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RESUMO

A cavidade bucal é a principal porta de entrada de inimeros micro-organismos, sendo que alguns
podem formar biofilmes e causar doencas. A organizacdo em biofilmes representa 0 maior desafio
para a acao antimicrobiana e inimeros estudos buscam formas de controle do seu desenvolvimento. O
aleitamento materno representa uma importante fonte nutricional e imunolégica para o neonato, que
estd em um momento critico para a aquisi¢do de processos infecciosos, pois 0 seu sistema imunolégico
de mucosas esta em desenvolvimento. O colostro possui inimeros componentes de defesa como a 3’
Sialolactose que é um oligossacarideo que parece ter uma atividade antimicrobiana. Ha controvérsias
gue precisam ser investigadas sobre a influéncia do colostro (C) na formacéao de biofilmes orais, como
os formados pela Candida albicans (CA) e Streptococcus mutans (SM) que sdo os agentes etioldgicos
primérios de doengas orais comuns na infancia, como a Céandidos oral e cérie respectivamente. O
objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a adeséo inicial e a biomassa formada de biofilme de
SM e CA em presenca de (C) com ou sem saliva (S) e 3’ Sialolactose (SI). Para tanto, 30 amostras de
colostro e de saliva de recém-nascidos de individuos de boa satde geral e oral foram coletadas ap6s o
parto. Os ensaios foram divididos em grupos que receberam o colostro antes (C-A), durante (C-DU) e
apos 24 horas (C-DE) da aplicacdo da cultura microbiana. Também foram testadas a aplicacdo da
saliva somente (S-A) e em conjunto com o colostro (C+S-A) antes da formagdo do biofilme. J& os
grupos com 3’ Sialolactose receberam o oligossacarideo em duas concentrac@es antes (SI-A), durante
(S1-DU) e depois (SI-DE) do in6culo microbiano. Estes grupos experimentais foram comparados com
biofilmes de 24h (B24h) e de 48h (B48h). Os biofilmes foram desenvolvidos em placas estéreis de 96
pogos com culturas frescas de 24 horas incubadas a 37° C. Os biofilmes formados foram fixados com
formaldeido a 10% e posteriormente corados com cristal violeta a 0,1%. Apds lavagem com agua
destilada, ressuspensdo e elui¢cdo com alcool absoluto, as densidades dpticas foram mensuradas a 490
nm em espectrofotdmetro digital. As comparagGes da quantidade de biomassa formada foram
comparadas e analisadas por ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As frequéncias de
amostras que aumentaram ou diminuiram os biofilmes foram comparadas entre os grupos e foi
empregado o teste do Qui-Quadrado e teste Exato de Fisher. Utilizou-se o teste de Correlagdo de
Pearson para comparar os grupos do estudo. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significante. Os resultados dos ensaios de biofilme de SM mostraram que no grupo SM-C-A, em que 0
colostro foi aplicado antes, formou biofilme de mesma quantidade que no controle (p>0,05). Por outro

lado, nos grupos em que os colostros foram aplicados concomitante ou ap6s o SM (grupos SM-C-DU



e SM-C-DE) houve uma reducéo significativa da DO obtida (p<0,05). A presenca de saliva aumentou
a biomassa do biofilme de SM (p<0,05). Os resultados dos biofilmes de CA mostraram que o biofilme
formado nos grupos CA-C-A e CA-C-DE néo foram diferentes dos controles (p<0,05), mas quando o
colostro foi aplicado na presenca de saliva (CA-S-A), a DO dos biofilmes foi menor estatisticamente
que das obtidas nos grupos controles (p<0,05). A aplicacdo de Sialolactose reduziu a formacgdo do
biofilme de SM e CA, tanto no SM-SI-A-10 e SM-SI-A-20 quanto no SM-SI-DU-20 (p<0,05). O
presente estudo permitiu concluir que a saliva ajudou a proliferacdo do biofilme de SM e que o
colostro ndo impediu a adesdo inicial de SM, mas interferiu no acimulo e desenvolvimento dos micro-
organismos em biofilmes. Os resultados dos ensaios de CA permitiram concluir que o colostro ndo
altera a adesdo e nem mesmo o crescimento de CA, mas a saliva reduz a densidade da biomassa
fangica. A 3’ Sialolactose interfere na adesdo e crescimento tanto no biofilme de CA como de SM,

sendo um importante componente do colostro com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Carie, Candida albicans, candidose, Colostro, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

