85%), em 

câmara de anaerobiose (Anaerobic Workstation, Leeds, UK). Para confirmação 

da identidade, as culturas foram submetidas à coloração de Gram e ao teste da 

catalase, ao perfil de fermentação de carboidratos Kit API CH 50 (BioMerieux/ 

França). Em experimentações anteriores Teshima (2001), fez determinação da 

diversidade genética  que foi realizada por meio de PFGE (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis) (RIORDAN; FITZGERALD, 1997); e também a confirmação do 
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gênero Bifidobacterium foi feita pelo teste da presença da  enzima frutose-6-

fosfatofosfocetolase, sendo um teste colorimétrico e qualitativo (SCARDOVI, 

1994). De acordo com Cunha (2006), as sete bactérias bífidas que compuse-

ram o pool utilizado neste trabalho apresentaram maior sensibilidade diante 

dos quatorze antibióticos testados e mais comumente usados em unidade neo-

natal de terapia intensiva (BAWER, 1967); maior resistência aos sais biliares e 

ao suco gástrico (NEUMANN; FERREIRA, 1995); exerceram antagonismo a 

cinco patógenos, não apresentaram toxicidade oral indireta e não promoveram 

translocação do tratogastrintestinal para o fígado, rins, coração e baço.  

3.3. Preparo do concentrado celular das bactérias bífidas 

As culturas de bactérias bífidas selecionadas pertencentes ao Banco de 

Culturas (UFVCC 1083, UFVCC 1091, UFVCC 1099, UFVCC 1103, UFVCC 

1105, UFVCC 1108 e UFVCC 1111) foram ativadas três vezes em caldo MRS 

modificado, sendo a última ativação feita em 420 mL do caldo em frasco 

erlenmeyer com tampa rosqueável e incubadas a 37 oC/24 h em anaerobiose. 

Nas duas primeiras repicagens utilizou-se 10% (v/v) de inóculo e na terceira, 

2% (v/v), em relação ao volume final. Após o crescimento celular, o material 

(pool) foi distribuído em tubos esterilizados de centrífuga Nalgene de 

polipropileno estéreis, com tampas rosqueáveis, seguindo-se centrifugação a 

2750 xg por 10 minutos a 4 oC, em centrífuga Beckman GS-6R. Após descarte 

do sobrenadante, o concentrado celular foi ressuspendido em 100 mL de 

tampão fosfato estéril, pH 7,2, e dividido (volumes iguais) em dois tubos de 

centrífuga. Seguiu-se nova centrifugação, nas mesmas condições já descritas, 

e foram respectivamente ressuspendidos em leite materno cru e leite pas-

teurizado, constituindo-se assim de um concentrado de células contendo 

valores médios de 1010 UFC/mL. Uma alíquota de 1,0 mL de cada concentrado 

foi retirada, para contagem de células viáveis de bifidobactéria. O plaquea-

mento pour plate foi feito nas diluições 108 e 109 a 37 ºC/48 h em jarras de 

anaerobiose. O concentrado celular foi produzido em quantidade suficiente 

para três dias de alimentação, dividido em volumes diários e acondicionado em 

tubos de 5 mL previamente esterilizados e mantidos congelados a -20 ºC até o 

momento da administração aos animais.  
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3.4. Animais   

Foram utilizados 48 animais da raça Wistar fêmeas com 21 dias de 

idade, recém-desmamadas, pesando entre 50 a 52g, obtidas do biotério do 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Viçosa. 

Após pesagem, as ratas foram distribuídas em grupos, de maneira que a média 

de peso inicial entre os grupos fosse homogênea. No laboratório de Nutrição 

Experimental (UFV), os animais foram alocadas em gaiolas individuais e 

mantidas sob condições de temperatura controlada para 25 ºC +/- 5 e ciclos 

de claro e escuro de 12 horas. Foram mantidos diariamente com ração 

(Labina® , S.P) (12 g na primeira semana, 15g na segunda e 18 g até o final da 

experimentação), e água ad libitum durante os 21 dias da experimentação e 

submetidos aos seguintes tratamentos abaixo. Toda a experimentação foi feita 

com 3 repetições (pH e modulação da microbiota), e para as análises 

histomorfométricas foram utilizados os dados dos animais das duas primeiras 

repetições.  

Grupo Basal: constituído de quatro animais, que foram sacrificados no dia de 

chegada (utilizado no controle da modulação microbiana) . 

Grupo Controle: constituído de quatro animais, que receberam a dieta (ração), 

e 0,1 mL de água destilada por 21 dias administrado via oral (para manter o 

mesmo nível de estresse dos animais que receberam leite pasteurizado), e 

água destilada ad libitum.  

Grupo Teste Leite Pasteurizado (LP): constituído de quatro animais, que 

receberam a dieta (ração) e 0,1 mL de leite materno pasteurizado, diariamente 

administrado via oral, e água destilada ad libitum.  

Grupo Teste Leite Materno Pasteurizado + bactérias bífidas (LPB): 
Constituído de quatro animais, que receberam a dieta (ração) e 0,1 mL de leite 

materno pasteurizado + bactérias bífidas, diariamente administrado via oral, e 

água destilada ad libitum.  
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3.5. Coleta do conteúdo cecal  

No tempo 0 (zero), dia de chegada dos animais, quatro animais foram 

sacrificados (grupo basal). Ao final do período de 21 dias de administração dos 

tratamentos os quatro animais de cada grupo foram submetidos a um jejum de 

12 horas, e sacrificados por asfixia com éter etílico e por meio de duas incisões 

na região abdominal, procedendo-se a retirada do intestino grosso. O ceco foi 

separado do cólon, sendo o conteúdo cecal rapidamente colhido e 

acondicionado em saco plástico estéril de polietileno (saco amostrador Whirl-

Pak, Millipore) identificado e previamente pesado. As amostras de conteúdo 

cecal foram mantidas sob refrigeração até o momento do plaqueamento no 

Laboratório de Culturas Láticas do Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO/UFV).  

3.6. Processamento do cólon ascendente para análise histomorfométrica  

No Laboratório de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral 

(DBG/UFV), os fragmentos do cólon ascendente, medindo aproximadamente 

dois centímetros de comprimento, foram colhidos de 16 animais (quatro de 

cada grupo) e fixados em Carnoy (solução fixadora à base de colorofórmio e 

ácido acético), durante um período de seis horas e imediatamente transferidos 

para solução de álcool 80%, no qual foram mantidos até o processamento para 

inclusão em parafina. Os cortes histológicos transversais e com espessura de 

5 μm foram obtidos em micrótomo LEICA 2045 e colocados sobre lâminas 

histológicas, obedecendo-se um intervalo entre cortes, de 40 μm. Os cortes 

foram corados com hematoxilina de Harris para evidenciar os núcleos celulares 

e também submetidos à técnica histoquímica do PAS (ácido periódico-Schiff) + 

Alcian Blue (pH 2,5), de acordo com Bancroft e Stevens (1996) para revelação 

de glicoproteínas neutras e ácidas. A reação do PAS + Alcian Blue, na 

dependência do tipo de glicoproteínas presentes na preparação, poderá 

oferecer três padrões de cor: vermelho magenta, indicadora de glicoproteínas 

neutras; azul esverdeado, que acusa a presença de glicoproteínas ácidas e o 

tom variando de violeta a púrpura, indicativo da mistura de glicoproteínas 

neutras e ácidas.  
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3.7. Captura de imagens e análise histomorfométrica  

As preparações histológicas do cólon foram observadas em microscópio 

Olympus AX-70, acoplado a uma câmara de captura de imagens (SPOT), 

utilizando-se objetiva de 20X e zoom de 1,25. Realizou-se a captura de pelo 

menos doze imagens da mucosa do cólon por animal, selecionando-se áreas 

nas quais as criptas foram seccionadas em orientação longitudinal. Estas 

imagens foram salvas na extensão “jpg” e posteriormente analisadas no 

Programa IMAGE PRO PLUS, versão 4.5 para Windows 98, para determinação 

do comprimento (profundidade) expresso em micrômetros (μm), de 20 criptas 

por animal, totalizando 80 valores/grupo.  

3.8. Determinação de pH e contagem dos diferentes grupos microbianos 
presentes no conteúdo cecal 

Após pesagem do conteúdo cecal, como indicado no item 3, diluições 

apropriadas foram realizadas para as análises microbiológicas e procedeu-se 

à leitura de pH(peagômetro Digimed DM-20–(Datamed). Foi feito plaqueamento 

em profundidade para todos os grupos microbianos avaliados. Bactérias 

bífidas, foram determinadas em ágar MRS(De Man Rogosa e Sharpe, 1960) 

modificado, acrescido de 1% de solução de cisteína 0,05% esterilizada a frio, 

clostrídeos em agar, RCM (Reinforced Clostridial Medium,  (DIFCO®), sendo 

ambas as incubações a 37 ºC/48 h em anaerobiose (Probac/Anaerobac); 

Lactobacillus spp., em ágar MRS (DIFCO®), e incubação a 37 ºC/48 h, 

coliformes totais em VRB (DIFCO®), sobre camada, incubação a 30 ºC/48 h; e 

mesófilos aeróbios totais, em ágar PCA (Plate Count Agar,  (DIFCO®), com as 

placas sendo incubadas a 30 ºC/48 h. 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram delineados em blocos casualizados. Na análise da 

profundidade de criptas intestinais do cólon ascendente e na modulação dos 

grupos microbianos no conteúdo cecal, utilizou-se ANOVA. Quando os fatores 

apresentaram efeitos significativos a 5% de probabilidade, foi realizado o teste 

de Tukey para comparação das médias (RIBEIRO Jr., 2001). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1. Número de células viáveis no concentrado celular de Bifidobacterium 
breve 

A contagem média do concentrado celular de Bifidobacterium breve utili-

zados durante esta experimentação apresentou média de 1,33x1010 UFC/mL o 

que conferiu concentrações apropriadas do probiótico durante a experi-

mentação  

5.2. Análise histomorfométrica da mucosa do cólon ascendente  

 A análise das preparações histológicas demonstrou que os tratamentos 

não comprometeram a integridade das camadas que formam a parede do cólon 

ascendente. Na maioria das preparações, o cólon apresentou um lúmen 

reduzido, em decorrência de pregas desenvolvidas (Figura 2a), projetadas para 

o lúmen e formadas pelas camadas mucosa e submucosa. 

