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ATIVIDADE FUNCIONAL DOS FAGÓCITOS DO COLOSTRO HUMANO 

TRATADOS POR CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA PRESENÇA DE Escherichia 

coli ENTEROINVASIVA (EIEC) 

 

 

RESUMO  

 
A limitada capacidade de resposta imunológica dos recém-nascidos  a vários agentes 

infecciosos está associada ao estágio de desenvolvimento deste sistema ao 

nascimento, sendo que nesta fase, a imunidade materna é importante. A resistência 

à infecção do recém-nascido depende de fatores de proteção contidos no colostro que 

são altamente direcionados para agentes infecciosos do ambiente materno e 

provavelmente, são os encontrados pela criança durante suas primeiras semanas de 

vida. Há vários estudos que relatam que o colostro e leite humanos protegem a criança 

para uma grande variedade de agentes potencialmente patogênicos, doenças 

imunológicas e também doenças tumorais, porém os mecanismos de atuação destes 

fatores ainda são parcialmente compreendidos. O leite materno possui inúmeros 

fatores imunológicos específicos e não específicos  entre eles anticorpos, 

glicoconjugados, lipídeos, enzimas, citocinas, quimiocinas, entre estas a IL-6, 

RANTES e MCP-1. Também possui células que desempenham importante papel de 

proteção para uma variedade de agentes infecciosos, porém é limitado  o 

conhecimento dos mecanismos envolvidos durante as interações de fagócitos e 

citocinas/quimiocinas, bem como estas células atuam em infecções por Escherichia 

coli enteroinvasiva (EIEC). Assim, visando uma maior compreensão dos mecanismos 

de defesa conferidos pelo leite materno, este trabalho teve como objetivo avaliar a 

atividade imunomoduladora da citocina IL-6 e das quimiocinas RANTES e MCP-1 em 

fagócitos do colostro na presença de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC). Foram 

coletadas 30 amostras de colostro de mães clinicamente saudáveis, com idade entre 

18 e 40 anos, com volume aproximado de 8 ml. Foram avaliadas nas células do 

colostro a liberação de ânion superóxido, a fagocitose e atividade bactericida. 

Observou-se neste estudo que na presença de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) 

os fagócitos do colostro tratados por IL-6 e pelas quimiocinas (RANTES e MCP-1) 

apresentaram aumento significativo (p<0,05) na liberação de ânion superóxido, na 

fagocitose e na atividade bactericida. Os resultados deste trabalho confirmam a 

importância do ânion superóxido nos mecanismos microbicidas dos fagócitos do 

colostro associados à esses imunomoduladores. Estes dados permitem sugerir que 

provavelmente, a atividade funcional dos fagócitos modulada pela IL-6, RANTES e 

MCP-1 se estenda a outros patógenos, além da Escherichia coli enteroinvasiva 

(EIEC). 

 
Palavras-chave: Colostro, Escherichia coli enteroinvasiva, Fagócitos, Quimiocinas. 

 

 



 
 

FUNCTIONAL ACTIVITY OF PHAGOCYTES OF HUMAN COLOSTRUM TREATED 

WITH CYTOKINES AND CHEMOKINES IN Escherichia coli PRESENCE 

ENTEROINVASIVE (EIEC) 

 

 

ABSTRACT 

 

The limited ability of immune response of infants to several infectious agents is 

associated with the development stage of the system at birth, and at this stage the 

maternal immunity is imported. The resistance of the newborn infection depends on 

the protective factors contained in colostrum that are highly targeted to infectious 

agents of the maternal environment and probably are found by children during their 

first weeks of life. Several studies have reported that human milk and colostrum protect 

the child to a variety of potentially pathogenic agents, immunological and tumor 

diseases, but the mechanisms of action of these factors are still partially understood.  

O breast milk has numerous specific immunological factors and non-specific including 

antibodies, glycoconjugates, lipids, enzymes, cytokines, chemokines, between these 

IL6, RANTES and MCP-1. It also features cells that play an important protective role 

for a variety of infectious agents, but the mechanisms involved in the interaction of 

phagocytes and chemokines, and these cells work on infections enteroinvasive 

Escherichia coli (EHEC) is partially known. Thus, targeting a greater understanding of 

defense mechanisms conferred by breast milk, this study aimed to evaluate the 

immunomodulatory activity of the cytokine IL-6 and RANTES and MCP-1 chemokines 

in colostrum phagocytes in the presence of Escherichia coli enteroinvasive (EIEC). We 

collected 30 samples of colostrum from clinically healthy mothers, aged 18 and 40, 

with an approximate volume of 8 ml. It were evaluated in colostrum cells superoxide 

anion release, phagocytosis and bactericidal activity. It was observed in this study that 

the colostrum phagocytes in the presence of Il-6, RANTES and MCP-1 present a 

significant increase (p <0.05) on superoxide anion release, phagocytosis, and 

bactericidal activity. The results of this study confirmed the importance of superoxide 

anion in the microbicidal mechanisms of phagocytes colostrum associated with these 

immunomodulators. These data suggest that probably the functional activity of 

phagocytes modulated by IL-6, RANTES and MCP-1 extends to other pathogens, as 

well as enteroinvasive Escherichia coli (EIEC). 

 

 

Keywords: chemokines, colostrum, Escherichia coli enteroinvasive, phagocytes 
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1 – INTRODUÇÃO 

  

Nos últimos anos diversas pesquisas contribuíram muito para uma melhor 

compreensão dos benefícios do aleitamento materno tanto para a criança como para 

a mãe. 

O leite materno é de grande importância para a defesa imunologica do recém- 

nascido, indo muito além do ato de nutrir. Visto que este tem um equilíbrio adequado 

de nutrientes, fornecidos em estado altamente digerível e biodisponível (LAWRENCE; 

LAWRENCE, 2005), fornecendo quantidades adequadas de proteínas, hidratos de 

carbono, lípidos, células e hormônios (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2009).  

A amamentação representa uma integração imunológica entre a mãe e o filho. 

O sistema imunológico do recém-nascido é imaturo e, portanto, limitado na sua 

capacidade de responder com eficiência a vários agentes infecciosos. A imunidade 

materna contribui para o desenvolvimento do sistema imunológico do recém-nascido 

(TAKAHATA et al., 2003), uma vez que o sistema imunológico do neonato começa ser 

formado no embrião e se completa alguns anos após o nascimento (LEWIS; WILSON, 

2006; GASPARONI et al., 2003).  

O colostro funciona como uma imunização passiva, onde a mãe passa 

proteínas imunorreativas para o filho, as quais funcionam protegendo o recém-nascido 

de uma grande variedade de agentes patogênicos.  A resistência à infecção desses 

recém-nascidos depende dos fatores de proteção contidos no colostro que são 

altamente direcionados para agentes infecciosos do ambiente materno e 

provavelmente, são os mesmos encontrados pela criança durante suas primeiras 

semanas de vida e do desenvolvimento do próprio sistema imunológico (KELLY; 

COUTTS, 2000; FIELD, 2005).   

Há vários estudos que relatam que o colostro e leite humano protegem a 

criança para uma grande variedade de agentes potencialmente patogênicos, doenças 

imunológicas e também doenças tumorais (HONORIO-FRANÇA et al., 1997; 

HONORIO-FRANÇA et al., 2001; FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; HANSON, 2007; 

FRANÇA et al., 2011-a; FRANÇA et al., 2011-b; FRANÇA-BOTELHO et al., 2012; 

HONORIO-FRANÇA et al., 2016), porém os mecanismos de atuação destes fatores 

ainda são parcialmente compreendidos. O colostro e leite humano contém uma 

mistura complexa de componentes imunologicamente ativos como, anticorpos 

(HANSON, 2007; FRANÇA et al., 2010), citocinas, quimiocinas (GOLDMAN et al., 
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1996; KVERKA et al., 2007; MEKI et al., 2003; LÖNNERDAL,  2003; GAROFALO, 

2010), lisozima (LÖNNERDAL, 2003; MAREK et al., 2003), probióticos (NEWBURG, 

2005), fatores antioxidantes (FRIEL et al., 2008; LINDMARK-MANSSON; AKESSON, 

2000), glucanas (NEWBURG, 2005) como lactoaderina (SHAHRIAR et al., 2006; 

MAREK et al., 2003), lactoferina (BESSLER et al., 2006) e transferrina (GOLDMAN, 

1993, GOLDMAN, 2002) entre outros componentes produzidos pelo sistema 

imunológico materno. Possui também vários hormônios (MIRALLES et al., 2006; 

LONNERDAL, 2000; ABDULLA et al., 2005; LAMOUNIER et al., 2001; FAGUNDES et 

al., 2012; HONORIO-FRANÇA et al., 2013).  Essas substâncias bioativas têm 

potêncial imunomodulador os quais desempenham um importante papel na saúde da 

criança proporcionando tanto defesas específicas e não específicas para agentes 

infecciosos (MUNOZ, 1990; BOTTCHER, 2000).  

O colostro difere da maioria das secreções por conter leucócitos viáveis (1 a 

3x10
9

 cel/ml durante os primeiros dias de lactação) (ISLAM et al., 2006), com 

quantidade e atividade comparáveis às leucócitos do sangue (BHASKARAM; REDDY, 

1981; HONORIO-FRANÇA, et al., 1997). 

Macrófagos do colostro tem atividade fagocitária e receptor de SIgA 

(ROBINSON et al., 1991; RIVAS et al., 1994; HONORIO-FRANÇA et al., 2001). São 

capazes de produzir radicais livres do oxigênio (TSUDA et al., 1984; HONORIO-

FRANÇA et al., 1997), contém IgA de superfície (FRANÇA et al., 2011-b) e IgA intra-

citoplasmática (BRANDTZAEG, 2003), também participam da resposta inflamatória 

através da liberação de citocinas, quimiocinas e fatores que promovem o recrutamento 

de células para o tecido lesado, ou para o local da inflamação 

(FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). 