The oral cavity is the main gateway to several microorganisms, some of which may form biofilms and
cause disease. The organization in biofilms represents the greatest challenge for the antimicrobial
action and numerous studies are looking for ways to control its development. Breastfeeding represents
an important nutritional and immunological source for the neonate, who is susceptible to acquisition of
infectious processes because their mucosal immune system is under development. Colostrum has
numerous defense components such as 3' Sialolactose which is an oligosaccharide that appears to have
antimicrobial activity. There are controversies that need to be investigated about the influence of
colostrum (C) on the formation of oral biofilms, such as those formed by Candida albicans (CA) and
Streptococcus mutans (SM), which are the primary etiological agents of common oral diseases in
childhood, such as Oral candidiasis and tooth decay respectively. The objective of the present study
was to evaluate in vitro the initial adhesion and biomass formed of SM and CA biofilm in presence of
C with or without saliva (S) and 3' Sialolactose (SI). To that end, 30 samples of colostrum and saliva
of newborns from individuals of good general and oral health were collected after childbirth. The
assays were divided into groups that received colostrum before (C-A), during (C-DU) and after 24
hours (C-DE) from application of microbial culture. The application of saliva only (S-A) and in
conjunction with colostrum (C + S-A) before biofilm formation were also tested. The 3’ Sialolactose
groups received the oligosaccharide at two concentrations before (SI-A), during (SI-DU) and after (SI-
DE) the microbial inoculum. These experimental groups were compared with 24h (B24h) and 48h
(B48h) biofilms. The biofilms were grown in sterile 96-well plates with 24-hour fresh cultures
incubated at 37°C. The biofilms formed were fixed with 10% formaldehyde and then stained with
0.1% crystal violet. After washing with distilled water, resuspension and absolute alcohol elution, the
optical densities were measured at 490 nm in a digital spectrophotometer. Comparisons of the amount
of biomass formed were compared and analyzed by ANOVA followed by the Bonferroni post-test.
The frequencies of samples that increased or decreased biofilms were compared between the groups
and the Chi-Square test and the Fisher's exact test were used. The Pearson's correlation test was used
to compare the study groups. A value of p <0.05 was considered statistically significant. The results of
the SM biofilm tests showed that in the SM-C-A group, in which colostrum was applied before, it
formed a biofilm of the same amount as the control (p> 0.05). On the other hand, in groups in which
colostrums were applied concomitantly or after SM (SM-C-DU and SM-C-DE groups) there was a

significant reduction in OD obtained (p<0.05). The presence of saliva increased the biofilm biomass of



SM (p <0.05). The results of CA biofilms showed that the biofilm formed in the CA-C-A and CA-C-
DE groups were not different from the controls (p<0.05), but when the colostrum was applied In the
presence of saliva (CA-S-A), the OD of the biofilms was statistically lower than those obtained in the
control groups (p<0.05). The application of Sialolactose reduced SM and CA biofilm formation in
both SM-SI-A-10, SM-SI-A-20 and SM-SI-DU-20 (p<0.05). The present study allowed to conclude
that saliva helped the proliferation of SM biofilm and that colostrum did not prevent the initial
adhesion of SM, but interfered in the accumulation and development of microorganisms in biofilms.
The results of the CA trials allowed us to conclude that colostrum does not alter the adhesion or even
growth of CA, but saliva reduces the density of fungal biomass. 3’ Sialolactose interferes with
adhesion and growth in both CA and SM biofilms, being an important component of colostrum with

antimicrobial activity.