Entre os fixadores utilizados na rotina histológica, o Carnoy é considerado 

um dos mais adequados para a preservação do muco (MATSUO et al. 1997). 

Porém, o muco é altamente hidrófilo e durante o processamento histológico 

para inclusão em parafina, ocorrem perdas significativas desse gel. Apesar 

disso, foi possível verificar espessa camada de muco, de coloração predomi-

nantemente púrpura, espalhada na luz intestinal e sobre a camada mucosa 

caracterizada por ausência de vilosidades e pela presença de criptas profundas 

(Figura 2b). No epitélio da cripta verificou-se quantidade acentuada de 

células mucosas de dois tipos: células caliciformes e células secretoras de 

profundidade de cripta. Com a reação histoquímica do PAS + AB, as células 

caliciformes apresentaram o citoplasma apical repleto de secreção de 

coloração púrpura. Além disso, as células caliciformes são mais freqüentes nas 

porções mediana e apical de cada cripta. Por outro lado, as células secretoras 

de profundidade de cripta, descritas em detalhe por ALTMANN (1983), estão 

concentradas na porção basal da cripta. (1983). Estas células apresentam 

secreção citoplasmática de coloração azul esverdeada, portanto rica em 

glicoproteínas ácidas, que segundo FONTAINE et al. (1996) protegem contra a 

translocação bacteriana, pois estas são menos degradadas pelas glicosidases 
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Figura 2 -  Cólon ascendente de rato do grupo LPB. (a) Visão panorâmica; (b) Detalhe 
da mucosa na região delimitada pelo retângulo da Fig. 2a, apresentando as 
criptas envolvidas pelo tecido conjuntivo frouxo (Tc) da lâmina própria. Mu: 
mucosa; S: submucosa; Mc: muscular (linha branca indica profundidade da 
cripta); E: epitélio da mucosa; M: muco na luz do cólon; linha com dupla 
seta indicando a profundidade de cripta e ponta de seta na muscular da 
mucosa. Corados em PAS + AB pH 2,5.    



 60

 

 

a b

c d

50µm50µm

50µm 50µm

*
*

*

*

*

L L

L

L

*

 

Figura 3 - Criptas do cólon ascendente de rato. (a) Grupo Basal; (b) Grupo  
Controle; (c) Grupo  LP; (d) Grupo LPB. O * indica citoplasma de célula 
caliciforme PAS+AB pH 2,5+ e a   marca citoplasma de células 
secretoras de profundidade de cripta AB pH 2,5+. A seta assinala figura de 
mitose no epitélio da cripta. L: luz do cólon corados em PAS+ AB pH 2,5. 
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bacterianas. A distribuição das células de profundidade de cripta se constituiu 

num referencial importante para o reconhecimento seguro da porção basal da 

cripta, pois na obtenção da medida de comprimento, só foram consideradas 

aquelas criptas que apresentavam nitidamente as porções basal, mediana e 

apical (Fig. 2b).  

Furlan et al. (2004) numa revisão abrangente indica como fatores trófi-

cos sobre a mucosa intestinal as aminas biogênicas, aminoácidos (glutamina), 

mamanoligossacarídeos (MOS); frutooligossacarídeos (FOS); prebióticos e 

probióticos. Na presente experimentação a ação probiótica não exerceu efeito 

adverso  ao epitélio colônico intestinal. Esta integridade pode ser constatada 

nas fotomicrografias (Figuras 2 e 3). 

O desenvolvimento e a própria manutenção da mucosa intestinal, 

sobretudo com relação ao epitélio, é decorrente de dois eventos citológicos 

importantes e associados: renovação celular (proliferação e diferenciação), 

resultante das divisões mitóticas sofridas por células tronco localizadas nas 

criptas e a perda de células por descamação e apoptose. No caso específico 

das criptas do cólon ascendente, as células-tronco estão localizadas na parte 

mediana da cripta, havendo migração bidirecional de células em diferenciação 

tanto para o ápice quanto para a base da cripta (KARAM, 1999). Além das 

células mucosas, as criptas são constituídas ainda por células enteroen-

dócrinas, células epiteliais cilíndricas de função absortiva e pelas células 

vacuolizadas, consideradas precursoras das células absortivas. A profundidade 

de cripta é um dos parâmetros importantes na análise histomorfométrica do 

cólon, pois a cripta é a unidade proliferativa do epitélio intestinal.  

Na Figura 3 pode-se verificar que as criptas dos animais dos grupos LP 

e LPB aparentemente são mais profundas em comparação aos grupos basal e 

controle, fenômeno que também pode ser constatado através dos valores 

médios apresentados na Tabela 1.  

Na Figura 4, o histograma ilustra, para cada grupo em estudo, a 

distribuição de 80 valores para comprimento de cripta, em classes crescentes. 

No grupo basal, por exemplo, não foi encontrado valor igual ou maior a 300 μm, 

mas 50 valores se concentraram dentro da classe de comprimento equivalente 

a 180 219 μm. No grupo controle, 35 valores se concentraram na classe de 
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180 219 μm. Ainda nesse grupo, não foi obtido nenhum valor igual ou superior 

a 340 μm. No grupo LP, cerca de 20 valores ficaram agrupados na classe de 

300 339 e outros 20 na classe 340 379 micrômetros. No grupo LPB, a 

maioria dos valores ficou distribuída entre 180 a 359 μm, sendo que a classe 

220 259 μm apresentou o maior número de valores.  

 

Tabela 1 - Valores médios de profundidade de criptas do cólon ascendente de 
animais dos grupos controle, leite pasteurizado (LP) e leite 
pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). 

 

Grupo  Valor Médio 
Controle (dieta) 191,05 b  
LP  280,80 a*  
LPB 230,78 ab 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade  
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Figura 4 -  Distribuição dos valores obtidos para profundidade de cripta (μm) em 
classes crescentes nos grupos basal, controle (dieta), leite pasteurizado 
(LP) e leite pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB) 
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Os valores médios foram positivos (Tabela 1), indicando um aumento do 

comprimento das criptas com o avançar da idade, porém esse fenômeno foi 

mais pronunciado nos grupos que receberam Leite Pasteurizado (LP) e Leite 

Pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB), e observa-se que houve 

diferença significativa entre os tratamentos Leite Pasteurizado (LP) e Controle; 

porém o tratamento LPB foi estatisticamente igual aos tratamentos LP e 

Controle.  

Os estudos que avaliaram profundidade de cripta em animais tratados 

com bactérias probióticas geralmente se concentram no intestino delgado 

(BRADLEY et al., 1994; PLUSKE et al., 1997; PELICANO et al., 2003), talvez 

por ser este o segmento do tubo digestório, no qual ocorre a absorção dos 

nutrientes e a conclusão da digestão. No entanto, os resultados destes estudos 

são contraditórios, pois Pelicano et al. (2003) não observaram diferenças 

significativas para o parâmetro profundidade de cripta entre grupo controle e 

grupos tratados com bactérias probióticas. Já outros autores verificaram que as 

criptas intestinais de animais tratados com probióticos são mais profundas do 

que as criptas de animais controle (BRADLEY et al. 1994; PLUSKE et al., 

1997).  

No caso específico do intestino delgado, sabe-se que o equilíbrio entre 

renovação celular e perda de células, que ocorre normalmente no ápice dos 

vilos, determina um turnover celular constante que resulta na manutenção 

do tamanho dos vilos e, portanto, na manutenção da capacidade digestiva e 

de absorção intestinal (PELICANO et al., 2003). Segundo Ribeiro (1996), 

as bactérias probióticas competem com bactérias patogênicas pelos sítios 

de  adesão na mucosa intestinal, diminuindo a incidência de diarréias e 

melhorando a absorção dos nutrientes disponíveis, sendo que esse mecanismo 

interfere diretamente na estrutura da mucosa intestinal.   

No presente estudo, constatou-se que os maiores valores para profun-

didade de cripta foram obtidos nos animais do grupo LP, talvez em função da 

presença de vários oligossacarídeos na composição do leite que atuam como 

prebióticos (NEWBURG et al., 2005). Kleesen et al. (2003), trabalhando com 

ratos tratados com dieta comercial ou dieta mais oligofrutose, observaram que 

animais que receberam dieta mais oligofrutose apresentaram criptas do cólon 

significativamente mais profundas do que aqueles só tratados com dieta. 
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Os autores também constataram que ratos tratados com oligofrutose apresen-

taram maior quantidade de bactérias bífidas associadas à mucosa intestinal 

do  que os animais controle (só tratados com dieta). Estes resultados foram 

interpretados como conseqüência de um mecanismo benéfico para promover 

a  estabilidade da mucosa, considerada a barreira natural para inibir a 

translocação de patógenos e provavelmente, o efeito observado do estímulo 

conforme os autores, resultou da ação que os prebióticos exercem sobre a 

bactéria bífida consumida favorecendo a produção de ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC) que sabidamente têm efeito na proteção epitelial diminuindo o pH 

colônico e a biodisponibilidade de aminas tóxicas.  

Contudo, o grupo LPB quanto ao parâmetro profundidade de cripta não 

apresentou diferença significativa em relação aos grupos controle e LP. O 

procedimento pelo qual o concentrado de bactérias bífidas foi oferecido 

aos  ratos, o tempo de experimentação e até mesmo o fato de serem ratos 

aparentemente sadios, são exemplos de possíveis fatores que podem ter 

contribuído para a obtenção deste resultado.  