No sítio inflamatório os macrófagos passam por um processo de ativação, 

tornando-se apto a desempenhar diversas funções complexas, como quimiotaxia, 

fagocitose, lise de parasitas intracelulares, apresentação de antígenos, entre outros 

(GORDON, 1995). Imediatamente após o nascimento há várias cepas de bactérias 

que passam colonizar o trato respiratório e gastrointestinal, constituindo a microbiota 

normal do recém-nascido. No entanto, quando há um desequilíbrio na microbiota, 

algumas bactérias podem causar graves doenças intestinais e\ou respiratórias. A 

diarréia aguda é a segunda causa mais comum de morte entre crianças nos países 

em desenvolvimento e de nível sócio-econômico baixo (KOSE BERN; GUERRANT, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujiwara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101534
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2003). Entre as bactérias destacam-se a Escherichia coli que são classificadas de 

acordo com as propriedades de virulência: enterotoxigênica (ETEC), enteropatogênica 

(EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), e enteroagregativa 

(EAEC), (NATARO; KAPER, 1998; ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002). 

Estudos também relatam que os fagócitos do colostro tem atividade bactericida 

para EPEC equivalente aos fagócitos do sangue periférico (HONORIO-FRANCA et 

al., 1997; FRANÇA et al., 2011-a), e sugerem que o mecanismo de fagocitose das 

células do colostro é dependente da ação de opsoninas. No entanto, em relação aos 

mecanismos de atividade funcional destas células para EIEC ainda não foram 

elucidados. Sabe-se que o colostro é capaz de inibir a invasão destas bactérias in vitro 

(CARBONARE et al., 2005). 

Assim, neste trabalho foi avaliado a atividade bactericida dos fagocitos do 

colostro humano para Escherichia coli (EIEC) sob  a ação imunomoduladora da 

citocina IL-6 e das quimiocinas MCP-1 e RANTES.   
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 - Leite Materno 

 

Vários estudos sobre o aleitamento materno vêm evidenciando que ele atua 

como um suplemento imunológico importante quando se considera a situação de 

imaturidade do sistema de defesa do recém-nascido (CARNEIRO-SAMPAIO et al., 

1982). Durante este período sensível e delicado para o desenvolvimento do sistema 

imunológico, o recém-nascido é dependente de proteção exógena e é o leite materno 

que fará a ligação imunológica entre a mãe e a criança após o nascimento (CHIRICO 

et al., 2006). O aleitamento materno mantém o elo materno-fetal de proteção após o 

nascimento, favorecendo a transferência de elementos maternos que modulam o 

sistema imunológico, fornecendo também uma abundância de mediadores protetores 

para o intestino do neonato que poderá compensar o estado frágil de limitada resposta 

imunológica do recém-nascido (NEWBURG, 2005; CHIRICO et al., 2008). Isso torna 

a criança imunocompetente durante o período sensível para o desenvolvimento de 

sua própria imunidade (CHIRICO et al., 2008).  

Devido à imaturidade da maior parte dos fatores de defesa e a maior 

permeabilidade intestinal, o recém-nascido (RN) é mais vulnerável às infecções, 

sendo fundamental a proteção conferida pela amamentação. Esta oferece substâncias 

imunológicas e fatores de crescimento presentes no colostro e no leite maduro, que 

protegem a mucosa intestinal da invasão de patógenos, estimulam a maturação 

epitelial e aumentam a produção de enzimas digestivas, permitindo ao recém-nascido 

uma boa adaptação fisiológica a vida extra uterina (XANTHOU, 1998; KUNZS et al., 

1999; ODDY, 2002). O aleitamento materno proporciona um melhor desenvolvimento 

emocional, cognitivo, e do sistema nervoso e mantém os níveis de crescimento e 

desenvolvimento normais (SILVA; MURA, 2007), também favorece o adequado 

desenvolvimento de estruturas da face, entre outros benefícios, os quais se estendem 

para a vida adulta com repercussões na qualidade de vida do ser humano 

(NASCIMENTO; ISSLER, 2003).  

O leite materno constitui-se fonte segura de nutrição para o recém-nascido, 

uma vez que seus benefícios refletem até a idade adulta. Observa-se nesse alimento 

composição nutricional balanceada com presença de fatores funcionais e 

moduladores, meios pelos quais as necessidades fisiológicas, imunológicas, de 
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crescimento e desenvolvimento do lactente são asseguradas (CYRILLO et al., 2009). 

O leite humano é o alimento ideal a ser oferecido para a criança nos primeiros meses 

de vida, exercendo efeito protetor com relação ao desenvolvimento de doenças na 

infância, protegendo-as, sobretudo, de doenças do tubo digestivo e das doenças 

respiratórias (BOCCOLINI et al., 2011). 

 A amamentação também representa uma fonte de economia para a família, 

principalmente nos países em desenvolvimento, onde grande parte da população 

pertence aos níveis socioeconômicos mais baixos (TAKUSHI et al., 2008). 

A abundância de moléculas que o leite materno fornece é essencial para 

desenvolver de forma aprimorada os tecidos e órgãos do neonato, a presença de 

fatores de crescimento no leite estimulam os sistemas vitais do bebê. Várias moléculas 

bioativas que modulam o sistema imunológico estão presentes no leite humano, bem 

como citocinas, moléculas com atividades antimicrobianas diretas e indiretas que 

evitam o supercrescimento de micro-organismos possivelmente patogênicos 

(LÖNNERDAL, 2013). O leite materno é fonte de energia e nutrientes em quantidades 

adequadas para a nutrição do lactente, possuindo proteínas, lipídios, glicídios e sais 

minerais, além de vitaminas, linfócitos, imunoglobulinas e fatores de crescimento. 

O leite humano apresenta alteração em sua composição durante hora do dia e 

durante os diferentes períodos de lactação. E recebe três denominações de acordo 

com o período de lactação: colostro, leite de transição e leite maduro (FRANÇA et al., 

2010-b). 

O colostro é a secreção produzida pós-parto do primeiro ao sétimo dia 

(ALMEIDA, 2000) e fornece um maior conteúdo proteico, e grande quantidade de 

imunoglobulinas. É um liquido transparente, viscoso e levemente amarelado devido à 

alta concentração de betacaroteno, e altamente rico em células, apresenta maiores 

concentrações de sódio, potássio e cloro do que o leite maduro (REGO, 2006). Vários 

estudos relatam o efeito protetor da alimentação do recém-nascido com esse leite, 

principalmente se ofertado na primeira hora de vida, atuando no combate à 

mortalidade neonatal (AZAIS-BRAESCO; PASCAL, 2000; EDMOND et al., 2006; 

MULLANY et al., 2008; BOCCOLINI et al., 2013).  

O leite de transição é produzido no período intermediário entre o colostro e o 

leite maduro do sétimo ao décimo quinto dia após o parto. O teor de proteínas e 

minerais vai gradativamente sendo reduzido neste período, o teor de carboidratos e 



21 
 

gordura é ligeiramente aumentado até atingir as características do leite maduro 

(EUCLYDES, 2005). O leite maduro é aquele produzido posteriormente ao 15º dia, 

sua composição é variável em cada mãe e durante a mamada, mas sempre atendendo 

as necessidades imunológicas, fisiológicas e nutricionais da criança, (ANDERSON, 

1985; PICIANO, 2001).  

Em termos de propriedades bioativas, o colostro é consideravelmente diferente 

do leite maduro, pois contém concentrações elevadas de imunoglobulina secretora. 

Estas qualidades sugerem que o principal papel do colostro não é apenas nutritivo, 

mas imunológico, protegendo o bebê enquanto ele deixa o ambiente intrauterino 

relativamente estéril, para ser exposto a muitos agentes patogênicos ambientais 

(CASTELLOTE et al., 2011). 

Se cada criança fosse amamentada na primeira hora de vida, exclusivamente 

até os seis meses de idade, seguido de amamentação com a inserção de outros 

alimentos até dois anos de idade ou mais, cerca de 220.000 vidas seriam salvas a 

cada ano (WHO, 2001), pois o leite humano além de conter todos os nutrientes 

necessários para o desenvolvimento físico da criança, é capaz de reduzir a morbidade 

e mortalidade das doenças infecciosas (DUIJTS; RAMADHANI; MOLL, 2009).  

Houveram consideráveis avanços na compreensão dos diversos constituintes 

bioativos do leite humano que influenciam o estado imunológico da criança, não só 

fornecendo proteção, mas também facilitando a tolerância, o desenvolvimento e uma 

resposta inflamatória adequada (FIELD, 2005). Além disso, o aleitamento materno traz 

inúmeros benefícios, pois evita mortes infantis através de causas preveníveis, uma 

vez que protege de infecções (JONES et al., 2003), reduzindo o risco de infecção 

respiratória (ALBERNAZ MENEZES; CESAR, 2003) e gastrointestinais (HONORIO-

FRANÇA et al., 1997), promove melhora na condição da anemia (SPINELLI et al., 

2005); evita diarreias (VIEIRA; SILVA; VIEIRA, 2003), diminui o risco de alergias 

(SAARINEN; KAJOSAARI, 1995), incluindo asma (GDALEVICH; MIMOUNI; 

MIMOUNI, 2001; VAN ODIJK et al., 2003) e a longo prazo, reduz a incidência de 

hipertensão, hipercolesterolemia e diabetes mellitus (OWEN et al., 2006). Dados estes 

comprovados a partir de um estudo onde os indivíduos amamentados apresentaram 

pressões sistólica e diastólica mais baixas, níveis menores de colesterol total e risco 

37% menor de apresentar diabetes tipo 2 (HORTA et al., 2007).  

Pesquisas indicam que a mortalidade infantil pode ser reduzida em quase um 

terço se o aleitamento materno for exclusivo nos primeiros 6 meses de vida (ARIFEEN 
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et al., 2001). Um estudo sobre a incidência de doenças e mortalidade da criança, de 

acordo com o tipo de alimentação, mostrou que as crianças amamentadas ao seio 

tiveram menor incidência de distúrbios gastrintestinais, de infecções respiratórias e de 

otites médias; as infecções, quando presentes, foram de evolução mais curta e a taxa 

de mortalidade muito menor quando comparadas com as alimentadas com leite de 

vaca, considerando a mesma classe socioeconômica (ROBINSON, 1951). Além 

destes benefícios, a literatura evidencia que o leite materno reduz a chance de 

obesidade (BALABAN; SILVA, 2004) e possui efeito positivo na inteligência, pois 

contribui para o desenvolvimento cognitivo da criança (MORTENSEN et al., 2002). 