Key words: Caries, Candida albicans, Colostrum, Streptococcus mutans.
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1. INTRODUCAO

A colonizacdo oral do recém-nascido inicia-se a partir do nascimento, quando a crianga
recebe micro-organismos provenientes do canal do parto ou pelo contato com as pessoas e 0
ambiente (BRANDTZAEG, 2003). A cavidade oral € a via priméria de entrada de varios micro-
organismos (BERKOWITZ et al., 1980). Alguns destes, embora passem pelas mucosas, ndo
sdo capazes de colonizé-las (SMITH & TAUBMAN, 1992). No entanto, outros se tornam
residentes das superficies mucosas, modificando-a e permitindo o estabelecimento de novos
micro-organismos, formando comunidades microbianas complexas denominadas de biofilmes
(MARCOTTE & LAVOIE, 1998).

Biofilmes sdo derivados microbiol6gicos de comunidades sésseis caracterizados por
células que estdo irreversivelmente ligadas a um substrato ou uma interface ou uma a outra
(ZIINGE et al., 2010) contendo uma ampla variedade de espécies que interagem entre si
(SHIRTLIFF et al., 2009; THEIN et al., 2009) e sdo incorporados numa matriz de substancias
poliméricas extracelulares (DONLAN & COSTERTON, 2002). A cavidade bucal é colonizada
por diferentes espécies microbianas que se encontram organizadas em biofilmes (JAROSZ et
al., 2009). Alguns biofilmes microbianos contribuem para a causa de doengas humanas
(FALSETTA et al., 2014), como, por exemplo, a Candidose e a Cérie, que sdo doencas orais
comuns na infancia e que tém como agentes etiol6gicos Candida albicans (CA) e Streptococcus
mutans (SM) respectivamente.

A cérie é uma doenca infecto contagiosa de carater cronico, multifatorial causada pelo
processo de desmineralizacdo da superficie dental por &cidos organicos provenientes da
fermentacdo dos carboidratos da dieta pelas bactérias, especialmente de SM (SELWITZ et al.,
2007). Estas bactérias que se aderem e se acumulam em superficies, sobre uma camada de
proteina denominada pelicula, que é constituida por glicoproteinas salivares, fosfoproteinas,

lipideos e componentes do fluido gengival.
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Em relacdo a cérie varios fatores de viruléncia sdo associados com a progressao da
doenga, como degradacdo da hidroxiapatita, a formacéo de biofilme, adesdo a hidroxiapatita,
producdo de acido e tolerdncia ao &cido (JALASVUORI et al., 2012).

Streptococcus mutans possuem a capacidade de produzir acidos (acidogénese) em
combinagdo com um crescimento a um pH baixo (aciduricidade) que sdo considerados como
sendo dois dos fatores de viruléncia importantes relacionados com a cérie dentaria (COTTER &
HILL, 2003).

O desenvolvimento do biofilme de SM pode ser dividido em varios estagios, sendo a
primeira fase a formacdo da pelicula e terminando com a formagdo do biofilme maduro
(THYLSTRUP, 2001; FEJERSKOV, 2004; KIDD & FEJERSKOV, 2004). Streptococcus
mutans reuni varios fatores de viruléncia que os permitem se aderir e acumular no biofilme
dentério, tais como a presenca de Ag I/Il (Antigeno I/11), Gtf (Glicosiltransferase) e GbpB
(GlucanBindingProtein b). A aquisicdo inicial de SM pode ocorrer antes do periodo de janela de
infecgdo (19-31 meses), quando criangas sdo expostas a um elevado consumo de sacarose e ao
contato com a saliva de individuos altamente infectados (MATTOS-GRANER et al., 2001;
TANNER et al., 2002; KLEIN et al., 2004), sendo que as mées em lactacdo sdo as principais
fontes de infeccdo por SM em bebés (LI et al., 2000).