É importante mencionar que embora a profundidade de cripta seja 

um parâmetro importante na análise histomorfométrica da mucosa intestinal, a 

sua interpretação de maneira isolada se torna extremamente limitada. Na 

verdade o processo de renovação celular na cripta está sujeito à interação de 

diversos fatores e deve ser sempre analisado dentro de um conjunto mais 

amplo e composto de outros parâmetros, dentre eles, o tamanho da amostra,  

freqüência de células secretoras e de mitoses. Os resultados da presente 

experimentação sugerem que a adição de bactérias bífidas não apresentou 

riscos de alteração da histomorfometria do cólon ascendente quanto ao 

parâmetro avaliado e a adição de bactérias bífidas no leite pasteurizado em um 

modelo murino não afetou a morfometria das criptas do cólon ascendente. Esta 

informação fundamenta que a adição de bactérias bífidas ao leite pasteurizado 

nos bancos de leite humano não interfere e tem potencial de beneficiar as 

crianças que precisam fazer uso desta alternativa.  
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5.3. Valores médios de pH e da concentração bacteriana do conteúdo 
cecal de animais  

As concentrações de bactérias bífidas, lactobacilos, clostrideos, 

coliformes totais, mesófilos aeróbios totais (expressos em Log UFC/g), e 

valores de pH do conteúdo cecal de animais alimentados com dieta (controle), 

leite pasteurizado (LP) e leite pasteurizado adicionado de Bifidobacterium breve 

(LPB) estão apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Médias da concentração bacteriana do conteúdo cecal de animais 
alimentados com controle (dieta), leite pasteurizado (LP) e leite 
pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB) por 21 dias  

Tratamento 
pH e grupos 

microbianos no 
conteúdo cecal Basal Controle 

(dieta) 
Leite 

Pasteurizado 
(LP) 

Leite Past. + 
bact.bífidas 

(LPB) 
Bactérias bífidas 8,32 a* 8,32 a 8,32 a 8,34 a 
Lactobacilos 8,45 a 8,31 ab 8,23 ab 8,15 b 
Clostrídeos 8,52 a 8,26 ab 8,17 b 8,17 b 
Coliformes Totais 4,74 a 5,01 ab 4,05bc 3,63 c 
Mesófilos A. Totais 8,15 a 8,15 a 8,10 a 7,97 b 
pH 6,39 a 6,89 a 6,98 a 6,98 a 

* Médias seguidas de uma mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 

Dos grupos microbianos avaliados não foram constatados diferença 

significativa para os valores de pH e bactérias bífidas. Contudo, diferenças 

(p≤0,05), são observadas nas concentrações dos coliformes totais e mesófilos 

totais. Os dados indicam diferença na concentração de coliformes totais e 

mesófilos no grupo de animais que recebeu o leite com probiótico e esta 

diferença é de aproximadamente dois ciclos logarítmicos para os coliformes.  

As bactérias bífidas, após os 21 dias da experimentação, provavelmente 

por meio de seus metabólitos, entre os quais os ácidos orgânicos lático e 

acético exerceram antagonismo sobre o grupo coliforme. Os valores médios  

de pH no entanto mantiveram-se praticamente inalterados. Vários trabalhos 

na literatura científica corroboram estes dados. Estudos in vitro Gibson e 

Wang (1994), mostraram a capacidade de bifidobactéria inibir o crescimento 

de  E. coli e Clostridium perfringens em pH 7,0. Em trabalho posterior, 
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Gibson et al. (1995) verificaram que a administração em ratos de probióticos, 

prebióticos e simbióticos. O grupo de animais que recebeu simbiótico resultou 

em aumento no número de células de Bifidobacterium, em detrimento de outros 

gêneros anaeróbicos, como Bacteroides, Fusobacterium e Clostriduim, 

indicando também um efeito antagônico a grupos indesejáveis. 

Em estudos com ratos em que se compararam tratamentos contendo 

probiótico, prebiótico e simbiótico, a administração de simbióticos resultou em 

concentrações mais elevadas de bactérias bífidas no cólon demonstrando o 

efeito estimulante do prebiótico no crescimento dessas bactérias (TESHIMA, 

2001). A autora observou ainda que houve redução no número de aeróbios 

totais e E. coli no ceco e cólon dos animais que receberam prebióticos e 

simbióticos, o que resultou numa prevalência no intestino grosso de 

uma  microbiota anaeróbica. Dinoto et al. (2006), em estudo semelhante, 

pesquisando os efeitos da administração de prebióticos (rafinose) e 

Bifidobacterium breve JCM 1192T por 21 dias na modulação da microbiota 

cecal de ratos verificaram um aumento na população do grupo Bifidobacterium 

dos animais que receberam o simbiótico. Na presente experimentação, o 

número de bactérias bífidas manteve-se elevado em todos os tratamentos 

(> Log 8,3). A microbiota endógena é difícil de ser alterada e em animais 

hígidos com um sistema microbiano equilibrado e, sem desafio com patóge-

nos alterações em grupos benéficos são difíceis de serem visualizadas. Nesta 

experimentação, a adição de bactérias bífidas probióticas ao leite pasteurizado 

alterou beneficamente a microbiota intestinal de ratos diminuindo a concen-

tração de bactérias do grupo coliforme. Portanto, a adição de bactérias bífidas 

ao leite pasteurizado nos bancos de leite humano tem potencial de atuar 

beneficamente melhorando o perfil microbiológico intestinal das crianças que 

tenham necessidade de fazer uso desta alternativa. 
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CAPÍTULO 3 

INFLUÊNCIA DA INGESTÃO DE LEITE HUMANO ADICIONADO OU NÃO 
DE Bifidobacterium breve NA DETERMINAÇÃO DAS CITOCINAS IL-4, IL-6, 
IFN-γ TNF-α, DOS COMPOSTOS INTERMEDIÁRIOS DO NITROGÊNIO (NO) 

E DO OXIGÊNIO (H2O2) EM MODELO MURINO 

1. INTRODUÇÃO 

A principal função do sistema imunológico é prover proteção ao hospe-

deiro contra a invasão de microrganismos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A 

primeira linha de defesa contra os invasores é a barreira física, composta 

pela pele queratinizada, pelas membranas mucosas que revestem o trato 

respiratório e gastrointestinal e pelas barreiras químicas, representadas por 

uma variedade de enzimas e outras substâncias que têm ação microbicida 

direta ou inibem a aderência microbiana às superfícies orgânicas. 

Qualquer invasor que ultrapasse essa primeira linha será combatido 

pelos componentes do sistema imunológico inato e, em seguida, pelo sistema 

imunológico específico. A imunidade inata envolve elementos tais como as 

proteínas do sistema complemento, as proteínas de fase aguda e as citocinas, 

e elementos celulares, como monócitos, macrófagos, granulócitos, células 

dentrídicas e células matadoras natural (NK). Esse sistema caracteriza-se por 

ter capacidade limitada de diferenciar um microrganismo de outro e apresentar 

resposta semelhante para diferentes microrganismos (ABBAS; LICHTMAN, 

2005).  
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Os componentes da imunidade específica são os linfócitos e seus pro-

dutos, como os anticorpos; em contraste com a imunidade inata, esse sistema 

responde de maneira específica a cada microrganismo, possui memória e é 

capaz de responder mais vigorosamente a exposições repetidas do mesmo 

antígeno. As imunidades inata e específica funcionam de forma cooperativa. A 

imunidade inata não só faz a primeira defesa contra os microrganismos, como 

também desempenha importante papel na indução da resposta específica, e 

esta, por sua vez, aumenta os mecanismos protetores da imunidade inata 

(RINNE et al., 2005).  

Quanto aos recém-nascidos, outro componente da imunidade que 

atua enquanto a maturação de seu próprio sistema está se processando é a 

imunidade passivamente adquirida da mãe, por meio dos anticorpos de classe 

IgG  do leite humano e da microbiota intestinal da mãe. O leite humano contém 

numerosos componentes protetores, além de proteger a criança passivamente, 

ele estimula o sistema imunológico, por meio de anticorpos, citocinas e outros 

elementos (HANSON, 2002).  

A imunoglobulina A secretória (IgAs), provê proteção contra todos os 

microrganismos que a mãe tenha ou não no seu trato digestivo, evitando que 

esses adiram às superfícies mucosas. A lactoferrina, o principal componente 

protéico do leite maduro, é relativamente resistente à digestão enzimática e 

possui efeitos microbicidas, imunoestimulatórios e antiinflamatórios (ELASS 

et al., 2002). A fração oligossacarídica do leite contém análogos a vários recep-

tores para microrganismos na mucosa epitelial. A presença do leite humano 

durante a colonização neonatal, e a subseqüente expansão da microbiota 

intestinal, é um fator fundamental não somente para a prevenção de infecções, 

mas também para induzir a maturação do sistema imunológico (HANSON, 

2002).  

Prematuros extremos, devido a diferentes fatores, são freqüentemente 

impedidos de receber o leite de suas próprias mães; conseqüentemente, a 

colonização intestinal dessas crianças se faz com uma microbiota desequi-

librada, constituída pelas bactérias do ambiente das unidades de terapia 

intensiva, muitas vezes com bactérias virulentas e submetidas à pressão 

de seleção de antibacterianos, facilitando a invasão desses microrganismos 

(LAWRENCE, 2001).  
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A colonização e a diversidade dos grupos microbianos presentes no 

trato gastrointestinal são influenciadas por inúmeros fatores, dentre os quais 

a disponibilidade de nutrientes da dieta, o pH luminal, a presença de substân-

cias antimicrobianas e o estímulo do sistema imunológico MacFARLANE; 

CUMMINGS, 2002; SILVA et al., 2004; RINNE et al., 2005; SALMINEN et al., 

2005; PENDERS, 2005). 

As bactérias do ácido lático aparentemente aumentam várias funções do 

sistema imunológico, incluindo ativação de macrófagos e linfócitos, produção 

de anticorpos e resposta proliferativa no baço e em placas de Peyer. Tem 

sido proposto que a ingestão dessas bactérias pode aumentar a resistência a 

infecções por microrganismos patogênicos e que também apresentam poten-

cial de prevenir o câncer. Acredita-se que essas atividades, além de outras, 

devem provir da capacidade que têm essas bactérias de estimular macrófagos 

e linfócitos T (PARK et al., 1999; VINDEROLA, et al., 2004; ISOLAURI et al., 

2005; RINNE et al., 2005;). 

Nos últimos anos, a contribuição do sistema imunológico de mucosas 

na defesa contra uma grande variedade de microrganismos patogênicos foi  

reconhecida (PERDIGON et al., 1990; VINDEROLA et al., 2004). Como as 

mucosas funcionam como porta de entrada de enteropatógenos, existe grande 

importância estratégica em se prevenir ou alterar o curso natural de doenças 

infecciosas dos tratos gastrointestinal, respiratório e genitourinário. No entanto, 

sua relativa inacessibilidade torna o sistema imunológico das mucosas difícil de 

se estudar de maneira seqüencial em experimentos in vivo.  