Destaca-se ainda o menor custo financeiro, o estabelecimento do vínculo afetivo entre 

mãe e filho e melhora a qualidade de vida das famílias (BRASIL, 2009). Uma série de 

eventos hormonais importantes para a relação mãe/bebê é desencadeada através do 

contato pele a pele. O toque, o odor e o calor estimulam o nervo vago e isto, por sua 

vez, faz com que a mãe libere ocitocina, hormônio responsável, entre outras ações, 

pela saída e ejeção do leite. Esse hormônio faz com que a temperatura das mamas 

aumente e aqueça o bebê. Por outro lado, a ocitocina reduz a ansiedade materna, 

aumenta sua tranquilidade e responsividade social (UVNAS-MOBERG, 1998; 

MERCER et al., 2007). 

O leite materno apresenta propriedades únicas para ajudar a promover a 

proliferação de bactérias comensais no epitelio intestinal, que é um fator chave no 

desenvolvimento do sistema imunológico (HANSON, 2002). Contém oligossacarídeos 

nitrogenados que possibilitam a instalação de camada bífida. Essa camada impede, 

por ação seletiva face a sua elevada competitividade, que novas bactérias e os 

principais patógenos da diarreia (E. coli, dentre outras enterobactérias) colonizem o 

trato intestinal (COLLINS; GIBSON, 1999; NOVAK et al., 2006). Bebês amamentados 

exclusivamente apresentam populações superiores de bifidobactérias quando 

comparados com os alimentados com fórmulas lácteas ou leite de vaca, nos quais 

predominam enterobactérias, clostrídios e enterococos, sendo o leite materno um 

modificador potente da microbiota gastrointestinal infantil (LIEPKE et al., 2002; 

WALKER, 2004). Estudos comprovam a eficácia da amamentação como uma prática 

que evita a doença diarreica e as mortes a ela relacionadas (ARIFEEN et al., 2001).  

As doenças diarreicas representam uma das causas mais importantes de 

morbimortalidade em crianças menores de cinco anos em todo o mundo, estando 
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associadas a diversos fatores socioeconômicos, demográficos e culturais, mas, 

sobretudo à pobreza, desmame precoce, deficiências nutricionais e menor nível de 

escolaridade materna (SILVA; LIRA; LIMA; 2004; WHO/UNICEF; 2009). A diarreia é, 

habitualmente, uma infecção causada por bactérias, vírus ou parasitas e integra a 

segunda causa de mortalidade de crianças (WHO/UNICEF, 2009). Desde as primeiras 

horas de vida, diversas bactérias passam a colonizar o intestino humano, tornando-se 

parte da sua microbiota normal (NATARO; KAPER; 1998; TRABULSI et al., 2002). No 

entanto, quando há um desequilíbrio na microbiota, algumas bactérias podem causar 

graves doenças intestinais e ou respiratórias.  

A bactéria Escherichia coli é um membro da família Enterobacteriaceae, gênero 

Escherichia, é um bacilo gram negativo, anaeróbio facultativo, que apresenta cepas 

móveis ou imóveis. Foi descrita pela primeira vez por Theodore Escherich em 1885, 

que a denominou de Bacterium coli commune, indicando a ocorrência universal desta 

bactéria no intestino de indivíduos saudáveis (NATARO; KAPER, 1998; RODRIGUEZ-

ANGELEZ, 2002; VIDAL et al., 2007). Embora a Escherichia coli seja considerada um 

habitante natural da microbiota intestinal, é também um exemplo de micro-organismo 

cujo mecanismo patogênico pode levar a perda do equilíbrio da microbiota, visto que 

algumas cepas desenvolveram a capacidade de colonizar, invadir e produzir toxinas, 

capaz de causar um amplo espectro de doenças, (CARNEIRO-SAMPAIO et al.,1996). 

A Escherichia coli aparece como uma importante causa de diarreias, infecções 

urinárias, mastites, septicemias e meningites. Tem sido responsável por causar 

diarreia seguida de morte em crianças de países em desenvolvimento, assim como 

colite hemorrágica (HC), síndrome urêmica hemolítica (HUS) em crianças e adultos 

em países desenvolvidos (DROLET et al., 1994; SUSSMAN, 1997; TRABULSI; 

CAMPOS, 1999; GUTH et al., 2002; YATSUYANAGI; SAITO; ITO, 2002). 

Os mecanismos de patogenicidade das Escherichia coli são diversos, ou seja, 

cada grupo é classificado de acordo com o seu modo de ação, e fatores de virulência 

produzidos, conforme  esse critério, essas bactérias são classificadas em seis 

principais classes: Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), Escherichia coli 

enteroinvasora (EIEC), Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC), Escherichia coli 

enteroagregativa (EAggEC), Escherichia coli entero-hemorrágica (EHEC) e 

Escherichia coli de adesão difusa (DAEC), (NATARO; KAPER, 1998; SCALETSKY et 

al., 1999; SOUZA et al., 2002). Os mecanismos patogênicos destas bactérias diferem 
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entre si na forma de dano à célula do hospedeiro. Algumas liberam toxinas, outras 

causam transformações na superfície de microvilosidades do enterócito e outras 

invadem o epitélio. No entanto, todas têm uma característica em comum, que é a 

interação da bactéria à superfície da célula epitelial do hospedeiro (NATARO; KAPER, 

1998).  

Principalmente em países em desenvolvimento, a Escherichia coli 

enteroinvasiva (EIEC), é uma das importantes causadoras de Disenteria Bacilar 

(PACHECO-GIL et al., 2006). A Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) causa várias 

doenças no homem, sendo bioquímica, genética e patogenicamente semelhante às 

espécies de Shigella spp, a EIEC são cepas que possuem algumas das características 

bioquímicas de E. coli não invasiva, no entanto a EIEC têm a capacidade de causar 

disenteria utilizando o mesmo mecanismo de invasão da Shigella, ambas causam 

colite inflamatória invasiva. A doença envolve invasão e espalhamento celular, em que 

genes cromossomais e plasmidiais estão envolvidos (LEVINE, 1987). A EIEC invade 

os enterócitos e se espalha se para as células adjacentes causando sua morte e 

destruição. Quando a infecção é severa, causa forte reação inflamatória pela 

destruição dos tecidos, promovendo diarreia aquosa e/ou sanguinolenta, com a 

presença de leucócitos e muco (NATARO; KAPER, 1998), febre e cólicas abdominais 

severa, e mal estar generalizado (NATARO et al., 2007; JONES et al., 2008). Em 

casos graves, a bactéria pode atacar a mucosa do cólon, invadir as células epiteliais, 

multiplicando, e causando ulceração do intestino (BAYLIS et al., 2006).  

A Escherichia coli enteroinvasiva como outros enteropatógenos utiliza as 

células M (microfold cells) como rota de entrada, essas células estão presentes na 

mucosa intestinal. Após a bactéria atingir o epitélio, é fagocitada por macrófagos 

residentes e a fagocitose por esses macrófagos é o primeiro passo para a produção 

da resposta inflamatória para as cepas bacterianas (SANSONETTE et al., 1996). 

Existem vários componentes antimicrobianos no colostro, sendo que o agente 

protetor mais abundante é a imunoglobulina A do tipo secretória (sIgA). Esta proteína 

não é absorvida na luz intestinal, ou seja, não sofre alterações em sua reatividade 

onde atua recobrindo a superfície da mucosa do trato digestivo do lactente, 

protegendo-o de penetração de patógenos (CARLSSON; HANSON 1994; 

CARNEIRO-SAMPAIO et al., 1996). Diante deste contexto, observa-se que todo 

processo infeccioso depende da adesão das bactérias à superfície das mucosas para 
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posterior colonização. A Imunoglobulina secretória (sIgA) bloqueia a aderência de 

bactérias as células do tecido epitelial humano, neutraliza toxinas, previne infecções 

virais (HANSON, 2007) e atua como opsonina, facilitando a fagocitose de agentes 

patogênicos (FRANÇA et al., 2011-b). A imunoglobulina sIgA do colostro é capaz de 

inibir a aderência dos diferentes sorotipos de EPEC (CARBONARE et al., 2005), 

EAEC (ARAUJO; GIUGLIANO, 2001), ETEC e a invasão da EIEC (CARBONARE et 

al., 2005). Os anticorpos da classe IgA por sua vez, atuam impedindo a aderência às 

superfícies mucosas não apenas de micro-organismos, como também de 

macromoléculas antigênicas (FERNANDES et al., 2001). Há outros isotipos de 

imunoglobulinas presentes no colostro como a IgG e IgM, porém em menor 

concentração (BAHNA et al., 1988). 

O colostro apresenta um maior conteúdo celular que o leite maduro, e diminui 

rapidamente ao longo do período de lactação (GOLDBLUM; GOLDMAN, 1994). 

Diversos trabalhos têm evidenciado que o colostro humano difere da maioria das 

secreções por conter um grande número de leucócitos viáveis durante os primeiros 

dias de lactação. As principais populações de células presentes no leite humano são 

os fagócitos, incluindo macrófagos e neutrófilos, os quais são células efetoras 

importantes para a eliminação de microrganismos (CRAGO et al., 1979; HONORIO-

FRANÇA, et al., 2013). O elevado número destas células no colostro (80% a 90%) 

indica um relevante papel na secreção. Esses fagócitos do colostro diferem dos 

fagocitos do sangue periferico, por apresentarem IgA de superfície, (ROBINSON et 

al., 1991; RIVAS et al., 1994), e IgA intra-citoplasmática (BRANDTZAEG, 2003; 

THORPE et al., 1986; OZKARAGOZ et al., 1998).  

As células do sistema imunológico envolvidas no processo de fagocitose são 

macrófagos e neutrófilos. Os macrófagos do colostro apresentam capacidade de 

responder a estímulos quimiotáticos, assim como fagocitose ativa para bactérias e 

fungos; são também capazes de produzir lactoterrina e lisozima, e desempenham um 

papel chave na defesa para microrganismo invasores (MOHR; LEU; MABRY, 1970; 

MURILLO; GOLDMAN, 1970; HO; LAWTON, 1978; ROBINSON et al., 1978; 

PICKERING et al., 1980; JOHNSON et al., 1980).  O segundo tipo de leucócitos mais 

comuns do leite humano são os neutrófilos, no entanto estes apresentam menor 

mobilidade, aderência e quimiotaxia se comparados aos neutrófilos presentes no 

sangue materno (KUNZS et al., 1999; XANTHOU, 1998).  Vários trabalhos têm 
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relatado a fagocitose (HO; LAWTON, 1978) e a capacidade microbicida de leucócitos 

mononucleares e polimorfonucleares (HONORIO-FRANÇA, 1998; HONORIO-

FRANÇA et al., 2001; HONORIO-FRANÇA et al., 2013).  