A candidose se manifesta quando fatores predisponentes, fisiol6gicos, patolégicos e
mecanicos, modificam o relacionamento que ocorre entre o0 hospedeiro e a microbiota residente,
ou seja, a relagdo de comensal depende da integridade do tecido, da microbiota e do sistema
imune do hospedeiro. Esta patologia pode ser localizada, determinando sintomatologia restrita a
essa area ou pode ser sisttmica (JOUAULT et al., 2009; DE ROSSI, 2011). As infecgdes
disseminadas podem ser letais com alta taxa de morbidade e mortalidade (40 a 60%), sendo que
a candidose estd em quarto lugar entre os principais tipos de infeccGes nosocomiais (WENZEL
& GENNINGS, 2005).

A candidose oral consiste em uma manifestacdo local que pode acometer cerca de 10 a
15% da populacéo de criancas nos primeiros meses de vida (STECKSEN-BLICKS et al., 2015)

e tem como principal agente etiolégico Candida albicans, considerada comensal na cavidade
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oral de seres humanos e oportunista pois pode ocasionar lesbes orais quando a imunidade,
higiene, entre outros fatores do hospedeiro estdo prejudicados (SAMARANAYAKE et al.,
2009; VAN DE VEERDONK et al.,, 2010). Cerca de 5,7% dos recém-nascidos possuem
Candida spp na cavidade oral (RUSSELL & LAY, 1973), sendo que entre 0,5 a 1,5 anos, ha um
aumento de 44% de criancas portadoras do fungo (KLEINEGGER et al., 1996). Este micro-
organismo se acumula, principalmente, na lingua; mas pode transitar na mucosa e saliva e se
organizar em biofilmes (LIM et al., 2012), possibilitando sua melhor sobrevivéncia
(WILLIAMS & LEWIS, 2011; WILLIAMS et al., 2011) e aumento da expressdo de fatores de
viruléncia (RAJENDRAN et al., 2010; LIM et al., 2012). Possui varios fatores de viruléncia,
incluindo a capacidade de se aderir as superficies pelo crescimento filamentoso e produzir
enzimas hidroliticas capazes de causar danos as células (WILLIAMS & LEWIS, 2011,
WILLIAMS et al., 2011).

A colonizagéo oral, nos primeiros dias e meses de vida do neonato, se torna progressiva
e desafiadora para o sistema imunolégico de mucosa que esta em desenvolvimento.
Reconhecidamente, os recém-nascidos tém uma maior incidéncia de colonizagdo por varios
micro-organismos quando comparados com adultos ou criangas mais velhas, devido a
imaturidade do sistema imunoldgico (CLAPP, 2006). O sistema imune de mucosa representa a
primeira linha de defesa da resposta imune adaptativa contra desafios infecciosos. A atividade
antibacteriana nas secrecdes é mediada, em parte, pela IgA secretora (IgAs) presente na saliva e
outros fluidos corporais (MICHETTI et al., 1991; AICHER et al., 1992; TAUDORF et al.,
1994). Esta imunoglobulina possui a capacidade de controlar a microbiota oral através da
reducdo da aderéncia de bactérias na mucosa oral e na superficie dentéria. A saliva tem um
papel fundamental na adeséo inicial microbiana nas superficies. Um estudo demonstrou que a
formacéo dos biofilmes de SM e CA s&o diminuidos na presenca de saliva (AHN et al., 2008).

Vérios fatores podem influenciar o desenvolvimento eficaz de uma resposta imune de
mucosa, incluindo o estado nutricional, aleitamento materno, exposicdo a antigenos, fatores
genéticos e idade gestacional (YAMASHIRO et al., 1989). Um estudo recente demonstrou que,

ao nascerem, alguns bebés possuem anticorpos IgA salivares contra os antigenos de viruléncia
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de SM (BORGES et al., 2015), mas sdo baixos, especialmente em prematuros, demonstrando

gue a saliva pode nao ser capaz de combater a coloniza¢do microbiana oral inicial.