O sistema imunológico da mucosa é formado pelas placas de Peyer, 

pela lâmina própria e pela parede intestinal, enquanto os linfonodos dispersos 

pelo organismo e o baço representam o compartimento imune sistêmico. A 

parede intestinal contém macrófagos e linfócitos (células T e B) em íntimo 

contato com os alimentos no processo de absorção (PESTKA, 1993). As 

células peritoniais contêm macrófagos que, por serem células aderentes, se 

tornam de fácil obtenção, não requerendo desagregação mecânica ou digestão 

enzimática, como seria necessário para outros tecidos. Os leucócitos na 

cavidade peritonial fornecem uma proteção imediata contra microrganismos 

invasores, que podem penetrar na área abdominal devido à agressão intestinal 

ou lesão. Bellingan et al. (1996) demonstraram que os macrófagos migram do 
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peritônio para os linfonodos, aumentando dessa forma a capacidade de 

responder a microrganismos invasores como uma conseqüência da adminis-

tração de bactérias láticas.  

Perdigon et al. (1990) verificaram o efeito da ingestão de L. casei, 

L. acidophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus e S. thermophilus na imunidade 

local da mucosa em resposta a enteropatógenos. Esses autores utilizaram 

camundongos Swiss, que receberam os microrganismos por via oral em sete 

dias. No oitavo dia, os animais foram desafiados com uma dose letal de 

Salmonella typhimurium. Os resultados mostraram que houve aumento dos 

anticorpos contra Salmonella no fluido intestinal dos animais que receberam 

L. casei, havendo também aumento na concentração total das Igs, detectado 

em animais tratados com L. casei, L. acidophilus e S. thermophilus, sendo 

maiores os níveis de IgA que de IgG. Nos testes imunoenzimáticos houve 

somente aumento de IgA nos animais tratados com L. casei. Assim, sugeriu-se 

que a ingestão de L. casei ou S. thermophilus poderia ser utilizada como um 

método imunobiológico no controle de desordens entéricas. 

Esses mesmos autores mostraram, em 1991, que a ativação de macró-

fagos e linfócitos de camundongos foi muito maior nos animais que receberam 

produtos fermentados com L. casei e L. acidophilus ou ambos, em comparação 

com os animais que receberam as culturas sem o processo de fermentação. 

Eles concluíram que o aumento da resposta imune foi devido às substâncias 

produzidas por esses microrganismos durante o processo de fermentação, 

como alguns metabólitos e peptídeos de caseína, enzimas bacterianas que 

promoveram a digestão dos constituintes do leite. Os autores consideraram 

que a degradação dos constituintes do leite permite maior absorção e 

estimulação antigênica e que a administração prolongada de leites fermentados 

por via oral não produz efeitos nocivos, como hepatomegalia, esplenomegalia 

ou toxicidade ao hospedeio. 

De acordo com Ericson et al. (2000), os microrganismos probióticos que 

possuem influências favoráveis nos processos fisiológicos e patológicos do seu 

hospedeiro, por seu efeito na microbiota intestinal, podem agir na promoção da 

saúde humana. Embora a aplicação de probióticos tenha demonstrado tendên-

cias em relação à alteração de alguns aspectos da resposta imunológica, os 

mecanismos pelos quais isso ocorre não estão completamente esclarecidos. 
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Para os autores, a estimulação da imunidade específica e inespecífica deve 

resultar na produção de citocinas, e sua determinação pode ser um importante 

indicador da resposta imune. 

Pesquisas com bactérias lácticas, demonstram que os probióticos 

têm efeito imunoestimulante em animais e no homem, apesar de ainda não 

estarem esclarecidos os mecanismos pelos quais isto ocorre (CROSS, 2002). 

Esse efeito pode estar relacionado à capacidade de os microrganismos pro-

bióticos interagirem com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, 

estimulando as células B produtoras de IgA e a migração de células T do 

intestino (PERDIGÓN; HOLGADO, 2000); e também tem sido demonstra-

do que os probióticos favorecem a atividade fagocítica inespecífica dos 

macrófagos, sugerindo uma ação sistêmica por secreção de mediadores que 

estimulariam o sistema imunológico (CROSS, 2002). Diante do exposto, 

propôs-se nesta experimentação verificar em modelo murino a presença de 

mediadores da resposta imunológica em culturas de células esplênicas e do  

exsudato peritonial. 

2. OBJETIVOS 

Verificar a presença de mediadores da resposta imunológica (citocinas 

IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α e compostos intermediários do nitrogênio (NO) e do 

oxigênio (H2 O2) em culturas de células obtidas a partir do exsudato peritonial e 

do baço de ratos fêmeas da raça Wistar, através da ingestão de leite materno 

pasteurizado adicionado ou não de Bifidobacterium breve. 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética na Pesquisa da 

Universidade Federal de Viçosa (no do processo 50702452817). 

O trabalho foi realizado nos Laboratórios de Culturas Láticas do Instituto 

de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (Bioagro), de Nutrição Experimental 

do Departamento de Nutrição e Saúde (DNS) da UFV e no Laboratório 

de  Imunologia Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Estadual Paulista UNESP/Araraquara, São Paulo.  
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3.1. Origem e manutenção das bactérias bífidas 

Nesta pesquisa foi utilizado um pool de bactérias bífidas, obtido a partir de 

sete culturas isoladas de recém-nascidos alimentados exclusivamente com 

leite materno e sem uso de antibióticos (TESHIMA, 2005), pertencentes ao 

Banco de Culturas Láticas da Coleção de Culturas da Universidade Federal de 

Viçosa (UFVCC), DTA/UFV. Os isolados foram mantidos congelados a -80 oC, 

em LDR 12% (leite desnatado reconstituído a 12% de sólidos não-gordurosos 

adicionados de solução de glicerol 20% (v/v). Antes das experimentações, as 

culturas foram descongeladas à temperatura ambiente e repicadas (1%) por 

três vezes consecutivas em caldo MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe) DIFCO®, 

esterilizado, e incubadas a 37 oC/18 h, em anaerobiose utilizando-se mistura 

anaeróbica (hidrogênio 10%, dióxido de carbono 5% e nitrogênio 85%), em 

câmara de anaerobiose (Anaerobic Workstation, Leeds, UK). Para confirmação 

da identidade, as culturas foram submetidas à coloração de Gram e ao teste da 

catalase, ao perfil de fermentação de carboidratos Kit API CH 50 (BioMerieux/ 

França); Em experimentações anteriores Teshima (2001), fez determinação da 

diversidade genética  que foi realizada por meio de PFGE (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis) (RIORDAN; FITZGERALD, 1997); e também  a confirmação 

do gênero Bifidobacterium foi feita pelo teste da presença da  enzima frutose-6-

fosfatofosfocetolase, sendo um teste colorimétrico e qualitativo (SCARDOVI, 

1994). De acordo com Cunha (2006), as sete bactérias bífidas que compuse-

ram o pool utilizado neste trabalho apresentaram maior sensibilidade diante 

dos quatorze antibióticos testados e mais comumente usados em unidade neo-

natal de terapia intensiva (BAWER, 1967); maior resistência aos sais biliares e 

ao suco gástrico (NEUMANN; FERREIRA, 1995); exerceram antagonismo a 

cinco patógenos, não apresentaram toxicidade oral indireta e não promoveram 

translocação do tratogastrointestinal para o fígado, rins, coração e baço.  

3.2. Preparo do concentrado celular das bactérias bífidas a ser adicionado 
no leite pasteurizado 

As culturas de bactérias bífidas selecionadas pertencentes ao Banco de 

Culturas (UFVCC 1083, UFVCC 1091, UFVCC 1099, UFVCC 1103, UFVCC 

1105, UFVCC 1108 e UFVCC 1111) foram ativadas três vezes em caldo MRS 
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modificado, sendo a última ativação feita em 420 mL do caldo em frasco 

erlenmeyer com tampa rosqueável e incubadas a 37 oC/24 h em anaerobiose. 

Nas duas primeiras repicagens foi utilizado 10% (v/v) de inóculo e na terceira, 

2% (v/v), em relação ao volume final. Após o crescimento celular, o material 

(pool) foi distribuído em tubos esterilizados de centrífuga Nalgene de 

polipropileno estéreis, com tampas rosqueáveis, seguindo-se centrifugação a 

2750 xg por 10 minutos a 4 oC, em centrífuga Beckman GS-6R. Após descarte 

do sobrenadante, o concentrado celular foi ressuspendido em 100 mL de 

tampão fosfato estéril, pH 7,2, e dividido (volumes iguais) em dois tubos de 

centrífuga. Seguiu-se nova centrifugação, nas mesmas condições já descritas, 

e foram respectivamente ressuspendidos em leite materno cru e leite pas-

teurizado, constituindo-se assim de um concentrado de células contendo 

valores médios de 1010 UFC/mL. Uma alíquota de 1,0 mL de cada concentrado 

foi retirada, para contagem de células viáveis de bifidobactéria. O plaquea-

mento pour plate foi feito nas diluições 108 e 109 a 37 ºC/48 h em jarras de 

anaerobiose. O concentrado celular foi produzido em quantidade suficiente 

para três dias de alimentação, dividido em volumes diários e acondicionado em 

tubos de 5 mL previamente esterilizados e mantidos congelados a -20 ºC até o 

momento da administração aos animais.  

3.3. Coleta e preparo dos pools de leite humano  

A cada três dias foram obtidas amostras de leite humano recém-

ordenhado de oito doadoras voluntárias saudáveis, com idade gestacional a 

termo e parto normal ou cesárea, com tempo de lactação compreendido entre 

10 e 30 dias e que não estivam fazendo uso de antibióticos ou de outro 

medicamento. As coletas e manutenção seguiram os padrões descritos no 

Manual de Rotina para Bancos de Leite Humano (BRASIL, 1994). Seguiu-se 

pasteurização (65 oC/30 min), resfriamento a 5 oC e adição ou não do 

concentrado celular de Bifidobacterium breve.  

4. ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO  

Foram utilizados ratos da raça Wistar fêmeas com 21 dias de idade 

recém-desmamados, pesando entre 50 e 52 g, no momento de chegada ao 
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Laboratório de Nutrição/UFV, obtidos do Biotério da Universidade Federal de 

Viçosa. Os animais foram pesados e divididos em grupos de 12, de maneira 

que a média de peso inicial entre os grupos fosse homogênea. Os animais 

foram alocados em gaiolas individuais e a temperatura foi controlada para 

25 ºC +/-5, mantendo-se ciclos de claro e escuro de 12 horas, eles foram 

mantidos com 12 g na primeira semana, 15 g na segunda semana e 18 g na 

terceira e quarta semanas de ração (Labina®, S.P.) por dia e água ad libitum 

durante os 30 dias da experimentação e submetidos aos seguintes 

tratamentos:  
 
Grupo Controle (D): constituído de 12 animais, que receberam a dieta (ração), 

0,1 mL de água destilada diariamente, administrado via oral, e água destilada 

ad libitum.  
 