A fagocitose é um dos principais mecanismos de eliminação de bactérias é 

importante na defesa contra infecções, envolve uma cadeia de processos moleculares 

que se inicia com a aderência do micro-organismo à membrana celular (YEAMAN; 

KERR, 1987; HONORIO-FRANÇA et al., 1997). No entanto, essa interação pode ser 

potencializada por substâncias imunomoduladoras, fatores hormonais, proteínas do 

soro e do próprio colostro, como as citocinas, quimiocinas entre outros (HONORIO-

FRANÇA et al, 2001, FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; FRANÇA et al., 2011-b; 

FRANÇA et al., 2012; FRANÇA-BOTELHO et al, 2012; MORCELI et al., 2013). Os 

mecanismos de ação dos macrófagos ocorrem através do englobamento de partículas 

ou micro-organismos dentro dos fagossomas, processo esse desencadeado após 

aderência.  

A fagocitose se inicia com o englobamento caracterizado pela formação de 

prolongamentos citoplasmáticos, alteração da forma e distribuição das organelas 

citoplasmáticas, essas alterações na forma da célula aumentam a área de contato da 

membrana do fagócito com a do substrato. Durante a aderência, ocorre ativação de 

receptores de membrana para moléculas de adesão, as células ligam os patógenos 

via receptores fagocíticas que iniciam os rearranjos do citoesqueleto e o tráfico de 

membrana que é necessário para a fagocitose ocasionando um rearranjo do 

citoesqueleto celular (ADEREM; UNDERHILL, 1999). O fagossoma formado 

rapidamente se desenvolve em organelas microbicidas (AMER; SWANSON, 2002). 

Após internalização da partícula ou micro-organismo ocorre à fusão do 

fagossoma com o lisossoma para formar o fagolisossoma, após essa fusão inicia-se 

a mobilização dos mecanismos microbicidas dependentes e independentes de 

oxigênio em que o agente patogênico é morto. A destruição de micro-organismos após 

a fagocitose pode ser mediada pelo metabolismo oxidativo com produção de 

metabólitos ativos do oxigênio (JOHNSON et al., 1980; MUNDI et al., 1991; 

HONORIO-FRANÇA et al., 1997;) ou por liberação de enzimas lisossômicas (SEGAL; 

SOOTHILL, 1983). No mecanismo dependente de oxigênio ocorre o processo 

oxidativo com a produção de moléculas reativas do oxigênio, tais como o ânion 

superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-) em um 
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processo denominado “burst” oxidativo (explosão respiratória) (ASAD et al., 1994), 

garantindo a morte do patógeno e consequentemente proteção do hospedeiro 

(BABIOR, 1999; KAKKAR et al., 1995; HONORIO-FRANCA et al., 2001; FRANCA-

BOTELHO et al., 2010; FRANCA et al., 2011-a). Neste fenômeno, o oxigênio 

molecular (O2) sofre uma redução enzimática para produzir agentes microbicidas. A 

reação chave na “explosão respiratória” é a redução do oxigênio a ânion superóxido 

(O2
-). O oxigênio molecular O2 é produzido pelos leucócitos através da NADPH-

oxidase, essa enzima catalisa a redução de um elétron do oxigênio. O O2
- gerado pode 

ser convertido a peróxido de hidrogênio (H2O2) na presença da superóxido dismutase 

(SOD). Por isso, essas enzimas são importantes na proteção da célula contra a ação 

do ânion O2
-, permitindo sua ação no centro do fagossomo (GLASS et al., 1986; 

ROOS, 2002).  

 O papel das espécies reativas de oxigênio gerado durante o metabolismo 

celular tem sido bastante estudado. E a produção desses potentes oxidantes é 

essencial para a morte bacteriana e também potencializam as reações inflamatórias 

(MUNDI et al., 1991; HONORIO-FRANÇA et al., 2001).  Esses radicais livres gerados 

pelo metabolismo oxidativo do oxigênio, estão envolvidos em muitos processos 

importantes, tais como reações inflamatórias, e peroxidação de lipídeos, proteínas, 

carboidratos e alterações de DNA (AMES et al., 1993).  

A destruição de bactérias pelos fagócitos também pode ocorrer por 

mecanismos independentes de oxigênio. Muitas bactérias desenvolveram várias 

maneiras de matar os fagócitos, como a liberação de toxinas (TODAR, 2008). Nos 

mecanismos independentes de oxigênio ocorre alterações bactericidas de pH nos 

fagolisossomos (junção da partícula englobada e enzimas lisossômicas no citoplasma 

do fagócito) e enzimas lisossômicas como: proteases, ácido ribonucleiase, β 

galactosidase e fosfolipase (PAAPE et al., 1991). 

 A presença de um número significativo de células e outros componentes 

solúveis capazes de gerar ou aumentar a produção de metabólitos ativos, sugere que 

o colostro desempenhe um papel importante na proteção da mucosa do recém-

nascido (TSUDA et al., 1984).  

Estudos relacionados à Escherichia coli sugerem que ocorre morte da bactéria 

devido aos efeitos de reativos derivados do oxigênio durante o metabolismo oxidativo 

(ASAD et al., 1994). Em comparação com adultos normais, ocorre uma menor 
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produção destes metabólitos em crianças de até um ano de idade. Essa menor 

produção de espécies reativas do oxigênio pode estar relacionada à maior 

susceptibilidade às infecções por esses micro-organismos (IHARA et al., 1994).  

O leite humano apresenta através de seus constituintes a capacidade de 

modular o sistema imunológico, tanto para imunoestimular, quanto para 

imunossuprimir (CROSS; GILL, 2000).  Sendo considerados como a primeira linha 

celular que participam da resposta imunológica, os fagócitos podem ser ativados por 

um grande número de estímulos (HONÓRIO-FRANÇA et al., 2009; DIESNER et al., 

2012). As substâncias responsáveis pela imunomodulação são denominadas 

imunomoduladores, os quais são capazes de alterar o sistema imunológico de um 

organismo por interferir com as suas funções, podendo exercer efeitos  estimulatórios 

ou inibitórios (MAKARE; BODHANKAR; RANGARI, 2001),  têm origem muito variada, 

podendo ser de origem endógena ou exógena, tais como produtos microbianos, 

substâncias sintéticas, plantas medicinais (BLECHA, 2001; SCHERER et al., 2011; 

FRANCA et al., 2014;), anticorpos (FRANÇA et al., 2001, FRANÇA et al., 2011-b), 

hormônios (FAGUNDES et al., 2012; HONORIO-FRANÇA 2013) citocinas e 

quimiocinas ( FAGUNDES et al., 2013). 

Diferentes tipos de agentes imunomoduladores podem ser encontrados no leite 

humano, como citocinas, quimiocinas, proteínas presentes na fase aquosa do leite 

entre outros. Estas substâncias imunomoduladoras são produzidas por diversas 

células do leite humano, após estimulação, e contribuem de forma significativa nos 

mecanismos de defesa das mucosas nos recém-nascidos (HAWKES; BRYAN; 

GIBSON, 2000).  

2. 2 - Citocinas  

Nos últimos anos, várias citocinas e quimiocinas têm sido descobertas no leite 

humano e suas concentrações têm um papel fundamental na imunogenicidade do leite 

materno. Entre as citocinas quantificadas no colostro e/ou leite maduro encontram-se: 

IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, 

IFN-γ, IFN-α, TNF-α, TNF-β, TGF-β, RANTES, MCP-1 (FIELD, 2005; CHIRICO; 

GASPARONI, 2006, LAWRENCE; PANE, 2007; RADILLO, 2013, MORAIS et al., 

2015). 

As citocinas e quimiocinas desempenham papéis importantes durante a 

resposta imune, pois atuam tanto no recrutamento quanto na ativação de células. As 
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citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis, variando 

entre 8 e 30 kDa, com funções pleiotrópicas, (diferentes tipos de células secretam a 

mesma citocina e uma única citocina pode agir em diversos tipos de células). A ação 

das citocinas é múltipla pois pode estar envolvida na emissão de 

diversos sinais estimulatórios, modulatórios ou mesmo inibitórios para as diferentes 

células do sistema imunológico (BORDEN, 1992; CAMACHO-ARROYO; LÓPEZ-

GRIEGO; MORALES-MONTOR, 2009).  

Essas moléculas proteicas atuam em concentrações baixíssimas e agem 

através da ligação a receptores específicos de membrana celular ativando uma 

cascata de reações metabólicas, induzindo ou inibindo a transcrição de genes, de 

acordo com a necessidade da resposta imunológica. A ativação de macrófagos é uma 

importante função das citocinas e quimiocinas que estão envolvidas na inflamação; e 

modulação de moléculas de adesão de leucócitos por diferentes citocinas e integrinas 

(ABBAS; LICHTMAN, 2003).   

As citocinas são mediadores fundamentais, uma vez que estas regulam de 

forma inespecífica a inflamação, a imunidade e reparo (BAGGIOLINI, 1998). Elas são 

essenciais para iniciar e determinar qual tipo de resposta imunológica que será 

desenvolvida (VERNAL; GARCIA-SANZ, 2008). As citocinas foram agrupadas em 

interleucinas (IL, enumeradas sequencialmente de IL-1 a IL-35), fatores de necrose 

tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotáticas), interferons (IFN) e fatores de 

crescimento mesenquimal, visto que não é possível classifica-las quanto à célula de 

origem ou quanto à função biológica (SOMMER; WHITE, 2010; RAEBURN, 2002). As 

citocinas atuam, em geral, de forma parácrina (atuam sobre outras células próximas), 

autócrina (atuam diretamente sobre as células que as produzem) ou endócrina (agem 

à distância) (KRAYCHETE, 2006; STITES; TERR; PARSLOW 2000). 