O leite materno é caracterizado por um complexo nutricional e de sistema de defesa,
que inclui imunoglobulinas, lactoferrina, caseinas, lactoperoxidase, lisozima, leucdcitos,
oligossacarideos anti-aderentes, lipidios antivirais e agentes anti-inflamatérios (HANSON &
KOROTKOVA, 2002) que podem ajudar neste desafio inicial infeccioso. A IgA, principal
imunoglobulina presente no leite materno, tem a funcdo de aglutinacdo dos antigenos
bacterianos, impedindo sua aderéncia as superficies mucosas, ndo permitindo que atravessem a
barreira epitelial, protegendo o recém-nascido contra a invasdo microbiana e neutralizando as
toxinas liberadas pelos patégenos (HURLEY & THEIL, 2011). Um estudo recente mostrou que
o0 colostro possui altos niveis de IgA contra Ag /11, Gtf e GbpB de SM (PETRECHEN et al.,

2015) suprimindo a auséncia destes anticorpos na saliva de neonatos.

O leite materno também possui oligossacarideos livres, que sdo componentes naturais
do leite de todos os mamiferos placentarios (BOEHM & STAHL, 2007). Os oligossacarideos
sd0 o terceiro maior componente continuo e abundante presente no leite materno, apds a lactose
e lipideos (GUDIEL-URBANO & GONI, 2001; NEWBURG et al., 2005). Ha evidéncia de que
0s oligossacarideos humanos inibem a adesdo e a a¢do dos patdgenos na superficie epitelial,
tornando-os importantes componentes de prote¢do a satde infantil (BOEHM & STAHL, 2007),
contribuindo para o desenvolvimento do sistema imune em criangas (DAI et al., 2000). Os
oligossacarideos compreendem dois grupos, um composto de oligossacarideos neutros, muitos
dos quais sdo fucozilados; enquanto o outro contém oligossacarideos acidicos; sendo, a maioria,
sializados (NEWBURG et al., 1995; BOEHM & STAHL, 2007). Mais de 93 oligossacarideos
foram encontrados no leite humano (ASAKUMA et al., 2007); a maioria associados ao acido
sidlico, sendo, portanto, o leite materno a maior fonte deste &cido e também galactose para o
neonato, que é essencial para o desenvolvimento do cérebro (GUDIEL-URBANO & GONI,

2001). Os oligossacarideos predominantes no leite materno sio a 3’ Sialolactose e 6’
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Sialolactose; variam em concentracdo, de acordo com os dias de lactacdo (ASAKUMA et al.,
2007).

A funcdo dos oligossacarideos no controle da invasdo patogénica esta associada,
principalmente, a interferéncias no processo inicial de infec¢do, que é a adesdo dos patégenos a
célula-alvo. Isto porque muitos patdgenos reconhecem estruturas de carboidratos sobre a
superficie celular como um receptor (KUNZ & RUDLOFF, 1993). Alguns oligossacarideos do
leite humano tém a mesma estrutura destes receptores de células-alvo e sdo considerados
inibidores potenciais da infeccdo; pois eles sdo receptores sollveis analogos para estes
patdgenos. Varios micro-organismos patogénicos, tais como Vibrio colera, Escherichia coli,
Helicobacter pylori, e virus influenza A e B, reconhecem receptores contendo acido sialico das
células alvo e o sialil do leite humano podem funcionar como receptor analogo, inibindo a
fixacdo destes agentes patogénicos a célula alvo (KUNZ & RUDLOFF, 1993; IDOTA et al.,
1995; KUNZ et al., 2000; MARTIN et al., 2002). Também os oligossacarideos do leite humano
podem afetar a ativacdo de células T e producdo de citocinas em estudo in vitro com células T
derivadas do sangue do corddo umbilical humano (EIWEGGER et al., 2004). Oligossacarideos
acidicos estdo também envolvidos em rea¢des do sistema imunitario, tais como a interagcdo com
selectinas, por exemplo, em processos de inflamacdo (RUDLOFF et al., 2002). Todos estes
efeitos combinam-se para proporcionar uma protecdo muito eficaz contra uma infecgdo
intestinal pods-natal e a estimulacdo do sistema imunolégico pelo leite humano (BOEHM &
STAHL, 2007).