Grupo Teste Leite Pasteurizado (LP): constituído de 12 animais, que rece-

beram a dieta (ração), 0,1 mL de leite materno pasteurizado diariamente, 

administrado via oral, e água destilada ad libitum.  
 
Grupo Teste Leite Materno Pasteurizado + bacterias bífidas (LPB): 
Constituído de 12 animais, que receberam a dieta (ração), 0,1 mL de leite 

materno pasteurizado + bactérias bífidas, diariamente administrados via oral, e 

água destilada ad libitum. No trigésimo dia, após inalação com clorofórmio, 

foram retirados dos animais: exsudato peritonial e células esplênicas para a 

realização das análises. 

4.1. Obtenção de células do exsudato peritonial (PEC)  

Após três dias da inoculação intraperitonial de 10 mL de tioglicolato de 

sódio (Difco)  a  3%, os animais foram sacrificados e tiveram a pele da região 

abdominal retirada assepticamente em câmara de fluxo laminar classe 100 

(VECO, Campinas, Brasil). Seguiu-se a exposição dos peritônios de cada 

animal e inoculação de 5,0 mL de solução salina tamponada de fosfato (PBS) 

estéril, pH 7,2. Procedeu-se à centrifugação, coleta e contagem de macrófagos. 

O líquido peritonial resultante foi coletado, centrifugado a 200 x g durante cinco 

minutos (Fanem, Brasil) e lavado com 3,0 mL de solução salina tamponada 

com fosfatos, pH 7,2 (PBS). Após lavagem, as células foram ressuspendidas 
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em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) 

contendo 2β mercaptoetanol (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (2x10-5M), 

penicilina 100 U/mL, estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) 

(100 U/mL), L-glutamina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, EUA)  (2 mM) e 5% 

de soro fetal bovino (Cutilab, Campinas, Brasil), sendo o meio assim composto 

designado de RPMI-1640 completo (RPMI-C), para contagem de células. O 

número de células foi determinado em 10 μL da suspensão celular, diluída em 

90 μL de líquido de Lázarus em câmara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, 

Alemanha). A suspensão celular foi ajustada à concentração desejada, para 

cada teste em meio RPMI-1640-C.  

4.1.1. Ajuste de células peritoniais  

O ajuste de células peritoniais foi feito para a determinação dos 

mediadores imunológicos: citocinas IL-6, TNF-α e dos compostos interme-

diários do nitrogênio, o óxido nítrico (NO), e do oxigênio (H2O2) bem como para 

a realização do teste de citotoxicidade MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol 

2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (Usb, EUA)]. As células peritoniais foram ajustadas à 

concentração de 5x106 células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuídas 

em placas de cultura de tecido de 24 cavidades (Corning, Inc., EUA). A cada 

cavidade foi adicionado 1,0 mL de suspensão celular, e as placas foram 

incubadas a 37 ºC por 60 minutos, em estufa contendo tensão constante de 5% 

de CO2 (Forma Scientific, EUA). Após essa incubação, as células não 

aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C. 

Aos macrófagos que ficaram aderidos à placa foi adicionado volume 

igual  ao  inicial de RPMI-1640-C e, ainda, acrescentados 100 μL de LPS 

(lipopolissacarídeo de E.coli sorotipo 0111:B4, Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA) na concentração de 10 μg/mL como controle positivo, ou somente 

RPMI-1640-C ( controle de células). Essas placas foram novamente incubadas 

a 37 ºC em estufa com tensão constante de 5% de CO2 (Forma Scientifc, EUA) 

/24horas. Após essa incubação, as placas foram centrifugadas em centrífuga 

refrigerada (Hettich, Alemanha) a 4 ºC durante 10 minutos a 7.000 x g. Em 

seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados em tubos eppendorfs 

e estocados em freezer a -80 ºC, até o momento das análises. 
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4.2. Obtenção das células esplênicas  

Na determinação de IFN-γ e IL-4 foram usadas culturas de células esplê-

nicas e seus sobrenadantes. Animais dos três tratamentos foram sacrificados 

e, em câmara de fluxo laminar Classe 100 (Veco, Campinas, Brasil), tiveram a 

pele da região abdominal retirada e o peritônio exposto, para extração do baço 

que foi transportado para uma placa de Petri estéril (Corning, Inc., EUA) 

contendo 3,0 mL de BSS [(Balanced Salt Solution) Sigma, St Louis, EUA], 

pH 7,2, gelado, onde foi macerado para liberação das células. O conteúdo da 

placa foi aspirado várias vezes, para obtenção de uma suspensão celular 

homogênea. Após esse procedimento, as células foram transferidas para tubo 

cônico estéril (Corning, Inc., EUA) de 15,0 mL e centrifugadas em BSS três 

vezes a 200 x g por 15 minutos (Fanem, Piracicaba, Brasil). As células 

sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI-1640-C; a 

contagem do número de células viáveis foi feita em câmara hemocitométrica de 

Neubauer (Boeco, Alemanha), pela técnica de exclusão com Azul de Trypan a 

0,04%. Após contagem, as suspensões celulares foram ajustadas à 

concentração de 5x106 células/mL, para determinação de IFN-γ e IL-4 e 

distribuídas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc.,  

EUA), acrescentando-se de 34 μL de Concanavalina A,  (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, EUA)  na concentração de 0,5 μg/mL, usada como controle positivo, 

ou somente meio de cultura, nos controles de células. Em seguida, os 

sobrenadantes das culturas foram coletados, centrifugados em centrífuga 

refrigerada (Hettich, Alemanha) e aliquotados em tubos eppendorfs e 

estocados em freezer a -80 ºC até o momento da determinação do IFN-γ e IL-4 

liberados nos sobrenadantes. 

4.2.1. Ajuste das células esplênicas  

As suspensões de células esplênicas ajustadas a 5x106 células/mL, 

obtidas como descrito no item acima 4.2, foram distribuídas em placas de 

cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc), acrescentando-se de 34 μL 

do estímulo Concanavalina A, Sigma (ConA) na concentração de 0,5 μg/mL, 

usada como controle positivo, ou somente meio de cultura, nos controles de 

células. As placas foram incubadas a 37 ºC em estufa com tensão constante de 

5% de CO2 (Forma Scientific) por 24 horas. Após essa incubação, as placas 
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foram centrifugadas em centrífuga refrigerada (HETTICH, Inc.) a 4 ºC durante 

10 minutos, a 4.000 rpm. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram 

coletados e aliquotados em tubos eppendorfs e estocados em freezer a -80 ºC 

até o momento da determinação do IFN-γ e IL-4 liberados nos sobrenadantes. 

4.3. Ensaio de Citotoxicidade (MTT) - Avaliação da viabilidade celular de 
macrófagos (IC50) 

Para determinação da viabilidade celular de macrófagos, utilizou-se o 

método baseado na capacidade que têm as células viáveis de clivar o anel 

tetrazólico presente no MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5-difenil-

tetrazólio) pela ação de enzimas desidrogenases presentes na mitocôndria 

ativa, formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983). Foram distribuídos, 

em uma placa de microtitulação de 96 cavidades de fundo plano (Corning, 

Inc.), o volume de 100 μL por cavidade das suspensões celulares dos 

animais dos três diferentes tratamentos e ajustadas à concentração de 

5x106 células/mL em meio de cultura RPMI-1640-C, 100 μL em presença de 

LPS e somente meio de cultura RPMI-1640-C. As placas foram incubadas por 

24 horas a 37 ºC em estufa contendo tensão constante de 5% de CO2 (Forma 

Scientific). Após essa incubação, os sobrenadantes foram coletados para a 

dosagem de NO e as células aderentes tratadas com 100 μL de uma solução 

de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5-difenil-tetrazólio) (MTT) (Across 

Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. As placas foram incubadas por mais 

três horas nas mesmas condições anteriores. Após essa incubação, os 

sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com 100 μL 

de isopropanol (Mallinckrodt), para solubilizar os cristais de formazana 

formados. A absorbância foi determinada em espectrofotômetro de microplacas 

(leitor de ELISA) UV/Visível (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. 

Div., Helsinki, Finland) a 540 nm, utilizando filtro de referência 620 nm. 

4.4. Quantificação dos compostos intermediários do nitrogênio e oxigênio 

4.4.1. Determinação da produção de óxido nítrico  

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acúmulo de nitrito, 

que é um produto estável resultante da degradação do NO no sobrenadante 
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da cultura de células através da reação de diazotação com o reagente de 

Griess, composto de 1 g de sulfanilamida (Merk), 0,1 g de dicloroN (1-naftil) 

etilenodiamina (Merk), 2,5 de ácido ortofosfórico (Mallinckrodt Chemical) e 

água deionizada q.s.p.100 mL (GREEN et al., 1982).  

Das suspensões de células do exsudato peritonial, obtidas como 

descrito acima no item 4.1.1. e ajustadas na concentração de 5x106 células/mL 

em meio RPMI-1640, foram distribuídos 100 μL dessa suspensão celular em 

placas de microtitulação de 96 cavidades estéreis de fundo plano (Corning, 

Inc.). Em algumas cavidades da placa foram adicionados 100 μL da solução 

de  LPS a 10 μL/mL de meio, como agente estimulante (controle positivo). 

Em outras cavidades foram adicionados 100 μL de meio RPMI-1640 à sus-

pensão celular, como controle de células (controle negativo). Como controle 

dos reagentes, foi utilizado somente meio de cultura RPMI-1640 e LPS, sem a 

suspensão celular. As placas foram incubadas a 37 ºC em estufa com tensão 

constante de 5% de CO2 (Forma Scientific) por 24 horas. Após esse período de 

incubação, foram retiradas alíquotas de 50 μL de cada amostra e transferidas 

para outra placa de cultura de células contendo 96 cavidades de fundo plano 

(Corning, Inc.), acrescidas de igual volume, ou seja, de 50 μL de reagente de 

Griess. Após 10 minutos de incubação em temperatura ambiente e ao abrigo 

de luz, a absorbância foi determinada em espectrofotômetro de microplacas 

(leitor de ELISA) UV/visível (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. 

Div., Helsinki, Finland) com filtro de 540 nm. As concentrações de NO liberadas 

foram calculadas a partir de uma curva-padrão previamente estabelecida com 

concentrações molares conhecidas de nitrito de sódio em meio RPMI-1640. Os 

testes foram feitos em triplicatas e os valores expressos em micromoles de 

NO/5x105 células. 