2.3 - Interleucina 6 (IL-6) 

   Interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pleiotrópica multifuncional com atuação 

tanto na resposta imunológica inata como na adaptativa e desempenha uma gama de 

funções sobre a imunidade celular e humoral relacionados à inflamação, defesa do 

hospedeiro e injúria tecidual. A IL-6 é sintetizada por monócitos, células endoteliais, 

fibroblastos e por linfócitos T, e atua como uma citocina pró-inflamatória, mas pode 

também desempenhar atividade anti-inflamatória e ainda responde a estímulos de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
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vírus e bactérias (BANNERMAN 2009). Nos seres humanos é codificada 

pelo gene de IL-6 (FERGUSON-SMITH et al., 1988). A IL-6 induz a diferenciação de 

linfócitos B em células produtoras de anticorpos e a produção de proteínas de fase 

aguda como Proteina C Reativa (PCR) e fibrinogênio que melhoram a fagocitose 

(BAUER et al., 1988). Ela atua em conjunto com outras interleucinas para promover a 

produção de diferentes classes de imunoglobulinas como, por exemplo, a IgA e a IgM 

(YVAN-CHARVET et al., 2009).  

A interleucina IL-6 encontrada no leite humano é produzida por ambos, epitélio 

da glândula mamaria, bem como por células mononucleares do leite (PALKOWETZ et 

al., 1994). 

2. 4 - Quimiocinas 

As quimiocinas fazem parte de uma vasta família especializada de citocinas, 

de baixo peso molecular (8-12 kDa), com elevada homologia, que funcionam como 

potentes mediadores ou reguladores da inflamação, pela habilidade de recrutar e 

ativar uma variedade de células incluindo neutrófilos, monócitos, linfócitos, eosinófilos, 

fibroblastos e queratinócitos, os quais respondem aos estímulos quimiotático com 

velocidades distintas (GAROFALO, 2010; BAGGIOLINI, 2001; PHILLIPS et al., 2013;  

SCHROEDER et al., 2013).  

Assim como as citocinas, as quimiocinas são multifuncionais, ambas controlam 

de forma seletiva e específica a adesão, quimiotaxia e ativação leucocitária, estando 

envolvidas em outras funções biológicas igualmente importantes, como inflamação, 

desenvolvimento de linfócitos T e B, na maturação de células dendríticas, na 

homeostasia e no desenvolvimento orgânico, entre outros. Todo o processo dinâmico 

de trânsito celular é regulado pelas quimiocinas, pois estas são citocinas quimiotáticas 

(BAGGIOLINI, 1998; MOSER; LOETSCHE, 2001). As quimiocinas estão entre as 

categorias de substâncias produzidas pelo organismo amplamente implicadas na 

modulação e controle da resposta imunológica, atraindo e produzindo o 

comportamento necessário nas células do sistema imunológico do organismo para a 

produção da resposta inflamatória.  (MÉLIK-PARSADANIANTZ; STÉPHANE, 2008). 

 As quimiocinas também podem atuar na regulação e na polarização da 

resposta imunológica, apoptose, angiogênese, mitose, metástase tumoral, 

cicatrização de feridas e secreção de citocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs), 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
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radicais livres, e óxido nítrico (D’AMBROSIO; PANINA-BORDIGNON; SINIGAGLIA, 

2003; MAHAD et al., 2005; BANISOR; LEIST; KALMAN, 2005). 

As quimiocinas, podem ser classificadas em dois grupos adicionais com base 

no seu padrão de expressão e função sendo, constitutivas, ou induzidas. As 

quimiocinas constitutivas são produzidas normalmente em vários tecidos e recrutam 

leucócitos, principalmente linfócitos, para esses tecidos na ausência de inflamação 

(CRUVINEL, 2010; CYSTER, 1999) e também controlam a localização e recirculação, 

além de maturação, diferenciação e ativação de linfócitos e células dendríticas 

(BAGGIOLINI, 2001).  As quimiocinas induzidas (ou inflamatórias) são produzidas por 

várias células em resposta a estímulos inflamatórios e recruta leucócitos para locais 

de inflamação (MOSER; LOETSCHER, 2001). 

A classificação das quimiocinas é categorizada em quatro famílias, e têm 

atividades biológicas relativamente diferentes, sua classificação é de acordo com a 

presença e posição dos resíduos de cisteína, que formam as pontes dissulfeto, 

responsáveis pela conformação tridimensional em sua estrutura molecular 

(MARTINÉZ; PANDO, 1999; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; MATSUKAWA et 

al., 2000; VASQUEZ; XIN; SOONG, 2008). As pontes dissulfeto mantêm as regiões 

amino terminais unidas, sendo essenciais para sua atividade biológica.   

Assim estão definidas em quatro grupos ou subfamílias com base no número e 

localização dos resíduos de cisteína (C) no terminal N da molécula e são nomeados 

em: CXC, CC, C e CX3C, de acordo com a nomenclatura sistemática.  Na presença 

de duas cisteínas adjacentes são quimiocina CC (ou β -quimiocinas), pelo menos 27 

membros diferentes dentro deste subgrupo estão presentes nos mamíferos, 

chamados ligantes CC (CCL1). Se houver um aminoácido que é representado por (X) 

entre os dois resíduos de cisteínas são CXC (ou alfa-quimiocinas), a quimiocina C 

possui apenas um representante, a linfotactina (XCL1) é distinta de todas as outras 

quimiocinas, pois possui uma única cisteína, e a quimiocina CX3C, que tem como 

representante a fractalquina (CX3CL1), em que a característica estrutural é a presença 

de duas cisteínas separadas por três aminoácidos (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-

KORSTANJE, 1997; ZHANG, 2007).  Com a descoberta de novas moléculas a 

nomenclatura das quimiocinas tornou-se necessária e são definidas baseadas em sua 

estrutura (CC, CXC, XC e CX3C) seguida pela letra L (ligante) e pelo número de seu 
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gene (BAGGIOLINI, 2001; LE et al., 2004; MOSER; WILLIMAN, 2004; JIN; XU; 

HERELD, 2008). 

As quimiocinas desempenham suas atividades biológicas através de seus 

receptores de alta afinidade, com sete domínios transmembranares acoplados a 

proteínas G, presentes na superfície celular, os quais são essenciais para atrair 

leucócitos e coordenar as respostas inflamatórias. Quimiocinas mostram grande 

redundância na utilização de seus receptores, assim estes receptores podem interagir 

com mais de uma quimiocina e, esta quimiocina pode acoplar-se a mais de um tipo 

de receptor (BAGGIOLINI, 2001; WEBER, 2001). A interação das quimiocinas com 

seus receptores leva à ativação de múltiplas vias de sinalização intracelular, para 

orientar o movimento de leucócitos e de outras células para os tecidos ou órgãos-alvo 

(LAGURI; ARENZANA-SEISDEDOS; LORTAT-JACOB, 2008). 

Os receptores de quimiocinas são divididos em diferentes famílias, de acordo 

com o tipo de quimiocinas a que se ligam (WHITE et al., 1998; BAGGIOLINI, 2001; 

ABBAS; LICHTMAN, 2003; CHARO; RANSOHOFF, 2006). Sendo definidos como CC, 

CXC, XC, ou CX3C, seguidos pela letra R (para receptor) e um número (BAGGIOLINI, 

2001). Na família das α quimiocinas (CXC) existem quatro receptores descritos - do 

CXCR-1 a CXCR-4 e estes se ligam com as quimiocinas CXC. Na família das β 

quimiocinas (CC) existem oito receptores - CCR-1 a CCR-8 -, os quais interagem com 

quimiocinas CC (ADAMS; LLOYD, 1997). No grupo CX3C, somente um tipo de 

receptor foi identificado em humanos o CX3CR1 (MURPHY, 2002). 

O movimento direcional de leucócitos mediado por quimiocinas é denominado 

quimiotaxia (GOAZIGO, 2013; LI; RANSOHOFF, 2008). Substâncias exógenas e 

endógenas podem atuar como fator quimiotático. Entre os agentes exógenos 

destacam os produtos bacterianos, micro-organismos, produtos de células necróticas, 

complexo antígeno-anticorpo e citocinas que induzem um número de respostas de 

leucócitos. As respostas funcionais induzidas pela ativação de leucócitos são: 

produção de metabólitos do ácido araquidônico, fosfolipídios como uma resposta à 

ativação da fosfolipase A2, aumento intracelular de cálcio e outros sinais; 

degranulação e secreção de enzimas lisossomais e ativação de explosão oxidativa; e 

secreção de citocinas, na qual amplifica e regula reações inflamatórias. (HALL; ALI, 

1998; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004). As quimiocinas e seus receptores possuem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arenzana-Seisdedos%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18334249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lortat-Jacob%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18334249
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ações fundamentais e desempenham um papel crucial na movimentação das células 

mononucleares pelo organismo e sua migração para os tecidos, contribuindo para a 

resposta imunológica adaptativa e/ou patogênese de várias doenças. (ROSENKILDE; 

SCHWARTZ, 2004).  

 

2. 5 - MCP-1 Proteína Quimiotática de Monócitos- 1 (MCP1) 

A MCP-1 proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), também é conhecida 

como CCL2, é uma citocina pertencente à família de quimiocinas CC. A proteína 

quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1 / CCL2) é uma das quimiocinas chave que 

regulam a migração e infiltração de monócitos / macrófagos, esta quimiocina e seus 

receptores desempenham um papel central no desenvolvimento de respostas 

inflamatórias e são cruciais para o recrutamento de células do sistema imunológico 

para os locais de inflamação (DESHMANE et al., 2009; AGARWAL et al., 2011). Os 

dois receptores de superfície celular que se ligam a CCL2 são CCR2 e CCR4 (CRAIG; 

LOBERG, 2006). 

A MCP-1 é produzida por uma variedade de tipos de células, incluindo as 

células endoteliais, fibroblastos, células epiteliais, do músculo liso, células mesangiais, 

astrócitos, células da microglia e monocítica (BARNA et al., 1994; BROWN et al., 

1992; CUSHING et al.,1990), quer constitutivamente ou após a indução pelo stress 

oxidativo, citocinas ou fatores de crescimento (BEALL et al., 1996). 

Esta quimocina induz os monócitos a deixarem a corrente sanguínea em 

direção ao tecido adjacente, tornando-se macrófagos teciduais. A MCP-1 é um 

potente agonista para monócitos, células dendríticas, linfócitos T de memória e 

basófilos (BONE-LARSON et al., 2000; CHARO; RANSOHOFF, 2006). 