Desta maneira, a infeccdo oral no inicio da vida do neonato requer tratamentos
restauradores e invasivos. O leite materno é uma importante fonte de defesa contra a adesdo
microbiana, mas pouco se sabe sobre a sua interferéncia e da 3’ Sialolactose na formagio e
desenvolvimento de biofilmes de SM e CA in vitro em condi¢bes normais de gestacdo e

desenvolvimento de gestagdes sem intercorréncias.
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2. HIPOTESE

A presenca do leite materno reduz a formagéo de biofilme tanto de CA como SM
devido a interferéncia na adesao inicial dos micro-organismos ao poliestireno, sendo que 3’

Sialolactose pode ser participante neste processo pois pode inibir esta adesdo microbiana.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a formagéo e o desenvolvimento do
biofilme de Streptococcus mutans (SM) e Candida albicans (CA) em presenca de colostro
humano (C) com ou sem saliva (S) e também observar a interferéncia de 3’ Sialolactose (SI)

neste processo.

3.2 Especificos

Os objetivos especificos incluiram:

- Avaliar a adesdo inicial microbiana ap6s a aplicacao de colostro;

- Avaliar a biomassa do biofilme formado apds 24 e 48 horas em presenga do colostro;

- Verificar a interferéncia de 3’ Sialolactose antes, durante e apds a formacao do biofilme;

- Quantificar a biomassa formada em presenca de saliva;

- Associar a biomassa de biofilme formada com saliva em conjunto com o colostro;

- Comparar os valores de biomassa e porcentagem de reducdo do biofilme entre o colostro,

saliva e 3’ Sialolactose.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

As amostras foram obtidas de puérperas e neonatos na Maternidade do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (MATER) apés aprovacdo do Comité de
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Etica do HC/FMRP (Anexo A) e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para participagdo das médes e recém-nascidos. Um total de 30 amostras de colostro e
saliva do neonato foram selecionadas para serem analisadas in vitro no presente estudo. As
amostras foram selecionadas a partir de gestantes de boa salde geral e de gestacdes a termo.
Foram excluidas amostras provenientes de gestacfes pré-termo, com intercorréncias durante a
gestacdo e ap0Os o parto; maes e neonatos que apresentaram uso de antibiéticos ou corticoides.
Foi aplicado um questionario (Anexo B) em que se avaliaram dados da mée e do recém-nascido:

socioecondmicos; saude geral e satde oral.

4.2. Coleta e armazenamento amostral

A coleta foi realizada por enfermeiras e técnicos de laboratério da FMRP logo apés o
parto, por expressdo manual, e depositadas em tubos estéreis do tipo Falcon e imersas em gelo.
As amostras de saliva foram coletadas atraves da suc¢do com pipetas de Pasteur estéreis em 10

mM de EDTA e mantidas em gelo.

As amostras foram entdo encaminhadas para o Laboratério de Biologia Celular e
Molecular da UNIUBE onde foram centrifugadas a 4° C por 5 minutos. O sobrenadante obtido
na centrifugacdo da saliva foi transferido para um novo tubo eppendorf enquanto que a camada
lipidica do leite materno foi descartada. As amostras foram entdo armazenadas a -70°C até a sua

utilizacdo e realizacéo dos ensaios de formacao do biofilme.

4.3. Selecéo das cepas microbianas e meios de cultura

O quadro abaixo indica a cepa, seu registro de ATCC, e os meios de cultura empregados

para obtencdo do in6culo para os testes que serdo descritos a seguir:

Micro-organismos ATCC Meio de cultura
(American Type Culture | (Difco)
Collection)
Candida albicans 10231 BHI (Brian Heart Infusion)
Streptococcus mutans 25175 TSB (Tryptic Soy Broth)
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4.4. Condigdes de crescimento e Cultivo microbiano