4.4.2. Determinação de liberação de peróxido de hidrogênio  

A produção de H2O2 foi determinada segundo o método descrito por Pick 

e Keisari (1980) e adaptado por Pick e Mizel (1981). As suspensões de células 

do exsudato peritonial, obtidas como descrito no item 4.1.1, foram ajustadas à 

concentração de 2x106 células/mL, ressuspensas ao volume original em solu-

ção completa de Vermelho de Fenol constituída de 140 mM de NaCL, 10 mM 
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de tampão, fosfato de potássio, pH7,0, adicionado de 5,5 mM de dextrose, 

0,56 mM de Vermelho de Fenol e 0,01 mg/mL de peroxidase (SIGMA). 

Alíquotas de 100 μL foram transferidas para microplacas de 96 cavidades. Em 

algumas cavidades da placa foram adicionados 50 μL de uma solução a 

5 mg/mL de Zimosan A (de Saccharomyces cerevisae, SIGMA Chem. Co., St. 

Louis,MO) em tampão Vermelho de Fenol. Em outras cavidades foram feitos 

controles de células (controle negativo), contendo somente a suspensão celular 

em solução completa de Vermelho de Fenol; em algumas cavidades, foram 

feitos controles dos reagentes (contendo somente solução de Vermelho de 

Fenol e Zimosan). As placas foram incubadas por 60 minutos em estufa a 

37 ºC, com 5% de CO2. Após a incubação, a reação foi interrompida com a 

adição de 50 μL/cavidade de NAOH 5N (SIGMA). A absorbância foi deter-

minada em espectrofotômetro de microplacas (leitor de ELISA) UV/visível 

(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech.Div., Helsinki, Finland) com filtro 

de 620 nm, sendo o branco constituído de solução de Vermelho de Fenol e 

NAOH 5N. Os testes foram feitos em triplicatas e os resultados expressos em 

nanomoles de H2O2/2x105 células, a partir de uma curva-padrão previamente 

estabelecida, constituída de concentrações molares conhecidas de H2O2 em 

tampão Vermelho de Fenol. 

4.5. Determinação das citocinas IL-6, TNF-α, IL-4 e IFN-γ  

As citocinas IL-6 e TNF-α foram determinadas em sobrenadantes de 

culturas de macrófagos, enquanto a IL-4 e IFN-γ foram determinadas em 

sobrenadantes de culturas de células esplênicas, através do teste imunoen-

zimático ELISA (VENDRAMINI, 2002). Foi utilizado o kit Pharmingen, de 

acordo com as instruções do fabricante. As microplacas de poliestireno de 

96 cavidades (Corning Inc., NY) foram adsorvidas com um anticorpo de captura 

anti IL-6, anti-TNF-α, anti-IL-4 ou anti-IFN-γ de rato purificado a 4 μg/mL 

(100 μL/cavidade) em tampão PBS e incubadas overnight à temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas três vezes com solução salina tamponada 

com fosfatos, pH 7,2 (PBS), contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Após a 

lavagem, foram bloqueadas com 300 μL de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 

5% de sacarose e 0,5% de azida sódica) à temperatura ambiente por 
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60 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-T. Foram adicionados à placa 100 μL 

de cada citocina-padrão ou sobrenadantes das culturas de células peritoniais 

ou esplênicas. As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 

120 minutos e lavadas quatro vezes com PBS/T. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra anti - IL-6, anti-

TNF-α, anti-IL-4 ou anti-IFN-γ de rato marcado com biotina, na concentração de 

400 ng/mL, em diluente de reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em tampão 

Tris-NaCl). As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 

120 minutos e lavadas três vezes com PBS-T, sendo então adicionados 100 μL 

do conjugado peroxidase-streptavidina diluído em PBS/BSA, e incubadas 

novamente à temperatura ambiente por 20 minutos. Após esse processo, as 

placas foram lavadas três vezes com PBS-T e 100 μL do substrato (10 mM 

de tampão citrtato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina [SIGMA] e 

1,2 mM de H2O2) foram adicionados em cada cavidade. A reação foi 

interrompida adicionando-se 50 μL de H2SO4 2N. A absorbância foi lida a 

450 nm em espectrofotômetro UV/Visível de microplacas (Multiskan Ascent, 

Labsystems Research).  

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A avaliação estatística dos resultados foi feita por análise de variância 

(ANOVA), utilizando-se o nível de 5% de significância, seguida de compa-

rações múltiplas pelo teste de Tukey com o auxílio do programa estatístico 

GraphPad Instat versão 3.05 CA, E.U.A., 2000. 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Número de células viáveis no concentrado celular de Bifidobacterium 
breve 

A contagem média dos nove pools utilizados durante esta experimen-

tação apresentou média de 1,33x1010 UFC/mL o que conferiu concentrações 

apropriadas do probiótico durante a experimentação. 
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6.2. Viabilidade de macrófagos peritoniais (MTT) 

O resultado da viabilidade de macrófagos (MTT) encontra-se na 

Tabela 1 e Figura 1. Não houve diferença (p>0,05) entre os grupos de animais 

controle (C), que receberam (dieta), os que receberam leite pasteurizado (LP) e 

os que receberam leite pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). 

 

 

Tabela 1  - Valores médios da viabilidade de macrófagos encontrados nos três 
diferentes grupos de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 90,55 a 
Leite pasteurizado (LP)  86,10 a 
Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 91,92 a 

Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 (%

)

0

20

40

60

80

100

120
Negativo
Positivo

Grupos
D LP LPB

 

Figura 1 - Teste de citotoxicidade MTT – viabilidade de macrófagos peritoniais nos 
diferentes grupos de estudo. 

 
As células do exsudato peritonial dos animais foram cultivadas em presença de LPS. 
Adicionou-se à placa de microtitulação uma solução de MTT (sal de tetrazólio) em cada 
cavidade, para formação dos cristais de formazama. Após incubação de três horas, 
adicionou-se álcool isopropílico para solubilizar as células viáveis. A leitura foi realizada 
em espectrofotômetro UV/Visível a 540 nm/620 nm. Cada animal foi avaliado em 
duplicata no momento da execução do teste. Os resultados foram expressos em 
percentual (%) como a média ± desvio-padrão de 12 animais, nos três grupos 
experimentais.  
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6.3. Liberação de Interleucina- 6(IL-6)  

Os resultados da liberação de IL-6 (Tabela 2 e Figura 2) expressos em 

picogramas/mL indicaram diferença (p<0,05) entre os três tratamentos: grupo 

dos  animais Controle, que receberam dieta (C), os que receberam dieta e leite 

pasteurizado (LP) e os que receberam dieta e leite pasteurizado adicionado de 

bactérias bífidas (LPB). 

 

Tabela 2  -  Valores médios de IL-6 encontrados para os três diferentes grupos 
de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 5.099,98 a 

Leite pasteurizado (LP)  5.434,64 a 

Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 3.492,52 b 
Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Figura 2 - Concentração de interleucina 6 (IL-6) liberada em culturas de células 
peritoniais. 

 
O teste imunoenzimático (ELISA) foi realizado com os sobrenadantes obtidos a partir de 
culturas de macrófagos peritoniais (5x106 células/mL) de ratos fêmeas Wistar que 
receberam oralmente os três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado 
(LP) e leite pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de 
células contendo as células em meio RPMI-1640. A análise estatística foi realizada 
comparando-se as amostras das células estimuladas com LPS, havendo diferença 
estatística significativa entre os grupos. Os resultados foram expressos como a média 
±SD de duplicatas de 12 animais por grupo. 
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6.4. Liberação de TNF-α  

Houve diferença (p<0,05) na liberação de TNF-α (Tabela 3 e Figura 3) 

entre os grupos de animais que além da ração receberam água (controle) leite 

pasteurizado (LP) e os que receberam leite pasteurizado adicionado de 

bactérias bífidas (LPB). 

 

Tabela 3  -  Valores médios de TNF-α encontrados para os três diferentes 
grupos de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 1.683,27 b 

Leite pasteurizado (LP)  2.037,45 a 

Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 2.073,82 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 3 - Concentração de TNF-α liberada em culturas de macrófagos peritoniais. 
 
O teste imunoenzimático (ELISA) foi realizado com os sobrenadantes obtidos a partir de 
culturas de macrófagos peritoniais (5x106 células/mL) de ratos fêmeas Wistar que 
receberam oralmente os três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado 
(LP) e leite pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de 
células contendo as células em meio RPMI-1640. A análise estatística foi realizada 
comparando-se as amostras das células estimuladas com LPS, havendo diferença 
estatística significativa entre os grupos. Os resultados foram expressos como a média ± 
SD de duplicatas de 12 animais por grupo. 
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6.5. Liberação de H2O2  

Houve diferença na liberação de H2O2 (Tabela 4 e Figura 4) expresso em 

nanomoles/2x105 células entre os animais dos grupos que receberam além da 

ração, água (C), leite pasteurizado (LP) e os que receberam leite pasteurizado 

adicionado de bactérias bífidas (LPB). 

 

Tabela 4  -  Valores médios de H2O2 encontrados para os três diferentes 
grupos de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 192,81 b 

Leite pasteurizado (LP)  194,02 b 

Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 246,99 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Figura 4 - Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) em culturas de macrófagos 

peritoniais (PEC). 
 
O teste realizado foi o ensaio biológico para determinação de H2O2 a partir de cultura de 
macrófagos peritoniais (2x106 células/mL) de ratos Wistar que receberam diariamente os 
três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado (LP) e leite pasteurizado 
adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de células contendo 
somente as células em tampão Vermelho de Fenol. Foram comparados os resultados 
entre as amostras controle de células e as células estimuladas com Zimosan A (S. 
cerevisae), a 250 µg/cavidade. Os resultados foram expressos como a média ± SD de 
duplicatas de 12 animais por grupo. 
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6.6. Liberação de Óxido Nítrico (NO) 

Encontram-se na Tabela 5 e Figura 5 os resultados da liberação de NO 

expresso em micromoles/ 5x10 5 células. Comparando os resultados obtidos, 

observa-se diferença significativa entre os grupos de animais controle, que 

receberam dieta (C), os que receberam leite pasteurizado (LP) e os que 

receberam leite pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). 

 

Tabela 5  -  Valores médios de óxido nítrico (NO) encontrados para os três 
diferentes grupos de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 159,08 a 
Leite pasteurizado (LP)  62,57 b 
Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 154,65 a 

Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 5 - Produção de óxido nítrico em cultura de macrófagos peritoniais (PEC). 
 