 

2. 6 - RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and 
Secreted) 

A quimiocina RANTES também chamada de CCL5 é uma proteína monomérica 

de 8 kDa que pertence à família das quimiocinas CC e atua em receptores CCR1, 

CCR3 e CCR5 (MURPHY, 2002). A RANTES desempenha um papel importante na 

resposta imune ao iniciar o recrutamento de leucócitos para o local da inflamação. É 

um quimioatraente para células T, monócitos, eosinófilos, basófilos e células 
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dendríticas, e pode aumentar a citotoxicidade e promover a proliferação de células 

NK. Relata-se ser produzida por fibroblastos, plaquetas e células T (ROBERTSON, 

2002). 
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3 – JUSTIFICATIVA 

O estudo sobre o aleitamento materno vem evidenciando que ele atua como um 

suplemento imunológico importante quando considerado a situação de imaturidade do 

sistema de defesa do recém-nascido (CARNEIRO-SAMPAIO et al., 1982). O colostro e 

o leite maduro contêm grande variedade de fatores nutricionais, componentes solúveis 

e celulares e componentes imunologicamente ativos envolvidos na proteção anti-

infecciosa. Frente aos vários componentes importantes na resposta imunológica 

encontrados no colostro e leite humano, destacam-se um grupo de citocinas e 

quimiocinas. As células do colostro desempenham importante papel de proteção para 

uma variedade de agentes infecciosos, porém não se conhece os mecanismos 

envolvidos durante as interações de fagócitos, citocinas e quimiocinas presente na 

secreção durante as infecções por EIEC. 

Diante disso, o racional deste trabalho foi que substâncias imunomoduladoras 

presentes no colostro como citocinas e quimiocinas possam atuar sobre as funções 

de fagócitos da própria secreção humana e potencializar a ação destas células 

durante interações com bactérias, visando melhor evidenciar os mecanismos 

protetores presentes no colostro que são conferidos para a criança durante a 

amamentação. 
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4 - OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade funcional dos fagócitos do colostro humano tratados pela 

citocina IL-6 e quimiocinas RANTES e MCP-1 na presença de Escherichia coli 

enteroinvasiva (EIEC). 

 

4. 1 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar a ativação celular no colostro, através da liberação do ânion 

superóxido na presença de citocina IL-6 e quimiocinas RANTES e MCP-1; 

 Verificar a fagocitose dos fagócitos do colostro tratados por citocina IL-6 e 

quimiocinas RANTES e MCP-1 na presença de EIEC; 

 Determinar a atividade microbicida e o mecanismo de ativação dos fagócitos 

do colostro, na presença da bactéria e de citocina IL-6 e quimiocinas RANTES 

e MCP-1; 
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 5 - MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5. 1 - Sujeitos e tamanho amostral  

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa do Araguaia 

conforme resolução 466/12. As amostras de colostro foram obtidas de 30 mães 

saudáveis, com idade entre 18 e 40 anos. As mães receberam de forma clara e 

compreensiva, informação verbal e escrita sobre o objetivo e relevância do trabalho, 

e então, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A coleta 

foi efetuada através de ordenha manual, sempre no período da manhã e no intervalo 

entre duas mamadas, no período correspondente as primeiras 48 a 72 horas após o 

parto.  

5. 2 - Obtenção de sobrenadante e células do colostro 

Foram coletadas amostras de colostro com volume aproximado de 8 mL. O 

colostro foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm sob refrigeração a 4ºC. A 

centrifugação permite a separação do colostro em três fases nítidas: o "botão" celular, 

uma porção fluida intermediária e uma camada superior de gordura. A camada 

superior composta de gordura foi desprezada e o sobrenadante (porção fluida), 

reservado para a dosagem da quantificação das quimiocinas e citocina e o "botão" 

celular reservado para as análises da atividade funcional de fagócitos. As células 

foram ressuspendidas em meio de cultura 199 (Gibco) e separadas em gradiente de 

densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia) por 40 minutos a 1500 rpm, sob temperatura 

de 4 ºC. 

A separação com o Ficoll-Paque permite que os fagócitos polimorfonucleares 

sedimentem no tubo formando um "botão" celular e a formação de um anel rico em 

células mononucleares na interface entre o meio de cultura e o Ficoll-Paque. O anel 

celular rico em células mononucleares e o botão celular foram retirados 

separadamente, sendo lavados duas vezes em meio de cultura 199 (Sigma). As 

células foram contadas em câmara de Neubauer e as concentrações celulares 

ajustadas para 2 x 106 células/mL. As células foram utilizadas nos ensaios de atividade 

funcional de fagócitos (liberação de ânion superóxido, fagocitose, atividade 

microbicida). 

 

 



38 
 

             5. 3 - Quantificação de quimiocinas no colostro humano 

As concentrações das quimiocinas IL-6, RANTES, MCP-1, presentes no 

sobrenadante de colostro foram avaliadas pelo Kit “cytometric bead array” (CBA, 

Humam Chemokine, BD Biosciences) pelo método de citometria de fluxo 

(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram obtidos utilizando o software 

FCAP Array 3.0 (BD).  

Ensaios BD CBA fornecem um método de captura de analitos solúveis ou grupo 

de analitos com beads de dimensões e fluorescência conhecidas, tornando-se 

possível detectar analitos usando citometria de fluxo. 

5. 4 - Linhagem e Culturas de Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC) 

Foi utilizada Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) ATCC, sendo esta 

conservada a -70°C. A cultura estoque foi mantida em ágar semi-sólido em ausência 

de luz. A partir desta cultura de estoque, 18 horas antes do ensaio, repiques foram 

feitos em tubos contendo 8 mL de TSB (Trypic Soy Broth - Difco) e incubados em 

estufa a 37°C por 18 horas. 

Após o crescimento, as bactérias foram lavadas 2 vezes em solução salina 

tamponada (PBS) e a concentração ajustada para 1 x 107 bactérias por mL, medida 

com espectrofotômetro (540nm, DO = 0.1). 

 

5. 5 - Incubação dos fagócitos do colostro com a citocina (IL6), e as 
quimiocinas (RANTES, MCP-1) 

Para modular a atividade funcional dos fagócitos estes foram incubados por 30 

minutos com os diferentes os moduladores. Para cada ensaio realizado, como 

controle dos experimentos, os fagócitos MN (2,0 x106 cel / mL) foram incubados por 

tempo similar, dependendo do tipo de ensaio, em meio 199 ou PBS (Tampão fosfato) 

na ausência da citocina e quimiocinas.  A concentração utilizada de citocinas IL6, 

MCP-1 de e RANTES foi de 100ng/mL conforme protocolo desenvolvido 

anteriormente (Fagundes et al, 2013).  

 

5. 6 - Dosagem de ânion superóxido  

Para verificar a ativação celular foram realizados ensaio de liberação de ânion 

superóxido pelos fagócitos do colostro tratados por citocina IL6 e as quimiocinas 

RANTES e MCP-1 na presença da bactéria EIEC. Foi determinada a liberação de 
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ânion superóxido utilizando o cromógeno Ferricitocromo C, segundo o método de Pick 

e Mizel (1981) e adaptado por HONORIO-FRANÇA, (1997). Na presença do ânion 

superóxido o ferricitocromo C sofre oxidação passando a ferrocitocromo C e a 

mudança colorimétrica é detectável em espectrofotômentro com filtro de 640nm.  

As células foram separadas e a concentração ajustada para 2 x 106 células/mL 

em tubos plásticos, centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Após a separação das 

células, volumes iguais de bactérias e células na presença ou ausência da citocina IL-

6 e quimiocinas RANTES, MCP-1, foram incubados em tubos plásticos por 15 min a 

37°C sob agitação para ocorrer a fagocitose. A seguir, a suspensão de células e 

bactérias foi centrifugada a 1500 rpm, o sobrenadante desprezado e retirado o 

excesso de bactéria extracelular. A suspensão de células e bactéria foi ressuspendida 

em 0,5 mL de PBS glicosado contendo ferricitocromo C (concentração de 2mg/mL).  

 Um controle contendo somente células foi realizado paralelamente para 

verificar a liberação espontânea do ânion superóxido pelas células. As suspensões 

foram colocadas em placas de cultura celular de 96 poços, com volume de 100L por 

poço e deixadas em estufa a 37°C durante 1 hora. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro para placa com filtro de 640 nm. A concentração do ânion 

superóxido foi calculada através da seguinte relação:  

 

Concentração O2(nmol) = 
DO

6.3 
 x 100 (Pick & Mizel,1981). 

 

5. 7 - Avaliação da fagocitose e atividade bactericida dos fagócitos do 
colostro 

O procedimento utilizado para a avaliação da atividade microbicida e de 

fagocitose foi inicialmente descrita por HONORIO-FRANÇA et al., 1997. A fagocitose 

e a atividade microbicida dos fagócitos MN do colostro foram avaliadas pela técnica 

de laranja de acridina (BELLINATE-PIRES et al. 1989). Volumes iguais de suspensão 

de bactérias (1 X 107 bactérias/mL) e de suspensão de células (2 X106 cel/mL - 

fagócitos mononucleares) foram misturados em tubos plásticos. O volume final, de 

células e bactérias, foi dependente do rendimento celular das amostras de colostro, 

não sendo inferior a 0,5 mL. A suspensão de EIEC e células foi submetida à incubação 

prévia por 30 minutos, sob agitação a 37°C. 
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Após esse período a fagocitose foi interrompida pela adição de meio de cultura 

(meio 199) gelado e a suspensão foi centrifugada por 10 min, a 1500 rpm sob 

refrigeração a 4°C. O "pellet" foi corado com 200 L de acridina orange (concentração 

14,4 mg/mL) por 1 min e após este período, foi ressuspendida em meio 199, 

centrifugado e lavado mais uma vez. A seguir foram feitas lâminas e a contagem das 

células realizada com o auxílio de um microscópio de fluorescência (Nikon-Eclipse 

E200). O índice de fagocitose foi calculado pela contagem do número de células que 

fagocitaram bactérias em um total de 100 células. Para determinar o índice 

bactericida, seguiu-se o mesmo protocolo onde as células foram coradas com acridina 

orange. Bactérias no interior das células coradas em laranja foram contadas como 

mortas, enquanto que bactérias englobadas pelos fagócitos coradas em verde foram 

classificadas como vivas. Foram contadas para a amostra, 100 células onde foi 

observada a presença de bactérias mortas. 

 

5. 8 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram apresentados em média e desvio padrão. Para análise 

estatística das variáveis: liberação de ânion superóxido, fagocitose, atividade 

microbicida, utilizou-se o teste de Análise de Variância (ANOVA), seguido de 

comparações múltiplas pelo teste de Tukey. Os resultados foram considerados 

significativos quando o valor de p foi menor que 0.05 (p< 0,05) e analisadas pelo 

programa BioEstat 5.0. 