Tubos contendo 10 mL de meio de cultura liquido, diluido, segundo as instrucdes do
fabricante, foram autoclavados. Nestes tubos foram inoculados 0s micro-organismos e
incubados por 24h a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura da Densidade
Optica (DO) a 600nm em Espectrofotdmetro Digital (ThermoScientific) para obtencdo de
DO-=1. Inoculou-se 2,5 mL desta cultura em um baldo volumétrico contendo 25 mL de meio de
cultura, formando-se uma cultura fresca microbiana para a realizacdo do biofilme. Em seguida
foram utilizadas 30 amostras de colostro e 30 amostras de saliva, em duplicada, e foram
aplicadas nas placas de 96 pogos, de acordo com diferentes de acordo com os grupos de estudo e

tempo de aplicagdo das amostras abaixo:
4.5. Grupos de Estudo e tempo de aplicacio das amostras

Grupos de aplicacdo do colostro

Grupos Descricdo S. mutans C. albicans

C-A Aplicacdo de 3 pL de colostro humano 2 SM-C-A CA-C-A
horas ANTES da inserc¢éo de 150 pL do meio
de cultura inoculado com micro-organismo
para o desenvolvimento do biofilme.
C-DU | Aplicacdo de 3 pL de colostro DURANTE a SM-C-DU CA-C-DU
insercdo 150uL do meio de cultura inoculado
com micro-organismo para o0 desenvolvimento
do biofilme.
C-DE | Aplicagdo de 3 pL colostro DEPOIS de 24 SM-C-DE CA-C-DE
horas da insercdo de 150uL do meio de
cultura inoculado com micro-organismo.

Grupo de aplicacdo da saliva do neonato
S-A Aplicacdo de 3 pL de saliva 2 horas ANTES SM-S-A CA-S-A
da insercdo de 150 pL do meio de cultura
inoculado com micro-organismo para 0
desenvolvimento do biofilme.

Grupo de aplicacdo da saliva do neonato e colostro
C+S-A | Aplicagdo de 3 pL de colostro e 3 pL saliva2 | SM-C+S-A CA-C+S-A
horas ANTES da insercédo de 150uL do meio
de cultura inoculado com micro-organismo
para o desenvolvimento do biofilme.

Grupos de aplicacdo da 3’ Sialolactose
SI-A Aplicacdo de 3’ Sialolactose a 10 mg/mL oua | SM-SI-A-10 CA-SI-A-10
20 mg/mL, 2 horas ANTES da insercdo de | SM-SI-A-20 CA-SI-A-20
150pL do meio de cultura inoculado com
micro-organismo para o desenvolvimento do
biofilme.

SI-DU | Aplicagdo de 3’ Sialolactose a 10 mg/mL ou a | SM-SI-DU-10 | CA-SI-DU-10
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20 mg/mL DURANTE a inser¢do 150pL do | SM-SI-DU-20 | CA-SI-DU-20
meio de cultura inoculado com micro-
organismo para o0 desenvolvimento do
biofilme.

SI-DE | Aplicagdo de 3’ Sialolactose a 10 mg/mL oua | SM-SI-DE-10 | CA-SI-DE-10
20 mg/mL DEPOIS de 24 horas da insercdo | SM-SI-DE-20 | CA-SI-DE-20
de 150pL do meio de cultura inoculado com
micro-organismo.

Grupos sem aplicacdo de amostras
B24h | Aplicacdo de 150 pL do meio de cultura SM-B24h CA-B24h
inoculado com micro-organismo para 0
desenvolvimento do biofilme por 24 horas.

B48h | Aplicacdo de 150 pL do meio de cultura SM-B48h CA-B48h
inoculado com micro-organismo para 0
desenvolvimento do biofilme por 48 horas.

4.6. Formagéo do biofilme microbiano

Foram utilizadas placas de 96 pocos (Costar) que receberam 150puL em cada pogo das
culturas microbianas frescas descritas no item 4.4. As placas foram entdo incubadas por 24 ou
48 horas a 37°C em aerobiose para CA e anaerobiose para SM para formacdo da biomassa

microbiana.