O teste realizado foi o ensaio biológico, para determinação de óxido nítrico a partir de 
cultura de macrófagos peritoniais (2x106 células/mL) de ratos Wistar que receberam 
diariamente os três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado (LP) e leite 
pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de células 
contendo as células em meio RPMI-1640. A um volume de 50 μL do sobrenadante de 
macrófagos adicionou-se o mesmo volume do reagente de Griess; após 10 minutos, a 
placa foi lida em espectrofotômetro UV/visível a 540 nm. A concentração de nitrito foi 
obtida através de uma reta-padrão com quantidades conhecidas de NaNO2. A análise 
estatística foi realizada comparando-se as amostras das células estimuladas com LPS. 
Os resultados foram expressos como a média ± SD de duplicatas de 12 animais por 
grupo. 
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6.7. Liberação de Interleucina-4 (IL-4) 

Na Tabela 6 e Figura 6 encontram-se os resultados da liberação de IL-4, 

valores médios expressos em picogramas/mL. A comparação dos resultados 

indica diferença  (p<0,05) entre os animais dos grupos controle, que receberam 

dieta (C), os que receberam leite pasteurizado (LP) e os que receberam leite 

pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). 

Tabela 6  - Valores médios de IL-4 encontrados para os três diferentes grupos 
de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 0,96 b 

Leite pasteurizado (LP)  0,45 b 

Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 1,79 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Figura 6 - Concentração de interleucina 4 (IL-4) liberada em culturas de células 
esplênicas. 

 
O teste imunoenzimático (ELISA) foi realizado com os sobrenadantes obtidos a partir de 
culturas de células esplênicas (5x106 células/mL) de ratos fêmeas Wistar que receberam 
diariamente os três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado (LP) e leite 
pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de células 
contendo as células em meio RPMI-1640. A análise estatística foi realizada comparando-
se as amostras das células estimuladas com ConA, havendo diferença estatística 
significativa entre os grupos. Os resultados foram expressos como a média ± SD de 
duplicatas de 12 animais por grupo. 
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6.8. Liberação de IFN-γ  

A liberação de IFN-γ, resultados médios expressos em picogramas/mL 

encontra-se na Tabela 7 e Figura 7. Os dados indicam  diferença  (p<0,05) 

entre os grupos de animais controle, que receberam dieta (C), leite 

pasteurizado (LP) e os que receberam Leite pasteurizado adicionado de 

bactérias bífidas (LPB). 

Tabela 7  -  Valores médios de IFN-γ encontrados para os três diferentes 
grupos de estudo  

Grupo Testado Valor Médio 
Controle (dieta) 233,53 c 
Leite pasteurizado (LP)  485,64 a 
Leite pasteurizado + bactérias bífidas (LPB) 295,64 b 

Médias seguidas por uma mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Figura 7 - Concentração de IFN-γ liberado em cultura de células esplênicas. 
 
O teste imunoenzimático (ELISA) foi realizado com os sobrenadantes obtidos a partir de 
culturas de células esplênicas (5x106 células/mL) de ratos fêmeas Wistar que receberam 
oralmente os três diferentes tratamentos: controle (dieta), leite pasteurizado (LP) e leite 
pasteurizado adicionado de bactérias bífidas (LPB). Foram feitos controles de células 
contendo as células em meio RPMI-1640. A análise estatística foi realizada comparando-
se as amostras das células estimuladas com Con-A, havendo diferença estatística 
significativa entre os grupos. Os resultados foram expressos como a média ± SD de 
duplicatas de 12 animais por grupo. 
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No presente estudo administrou-se aos animais do grupo que recebeu 

bactérias bífidas (LPB) concentrações na faixa de 109 UFC/mL o que garante 

efeito probiótico por ser superior a 107 UFC/mL (GONZALES, 1990). 

 Os diferentes tratamentos não resultaram em diferenças (p>0,05) na 

viabilidade das células macrofágicas da cavidade peritonial dos ratos  

(Tabela 1), demonstrando que as bactérias bífidas veiculadas não apresen-

taram risco de citotoxicidade aos animais testados. Os macrófagos constituem 

a segunda maior concentração celular do sistema imunológico e participam 

tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa (JANEWAY; TRAVERS 

2000). A citotoxicidade constitui um parâmetro de importância na avaliação do 

efeito do consumo de bactéria probiótica no sistema imune do hospedeiro. 

Nesta experimentação o pool de bactérias bífidas avaliado não comprometeu 

de maneira adversa a população macrofágica dos animais testados. 
Houve diferença (p<0,05) na liberação de IL-6 (Tabela 2) entre os 

animais dos grupos que receberam o probiótico (LPB) sendo essa diferença 

cerca de 1,5 menor neste grupo do que nos animais que não receberam o 

microrganismo. As células T helper murinas são  principalmente classificadas  

em duas categorias de acordo com o padrão de citocinas que produzem: 

células helper Tipo 1 (Th1) que estimulam o aumento de IFN-γ, IL-2 e TNF-β, e  

as células do tipo 2(Th2) envolvidas com o aumento de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. 

As citocinas Th1, respondem pelo aumento da imunidade celular ao passo que 

as Th-2, pelo aumento da imunidade humoral. A homeostasia é mantida no 

hospedeiro por meio do balanço das populaçoes dos dois tipos de células e um 

desequilíbrio leva a vários distúrbios imunológicos como alergias e infecções.  

(MOSMANN et al.,  1986).  

IL-6 é sinal co-estimulador da ativação de células T, produzidas por 

determinadas células apresentadoras de antígenos, tais como macrófagos e 

células dendríticas e tem papel fundamental na diferenciação das células B em 

células produtoras de anticorpos (PARKER, 1993). É uma interleucina com 

caráter multifuncional uma vez que atua regulando a resposta imune, a 

hematopoiese, proteínas de fase aguda, entre outras funções, indicando um 

papel central nos mecanismos inflamatórios. Os níveis fisiológicos de IL-6 são 

geralmente muito baixos elevando-se rapidamente em resposta a diferentes 

estímulos como nas infecções bacterianas ou virais, danos teciduais induzidos 
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pelas inflamações e em diferentes tipos de traumas. A sua ação, no entanto, é 

interativa e depende da interação com outros mediadores liberados 

(KISHIOMOTO, 1989). Devido a estas características, o significado dos 

valores  da IL-6 só pode ser feito á luz do conhecimento da interação dos 

diferentes mediadores liberados numa determinada situação. Na presente 

experimentação, os animais que receberam Leite pasteurizado (LP) e os do 

grupo controle (C) foram mais efetivos no estímulo da resposta imune humoral 

representada pela IL-6. O efeito de bactérias probióticas no estímulo da 

liberação de diferentes interleucinas é variável. A determinação de IL-6 em três 

grupos de animais: que receberam um produto fermentado de soja com 

bactérias probióticas (E. faecium e L. helveticus), grupo placebo (produto não 

fermentado) e o que recebeu água, demonstrou que o produto fermentado 

induziu  maior liberação desta citocina do que o placebo e esse por sua vez 

maior que o grupo controle (VENDRAMINI, 2002). Camundongos Balb/c 

alimentados com Lactobacillus casei Shirota inativados induziram aumento na 

produção de citocinas associadas a Th1 (IFN-γ e IL-2) ao passo que a 

liberação das citocinas associadas ao tipo Th2 ((IL-4, IL-5 e IL-6), foi menor do 

que no grupo controle, que não recebeu o lactobacilo (MATSUZAKI ; CHIN,  

2000). A presente experimentação também evidenciou que o consumo de 

Bifidobacterium breve induziu menor resposta na liberação de IL-6.  

O estímulo à produção de IFN-γ no presente estudo seguiu a seguinte 

ordem: LP>LPB>C, tendo o grupo que recebeu o microrganismo probiótico 

produzido 1,2 vez mais IFN-γ do que o controle. A resposta imunológica é 

ativada em forma de uma rede, em que um mediador irá atuar sobre uma 

célula e esta, agora ativada, libera ao meio externo outro mediador, e assim 

sucessivamente. Nessa rede de mediadores, o IFN-γ é a principal citocina 

ativadora de macrófagos e exerce funções essenciais na imunidade inata e na 

imunidade adaptativa mediada por células (IHLE, 2001). O IFN-γ é a citocina  

que produz o meio pelo qual os linfócitos T e as células NK ativam o macrófago 

no processo de destruição dos microrganismos fagocitados aumentando a 

ação microbicida desses macrófagos pela estimulação da síntese de interme-

diários reativos do oxigênio e do óxido nítrico tendo uma atividade central no 

combate a microrganismos intracelulares (PARKER, 1993).  
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A resposta do estímulo de bactérias probióticas aos mediadores 

relacionados a Th1 e Th2 é variável.  Lactobacillus casei Shirota administrado 

na forma inativa a camundongos Balb-c induziu o aumento da liberação de  

IFN-γ (MATSUZAKI ; CHIN,  2000). Os dados da presente experimentação 

indicam que o pool de Bifidobacterium breve não constitui potente estimulador 

de células esplênicas na liberação de IFN-γ. De acordo com Ihle (2001) 

níveis elevados de IL-4 antagonizam os efeitos ativadores do IFN-γ sobre os 

macrófagos e, assim, inibem reações mediadas por células. A menor secreção 

de IFN-γ observada no grupo controle (C) e no que recebeu bactérias bífidas 

(LPB) pode ter sido desencadeada pelo mecanismo antagonista mediado pela 

maior secreção de IL-4 nesses grupos (Tabela 6), que de alguma forma 

diminuiu a secreção de IFN-γ pelas células esplênicas.  

O estímulo à liberação de TNF-α foi observado nos grupos experi-

mentais do presente estudo, na seguinte ordem: LPB>LP>C (Tabela 3). Os 

animais que receberam o leite pasteurizado com ou sem o microorganismo 

probiótico estimularam igualmente de maneira significativa (P<0,05) essa 

produção em relação ao controle. O TNF-α é uma citocina que tem demons-

trado papel importante no processo inflamatório (POBER, 1988), no choque 

(TRACEY et al., 1986), na esclerose múltipla (VASSALI et al., 1992) e na 

malária (GRAU, 1987), assim como em desordens metabólicas, como caquexia 

e diabetes melitus não insulina-dependente (SPIEGELMAN; HOTAMISLIGIL, 

1993). Essa citocina atua também como estimuladora de macrófagos para a 

produção de NO, juntamente com o IFN-γ (BOGDAN et al., 1991).  