 

5. 9 - ASPECTOS ÉTICOS 

As considerações éticas foram baseadas no uso do material biológico para fins 

cientificos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coação ou conflito de interesses 

da instituição ou de pessoas envolvidas no projeto. As nutrizes foram previamente 

informadas e o material foi coletado sob expresso consentimento em formulário 

específico (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE) - conforme 

resolução 466/12 do Conselho Nacional de ética em Pesquisa (CONEP). O Projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa - Campus Araguaia-UFMT. 

 

 

 



41 
 

6 – RESULTADOS 

 

6. 1 - Características gerais 

Todas as puérperas avaliadas neste estudo tinham idade mínima de 18 anos e 

máxima de 40 anos, não faziam uso de medicamentos, álcool e tabaco. O tipo de 

parto predominante foi a cesárea e a média do peso dos recém-nascidos foi de 3435,0 

gramas. 

 

6. 2 - Quantificação de quimiocinas no colostro humano por CBA 

A concentração de quimiocinas no sobrenadante de colostro estão apresentadas 

na figura 1. Observa-se que o sobrenadante de colostro apresentou elevadas 

concentrações de MCP-1. Foi observado nas amostras de colostro as seguintes 

concentrações de IL-6 de 29,85 pg/mL, RANTES de 42,55 pg/mL, MCP-1 de 1177,42 

pg/mL. 

 

Tabela 1 -  Concentrações das quimiocinas e citocina no sobrenadante de colostro.  

 

Quimiocinas, citocina                               Concentração (pg/ml) 

  

                     IL6 

   

         29,85 ± 2.3 

                    RANTES           42,55 ± 26.6 

                     MCP-1   1177,42 ± 159.5 

 Os resultados representam as médias e desvio padrão de 30 mães 

 

6. 3 - Modulação da Atividade Funcional de Fagócitos do Colostro tratados por 
citocina IL-6 e quimiocinas MCP-1 e RANTES na presença e ausência de 
Escherichia coli enteroinvasiva. 
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6.3. 1 - Liberação de Ânion Superóxido  

Na figura 2 estão apresentados os resultados da produção do ânion superóxido 

pelos fagócitos MN do colostro humano na presença da citocinas IL-6 e quimiocinas 

MCP-1 e RANTES, na ausência da bactéria. Observou-se aumento na liberação de 

ânion superóxido pelos fagócitos MN do colostro em todos os grupos incubados com 

a citocina e as quimiocinas na ausência da bactéria, quando comparados à liberação 

espontânea. Os fagócitos do colostro humano tratados pela citocina IL-6 

apresentaram os maiores níveis de liberação do ânion superóxido.  

 

    

Figura 2 - Liberação de ânion superóxido na ausência da bactéria Escherichia coli enteroinvasiva. As 

células MN foram incubadas com a citocina IL-6, e quimiocinas MCP-1 e RANTES. Para os ensaios 

controle, as células MN foram pré-incubadas com PBS. Os resultados representam a média e o desvio 

padrão de experimentos com células de 30 indivíduos diferentes. 

 *Indica diferença estatisticas entre os grupos experimentais comparados com o grupo controle 

(ANOVA, p<0.05). 

+Indica diferença estatistica significativas entre os grupos tratados por citocinas e quimiocinas 

(ANOVA, p<0.05). 
 Notas: Cel= Células; bact = bactéria. 
 

 

Na figura 3 estão apresentados os resultados da produção do ânion superóxido 

pelos fagócitos MN do colostro humano na presença da citocinas IL-6, e quimiocinas 

MCP-1 e RANTES incubados com a bactéria EIEC. Observou- se um aumento na 

liberação de ânion dos fagócitos MN quando estas células foram incubadas com 

Escherichia coli enteroinvasiva com valores superiores aos encontrados quando os 

fagócitos foram tratados apenas com a citocina e as quimiocinas na ausência da EIEC. 
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Os fagócitos do colostro humano tratados pela citocina IL-6 na presença de EIEC 

apresentaram maiores níveis de liberação do ânion superóxido. 

Liberação de ânion superóxido 

 

   
Figura 3 - Liberação de ânion superóxido na presença da bacteria Escherichia coli enteroinvasiva. As 

células e bactérias foram incubadas com a citocina IL6, e quimiocinas MCP-1 e RANTES. Para os 

ensaios controle, as células MN foram pré-incubadas com PBS. Os resultados representam a média e 

o desvio padrão de experimentos com células de 30 indivíduos diferentes.  

*Indica diferença estatisticas entre os grupos experimentais comparados com o grupo controle 

(ANOVA, p<0.05). 

+ Indica diferença estatistica significativas entre os grupos tratados por citocinas e quimiocinas 

(ANOVA, p<0.05). 
Notas: Cel= Células; bact = bactéria. 
 

 

6.3. 2 - Fagocitose  

A fagocitose das células do colostro incubadas com a citocina IL-6 e as 

quimiocinas MCP-1 e RANTES na presença de EIEC estão apresentadas na figura 4. 

Houve aumento dos índices de fagocitose em todos os grupos tratados com os 

imunomoduladores e incubados com a bactéria, quando comparados aos índices 

observados pelas células não tratadas incubadas com a bactéria. Os maiores índices 

de fagocitose foram observados em células tratadas pela citocina IL-6 (figura 4).    

 

0

1

2

3

4

5

6

7

CEL +BACT  CEL+BACT+MCP1 CEL+BACTt+IL6 CEL+BAC+RANTES

*
*

*
+



44 
 

 

Figura 4 - Índice de fagocitose (%) das células do colostro incubadas com IL6, MCP-1 e RANTES na 
presença de EIEC. Os resultados representam a média e desvio padrão de experimentos com células 

de diferentes amostras de colostro. 
 *Indica diferença estatisticas entre os grupos experimentais comparados com o grupo controle 

(ANOVA, p<0.05). 

≠ Indica diferença estatistica significativas entre os grupos tratados por citocinas e quimiocinas 

(ANOVA, p<0.05). 
Notas: Cel= Células; bact = bactéria. 
  

 

6.3. 3 - Atividade Microbicida 

A atividade microbicida dos fagócitos do colostro humano incubadas com IL-6, 

MCP-1 e RANTES na presença de EIEC está apresentada na figura 5. Observou-se 

aumento nos índices microbicida entre os grupos tratados com os estímulos quando 

comparados ao grupo contendo somente célula e bactéria. Os maiores índices 

microbicidas foram observados quando os fagócitos foram tratados pela citocina IL-6 

incubados com a bactéria.  
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Figura 5 - Atividade microbicida (%) dos fagócitos do colostro incubados com IL-6, MCP-1 e RANTES 
na presença de EIEC. Os resultados representam a média e desvio padrão de experimentos com 
células de diferentes amostras de colostro.  

*Indica diferença estatisticas entre os grupos experimentais comparados com o grupo controle 

(ANOVA, p<0.05). 

≠ Indica diferença estatistica significativas entre os grupos tratados por citocinas e quimiocinas 

(ANOVA, p<0.05). 
Notas: Cel= Células; bact = bactéria. 
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7 - DISCUSSÃO  

 

O leite materno constitui um dos fatores fundamentais para a promoção da 

saúde das crianças em todo o mundo, não só como medida para evitar a desnutrição 

precoce, mas como determinante de proteção contra doenças infecciosas (PAIVA et 

al., 1998). Vários estudos realizados em diferentes partes do mundo, com diferentes 

graus de desenvolvimento, sugerem proteção do leite materno para infecções 

respiratórias, diarreias, alergias e doenças crônicas, portanto, é unânime no meio 

científico a importância do aleitamento materno, em seus múltiplos aspectos, visto que 

este é o maior fornecedor de transferência de imunidade passiva, atuando como um 

importante suporte imunológico (HOWIE et al., 1990; BACHRACH, SCHWARZ; 

BACHRACH, 2003; REGO, 2004). Neste trabalho foram avaliados os efeitos da IL-6, 

MCP-1 e RANTES como moduladores da atividade funcional de fagócitos do colostro 

para Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC).  

A diarreia representa um importante problema de saúde pública e continua 

sendo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em crianças em todo 

mundo. A Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) é um importante agente etiológico da 

diarreia infecciosa que acomete crianças de baixo nível socioeconômico (WHO, 2009). 

A diarreia causada pela Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) é caracterizada pela 

invasão e destruição da mucosa intestinal, onde ocorre intensa reação inflamatória, 

devido a ativação das células epiteliais intestinais (PHALIPON; SANSONETTI, 2007).  

A literatura reporta que o aleitamento materno diminui a incidência e/ou a 

gravidade de diarreia, botulismo, enterocolite necrotizante, como também estimula o 

desenvolvimento adequado do sistema imunológico do bebê assegurando proteção 

imunológica a uma série de doenças (GOLDMAN, 1993; HANSON, 1998; HANSON; 

TELEMO, 1999; BETRÁN et al., 2001; WHO, 2001; RIBEIRO; KUZUHARA, 2007).  

Durante o processo infeccioso os macrófagos são ativados e desempenham 

funções primordiais, como fagocitose para destruição de micro-organismo, 

apresentação de antígenos, entre outros. Estes mecanismos levam a produção de 

citocinas pró- inflamatória e quimiocinas, fatores de crescimento e outros mediadores 

inflamatórios (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).  

 A ativação dos mecanismos oxidativos aumenta a capacidade celular de 

eliminar a bactéria através do contato célula-bactéria (RAVDIN et al., 1985; FRANÇA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujiwara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujiwara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101534
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et al., 2010-a). As quimiocinas RANTES e MCP-1 e a citocina IL-6 presentes no 

sobrenadante de colostro foram quantificadas neste estudo (FIG-1) verificou-se que 

as quimiocina MCP-1, RANTES e a citocina IL-6 que foram capazes de atuar na 

ativação celular. Estudos relatam valores encontrados no colostro de IL-6, RANTES, 

MCP-1 entre outras citocinas e quimiocinas são bastante discrepantes e, acredita-se, 

que as concentrações destas proteínas presentes no colostro variam de acordo com 

o tempo de lactação (BOTTCHER; BÖTTCHER; JENMALM; 

GAROFALO; BJÖRKSTÉN,  2000; TAKAHATA et al., 2003; ZIZKA et al., 2007).  Neste 

estudo observou-se, que os diferentes moduladores estimulam a ativação celular, este 

aumento foi mais expressivo quando os fagócitos foram incubados com os 

moduladores e a bactéria EIEC (FIG-2). Maiores níveis de liberação do ânion 

superóxido foi observado quando os fagócitos MN do colostro foram estimulados com 

a IL-6 na presença de EIEC (FIG-3). Não houve diferenças significativa na liberação 

de ânion superóxido pelos fagócitos estimulados com as quimiocinas MCP-1 e 

RANTES. A literatura reporta que no estresse oxidativo, as células são capazes de 

gerar grandes quantidades do radical superóxido.  A geração de radicais livres tem 

sido reportada como importante mecanismo de defesa do organismo durante os 

processos infecciosos, principalmente em infecções intestinais (HONÓRIO-FRANÇA et 

al., 1997; FRANÇA-BOTELHO et al., 2006; FRANÇA et al, 2011-a). 

Estudos relatam que as citocinas auxiliam na maturação do sistema imune de 

mucosas dos recém-nascidos, diminuindo a probabilidade de causar danos, se 

eventualmente algum vírus ou bactéria se instalar no organismo imaturo (BERNT; 

WALKER, 1999). As citocinas funcionam tanto na imunidade inata, contribuindo para 

os efeitos sistêmicos da inflamação (febre), como na imunidade adquirida, anticorpos, 

recebidos da mãe pelo colostro, podendo ainda aumentar a produção de IgA 

(CARBONARE et al., 1997). 

Os fagócitos mononucleares do colostro incubados com os moduladores IL-6, 

RANTES, e MCP-1 na presença de EIEC foram capazes de aumentar a fagocitose e 

a atividade microbicida de bactérias (FIG-4,5). Este aumento foi mais significativo 

quando os fagócitos foram incubados com a IL-6 e bactéria (FIG-4,5). Estudos tem 

relatado que na presença de agentes imunomoduladores a fagocitose e atividade 

microbicida pode ser estimulada e que a eficiência da atividade microbicida dos 

fagócitos está relacionada ao estresse oxidativo e formação de espécies reativas do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6ttcher%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10625097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenmalm%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10625097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garofalo%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10625097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bj%C3%B6rkst%C3%A9n%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10625097
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oxigênio (ROS), sendo este processo fundamental para eliminação de 

patógenos.(HONÓRIO et al., 1997; FRANÇA et al., 2011-a; FRANÇA et al., 2011-b).  

A literatura relata que, células fagocíticas, principalmente neutrófilos e 

macrófagos, após a invasão do patógeno, são recrutados para o sítio de replicação 

bacteriana por meio de quimiocinas (IL-8, MCP-1) e citocinas pró-inflamatórias (IL-1, 

IL- 6, TNF-α) e que essas células na tentativa de eliminar as bactérias produzem uma 

variedade de mediadores bioquímicos os quais atuam diretamente nas bactérias (LE-

BARILLEC et al., 2005; RAUPACH; KAUFMANN, 2001). 

Os neutrófilos e macrófagos são importantes fontes endógenas de espécies 

reativas do oxigênio (EROs). Estudos mostram que liberação de espécies reativas de 

oxigênio podem estar associadas ao processo de fagocitose e a atividade microbicida 

destinada a eliminar patógenos (HONÓRIO-FRANÇA et al., 2008; BOTELHO- 

FRANÇA et al., 2010). Os macrófagos ativados apresentam um aumento no consumo 

de oxigênio que dão origem a produção de superóxido e uma variedade de espécies 

reativas do oxigênio (EROs) (CONNER; GRISHAM, 1996).  A geração de EROS tem 

sido reportada como importante mecanismo de defesa do organismo durante os 

processos infecciosos principalmente em infecções intestinais (FRANÇA-BOTELHO 

et al., 2006; BOTELHO-FRANÇA et al., 2011; FRANÇA et al., 2011-a; FRANÇA et al., 

2011-b).  

As pesquisas fornecem evidências de que o colostro contém grandes 

concentrações de citocinas pro-inflamatórias como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) entre outras e que a ingestão da citocina IL-6 através do 

leite materno possa contribuir para o desenvolvimento e diferenciação de células 

produtoras de imunoglobulina A (SAITO et al., 1991; BÖTTCHER et al., 2003). A 

literatura relata que a IL-6 induz a formação de reagentes de fase aguda que 

melhoram fagocitose (AARDEN; KOOTEN, 1992). Estudos comprovam a 

transferência de inúmeras citocinas e fatores de crescimento via colostro, visto que as 

mesmas podem adicionar a uma estimulação ativa do sistema imunológico do lactente 

dependendo da hora da mamada, contribuindo de forma significativa no mecanismo 

de defesa das mucosas nos recém-nascidos em amamentação (GOLDMAN, 1993). 

A presença das quimiocinas MCP-1, RANTES no colostro humano e leite 

maduro de mães que tiveram bebês a termo ou prematuros sugerem que elas 

poderiam proteger infecções em crianças amamentadas (SRIVASTAVA et al., 1996). 

É interessante ressaltar que os elevados níveis de IL-6 foram encontrados no colostro 
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e leite (MORAIS et al., 2015; FAGUNDES et al., 2013) e neste estudo foi evidenciado 

que esta citocina foi mais efetiva na modulação da atividade funcional do colostro. 

Estes dados reforçam que os componentes presentes no colostro atuem 

conjuntamente na proteção de infecções, em especial, bacterianas.  

As citocinas e quimiocinas são uma parte importante da defesa do hospedeiro 

contra a infecção, estas moléculas exercem um papel crucial na estimulação do 

movimento das células mononucleares pelo corpo e na migração destas células para 

os tecidos, contribuindo na resposta imune adaptativa e/ou na patogênese de várias 

doenças (CHARO; RANSOHOFF, 2006; LAGURI et al., 2008). Considerando o 

carácter inflamatório da IL-6 e associando com a ativação de fagócitos da própria 

secreção, é possível que outros componentes anti-inflamátorio possam atuar 

mantendo a característica da secreção que é atuar na proteção sem, no entanto, 

causar processos inflamatórios. 

O papel importante das quimiocinas e citocinas em uma ampla gama de 

doenças inflamatórias sugere que eles podem ser alvos úteis para intervenção 

terapêutica. Portanto é possivel que este mecanismo de ação dos fagócitos do 

colostro  atue em  outros agentes patogênicos que causam diarreia em conjunto com 

os componentes solúveis presentes no próprio colostro, como as citocinas e 

quimiocinas e que a atividade funcional destas células pode ser um mecanismo 

importante de proteção para outras infecções por enterobactérias.  

Assim mais estudos devem ser direcionados buscando entender os 

mecanismos imunomodulares mediados por citocinas e quimiocinas presentes no 

colostro, responsáveis pela proteção do recém-nascido. 
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8 – CONCLUSÕES 

Os resultados deste estudo sobre a modulação da atividade funcional de 

fagócitos do colostro humano tratados com a citocina IL-6 e as quimicinas MCP-1 e 

RANTES, permitiu as seguintes conclusões: 

 

 As células do colostro humano tratados com a citocina e as quimicinas 

apresentaram aumento na liberação do ânion superóxido na presença de 

EIEIC; 

 Houve aumento da fagocitose das células do colostro tratados por citocina e 

quimiocinas na presença de EIEC; 

 Os maiores índices de fagocitose foram observados em células tratadas com a 

IL-6; 

 Na atividade microbicida também ocorreu a ativação dos fagócitos do colostro, 

na presença da bactéria e da citocina e quimiocinas em todos os grupos 

tratados; 

 

 Nossos achados colaboram com a hipótese de que a citocina IL-6 e as 

quimiocinas RANTES e MCP-1 modulam a atividade funcional dos fagócitos 

MN do colostro humano e que o estudo destes mecanismos de eliminação 

poderá fornecer subsídios para o desenvolvimento de procedimentos a serem 

empregados na prevenção das diarreias por EIEC e outras infecções cuja porta 

de entrada seja a superfície mucosa. 
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10 – APÊNDICE 

 

Universidade Federal de Mato Grosso Campus Universitário do Araguaia Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde Programa de Pós-graduação em Imunologia e Parasitologia Básicas e Aplicadas 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Projeto: Atividade Funcional dos Fagócitos do colostro humano tratados por quimiocinas na 

presença de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC). 

Pesquisadores e instituições envolvidas: Profa. Dra. Adenilda Cristina Honório França - 

Instituto Universitário do Araguaia – Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Claudia 

Cristina de Sousa Pereira - Instituto Universitário do Araguaia – Universidade Federal de Mato 

Grosso (UFMT). 

Objetivo principal: Avaliar a atividade funcional dos fagócitos do colostro humano tratados 

por citocina e quimiocinas na presença de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC). 

Procedimentos: Coleta de leite humano (colostro) excedente, cerca de 8ml, por ordenha 

manual (retirada manual do leite, através de massagem e expressão das mamas). 

Possíveis riscos e desconforto: não há riscos previsíveis, mas poderá haver certo desconforto, 

resultante da expressão manual das mamas, apesar deste ser realizado com técnica adequada e 

de maneira cuidadosa.  

Benefícios previstos: Para as atuais participantes do estudo: incentivo à amamentação, 

assistência e orientações sobre a amamentação e melhorar os conhecimentos sobre os 

mecanismos de defesa imunológica presentes no leite, que são passados aos seus filhos durante 

a amamentação. Para as gestantes futuras, possibilidade de novos conhecimentos sobre os 

benefícios do leite materno e do processo de amamentação. 

Eu................................................................................................, fui informada dos objetivos, 

procedimentos, riscos e benefícios desta pesquisa, descritos acima. Entendo que terei garantia 

de confidencialidade, ou seja, que apenas os resultados dos exames realizados com o leite 

materno serão divulgados e ninguém, além dos pesquisadores, terá acesso aos nomes dos 

participantes desta pesquisa. Entendo também, que tenho direito de receber, sempre que 

desejar, outras informações sobre o estudo, entrando em contato com a pesquisadora (Dra. 

Adenilda). Fui informada ainda, que a minha participação é voluntária e que, se eu preferir não 

participar ou deixar de participar deste estudo em qualquer momento, isso NÃO influenciará 

no meu atendimento junto ao Hospital. Compreendendo tudo o que me foi explicado sobre o 

estudo e, estando de acordo em participar, assino embaixo. 
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