A formação endógena do TNF-α tem sido destacada pelo papel que 

exerce nos processos fisiológicos e patológicos. Pode atuar como 

imunomodulador, capaz de aumentar a expressão e amplificação da resposta 

imunológica, promovendo  maior expressão de antígenos de ativação em 

macrófagos e células endoteliais, aumentando a citotoxicidade a fungos por 

leucócitos, induzindo a liberação de IL-1 de células endoteliais e monócitos e 

estimulando a formação de radicais superóxidos em neutrófilos. Tanto o IFN-γ, 

como o TNF-α atuam sinergisticamente na indução da liberação de óxido 

nítrico (NO) (KIM et al., 1999). Em leitões desafiados com o virus influenza e 

que receberam Lactobacillus casei var. shirota observou-se o estímulo da 
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resposta imune celular com aumento das concentrações de IFN-γ, TNF-α e 

IL-12, e concomitante redução nos títulos das partículas vírais (HORI et al., 

2002). 

Dentre os numerosos produtos secretados pelos macrófagos, encon-

tram-se dois grupos de compostos inorgânicos com alto grau de reatividade 

química: os reativos intermediários do oxigênio (ROI), que incluem o H2O2, íons 

superóxido,  e os reativos intermediários do nitrogênio (RNI), representados 

pelo  óxido nítrico, nitritos e dióxido de nitrogênio.  No presente estudo, a 

liberação de  H2O2 por macrófagos peritoniais (Tabela 4) pelo grupo de animais 

que recebeu o microrganismo probiótico foi 1,2 vez maior do que a liberação 

observada nos outros dois grupos indicando que o pool de B. breve utilizado 

nesta experimentação estimulou a produção de H2O2 pelos macrófagos e 

dessa forma a dieta com LPB foi mais eficaz em iniciar o burst oxidativo  e 

desenvolvimento inicial da resposta imune. 

O estímulo da liberação do óxido nítrico (NO) (Tabela 5) pelos animais 

nos diferentes tratamentos da presente experimentação ocorreu na seguinte 

ordem: C>LPB>LP.  Tanto o grupo controle quanto o que recebeu o probiótico 

estimularam 2,5 vezes mais a produção de NO, não havendo diferença entre 

estes grupos (p>0,05). O NO, radical livre gerado a partir do aminoácido L-

arginina pelas enzimas óxido nítrico sintetases, exerce importante papel na 

regulação de uma variedade de funções fisiológicas, incluindo as do sistema 

imunológico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; MONCADA et al., 1991; 

KIECHLE; MALINSKI, 1993; KELLY et al., 1996). Faz parte do processo de 

morte ou inibição da proliferação de microrganismos, da destruição de células 

tumorais por macrófagos ativados e da defesa inata do hospedeiro (STUEHR; 

NATHAN, 1989; HIBBS et al., 1987). Atenção tem sido dada à sua formação 

endógena pela importância que tem nos processos fisiológicos e patológicos 

Estudos recentes demonstraram que macrófagos murinos estimulados com 

TNF-α produziram NO via expressão da indução do gene da óxido nítrico 

sintase, e foi enfatizado o papel desse intermediário nas atividades tumoricida 

e microbicida (XIE et al., 1992; LORSBACH et al, 1993). Essa molécula 

também faz parte da primeira linha de defesa do organismo com poder 

microbicida. O IFN-γ e o TNF- α, atuam sinergicamente na liberação de NO 

(KIM et al.,  1999). A produção moderada de citocinas, H2O2 e NO induzida por 
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bactérias láticas utilizadas na dieta pode apresentar efeito benéfico na 

manutenção do balanço imunológico e aumento da resistência a infecções, 

sem a indução de efeitos secundários como os que ocorrem em tratamentos 

terapêuticos com citocinas (PARK et al., 1999). No entanto os autores 

enfatizam que, concentrações elevadas de TNF-α, H2O2 e NO causam 

caquexia, agressão tecidual e coagulação intravascular disseminada sendo 

portanto importante o controle desses mediadores in vivo  o que pode ser 

efetivado avaliando-se as bactérias probióticas quanto ás suas capacidades na 

modulação dos diferentes moduladores imunológicos. 

A liberação de IL-4 a partir de cultura de células esplênicas (Tabela 6) 

nos animais dos diferentes tratamentos ocorreu na seguinte ordem: 

LPB>C>LP. A presença de bactérias bífidas na dieta resultou numa indução de 

IL-4 pelas células TH2 praticamente 4 vezes maior do que a dieta controle. De 

acordo com Ihle (2001) níveis elevados de IL-4 antagonizam os efeitos 

ativadores do IFN-γ sobre os macrófagos e, assim, inibem reações mediadas 

por células. A menor secreção de IFN-γ observada na presente experimentação 

no grupo controle(C) e no que recebeu bactérias bífidas (LPB) pode ter sido 

desencadeada pelo mecanismo antagonista mediado pela maior secreção de 

IL-4 nesses animais (Figura 7), que de alguma forma diminuiu a secreção de 

IFN-γ pelas células esplênicas. Comundongos Balb/c alimentados com 

Lactobacillus casei Shirota inativados induziram aumento na produção de 

citocinas associadas a Th1, mas a liberação das citocinas associadas ao tipo 

Th2 onde está incluída a IL-4 foi menor do que no grupo controle que não 

recebeu o lactobacilo (MATSUZAKI ; CHIN,  2000).  

Os resultados do presente estudo corroboram a afirmativa de que o 

estímulo aos diferentes mediadores do sistema imune varia com o micror-

ganismo probiótico utilizado. Permitem ainda concluir que o tratamento dos 

animais com as bifidobactérias (LPB) proporcionou ao organismo hospedeiro 

capacidade de participar nos estágios iniciais da resposta imunológica, atuando 

sobre os fagócitos, capacitando-os ao “burst” oxidativo (H2O2) e maior 

capacidade microbicida (NO) com concomitante liberação da citocina TNF-α, 

que desencadeia a resposta imunológica. A maior produção de IL-4 inferida 

pela dieta contendo B. breve (LPB) sugere a participação das estirpes 
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utilizadas neste estudo na resposta adaptativa, ou seja, induzindo a produção 

de anticorpos. Estas estirpes, no entanto, não exerceram efeito na liberação de 

IL-6 e IFN-γ indicando capacidade variada no estímulo tanto de mediadores do 

tipo Th1 quanto nos do tipo Th2. As evidências acumuladas sobre os 

benefícios decorrentes do uso dos probióticos justificam o aprofundamento dos 

estudos sobre seu modo de ação, a fim de otimizar sua utilização como 

profiláticos, promotores de crescimento e imunomoduladores. Até o momento, 

o acúmulo de informações indica que a administração de bactérias probióticas 

na dieta influencia o sistema imunológico e a capacidade que estes 

microrganismos têm na modulação de mediadores tipo Th1 e Th2 promovendo 

seu balanço, os indica como potenciais no melhoramento do sistema 

imunológico do hospedeiro (MATSUZAKI; CHIN, 2000). Embora não se 

conheça as diferentes interações e sinergismos relacionados aos diferentes 

imunomoduladores aqui estudados, a adição de bactérias bífidas ao leite 

pasteurizado dos bancos de leite humano tem o potencial de favorecer o 

hospedeiro no estabelecimento de uma microbiota desejável e modulando 

favoravelmente as respostas imunológicas inata e adaptativa. Estudos são 

necessários para a definição das melhores estirpes de bactérias bífidas respon-

sáveis pelo estímulo dos diferentes mediadores da resposta imunológica, para 

o esclarecimento dos mecanismos envolvidos assim como para a definição das 

concentrações mínimas necessárias ao estimulo dos diferentes mediadores.  
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CONCLUSÕES 

Todas as amostras de leite humano cru ordenhado (LHC) apresentaram 

uma microbiota inicial inadequada, contudo, com relação ao leite pasteurizado 

(LHP), em 100% das amostras foi detectado ausência de coliformes totais e 

Staphylococcus aureus. Medidas rigorosas de monitoramento da qualidade do 

leite humano são imprescindíveis, no sentido de garantir um alimento seguro 

para os recém-nascidos. Apesar da eficiência do processo de pasteurização 

para patógenos verificado neste estudo, torna-se urgente a necessidade 

de conscientização por parte das doadoras no que se refere aos métodos 

de obtenção de coleta e ordenha domiciliar do leite materno. A adição de 

bactérias bífidas no leite materno (LPB) não apresentou riscos de alteração da 

histomorfometria do cólon ascendente quanto ao parâmetro avaliado em um 

modelo murino e esta informação fundamenta que a adição de bactérias bífidas 

ao leite pasteurizado nos bancos de leite humano não interferiu na integridade 

do epitélio e tem potencial de beneficiar as crianças que precisam fazer uso 

desta alternativa. Conclui-se que a adição de bactérias bífidas probióticas ao 

leite pasteurizado alterou beneficamente a microbiota intestinal dos animais  

diminuindo a concentração de bactérias do grupo coliforme. Portanto, a adição 

de bactérias bífidas ao leite pasteurizado nos bancos de leite humano tem 

potencial de atuar beneficamente melhorando o perfil microbiológico intestinal 

de crianças que tenham necessidade de usá-lo. O tratamento dos animais com 

as bifidobactérias (LPB) proporcionou ao organismo hospedeiro capacidade de 
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participar nos estágios iniciais da resposta imunológica, atuando sobre os 

fagócitos, capacitando-os ao “burst” oxidativo (H2O2) e maior capacidade 

microbicida (NO) com concomitante liberação da citocina TNF-α, que desen-

cadeou a resposta imunológica. A maior produção de IL-4 inferida pela dieta 

contendo Bifidobacterium breve (LPB) sugere a participação das estirpes 

utilizadas neste estudo na resposta adaptativa, ou seja, induzindo a produção 

de anticorpos. Estas estirpes probióticas, no entanto, não exerceram efeito na 

liberação de IL-6 e IFN-γ indicando capacidade variada no estímulo tanto de 

mediadores do tipo Th1 quanto nos do tipo Th2. Finalmente, as evidências 

acumuladas sobre os benefícios decorrentes do uso dos probióticos nesta 

experimentação justificam o aprofundamento dos estudos sobre seu modo de 

ação, a fim de otimizar sua utilização como profiláticos e imunomoduladores. 
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