4.6.1. Fixacéo e coloracéo do Biofilme microbiano

As células planctonicas ndo aderidas nos biofilmes formados foram removidas através
da retirada dos meios de cultura nos pocos das placas de microtitulacdo. Os meios de cultura
foram fixados com 100uL de solucdo de formaldeido a 10% e deixados por 24 horas a
temperatura ambiente. O formaldeido foi removido e 100uL de solugcdo de 0,1% de cristal
violeta foi adicionado e as placas foram mantidas a temperatura ambiente durante 1 hora. A
solucdo de cristal violeta foi removida e as placas foram, entdo, lavadas por 2 vezes com agua
destilada. Apés a lavagem e remogéo da &gua, 0s pogos receberam 250 pL de alcool absoluto

99% solubilizando o cristal aderido.

A determinacdo do crescimento microbiano e a formagédo do biofilme foram avaliadas
através da leitura das absorbancias de cada poco das placas de microtitulagdo a 490 nm em

Leitor de Elisa automatico (Thermoplate).
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4.7 Analises dos Resultados e Estatisticas

Os resultados foram avaliados pela mensuracédo da DO encontrada ap6s coloragdo com
cristal violeta. A média das DO’s encontradas nas duplicatas foram calculadas e comparadas
entre os grupos. As comparacdes da quantidade de biomassa formada, em presenca das
amostras, foram comparadas e analisadas por ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. As
frequéncias de amostras que aumentaram ou diminuiram os biofilmes foram comparadas entre
0s grupos e foi empregado o teste do Qui-Quadrado e teste Exato de Fisher para repeticbes
inferiores a 5. Utilizou-se o teste de Correlacdo de Pearson para comparar 0s grupos do estudo.

Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

5. RESULTADOS

5.1. Influéncia das amostras testadas na formacéo de biofilme de SM.

O Biofilme formado em 24 horas teve uma DO média de 0,78+0,12 que foi menor e
estatisticamente diferente do biofilme de 48 horas (0,98+0,22) (ANOVA, p<0,05). A média da
DO mensurada nos pogos permitiram observar a formagdo e desenvolvimento da biomassa
formada nos grupos que receberam as amostras de colostro antes, durante e depois da formacao

do biofilme, e comparar com os biofilmes de 24 e 48 horas.

N&do houve diferenca estatisticamente significante na DO média da biomassa do
biofilme formado nos grupos que receberam as amostras de colostro aplicadas antes (SM-C-A)
guando comparado a DO dos biofilmes formados durante 24 horas (SM-B24h), ja que a DO de
SM-C-A foi, em média, de 0,78+0,26, idéntica a média do SM-B24h (Figura 1). Por outro lado,
a incubagdo conjunta do colostro com o in6culo bacteriano diminui o desenvolvimento e
acumulo do biofilme apds 24 horas, isto porque a DO média de SM-C-DU foi de 0,65+0,20,

estatisticamente menor que a DO do controle, SM-B24h (Figura 1, Anova, p<0,05). A



242

243

244

245
246
247

248

249

250

251

252

253

254

255

26

comparacdo entre as Dos dos biofilmes dos grupos que receberam o colostro, SM-C-A vos SM-

C-DU, apresentou diferenga estatisticamente significante (Anova, p<0,05).

Figura 1. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de Streptococus mutans (SM) de acordo com
0s grupos em que o colostro foi aplicado antes (SM-C-A), durante a inoculagdo microbiana (SM-C-DU) e
comparado com biofilme de SM de 24 horas (SM-B24h).

Biomassa SM
1.20

A a
0.78

1.00
__0.80
£
C
g m SM-C-A
T 0.60
‘g m SM-C-D
8 B SM-B24

0.40

0.20

0.00

Grupos

Aa,Bb - Bonferroni, p<0.0,5

A analise da presenca do colostro, quando aplicado apds 24 horas da inoculagdo inicial
microbiana com a formag&o do biofilme estabelecida (SM-C-DE), mostrou que, apds 24 horas
de incubacdo com o colostro, a biomassa formada (Figura 2) é menor quando comparada com

biofilmes formados durante 48 horas sem a presenca de colostro (SM-B48h) (Anova, p<0,05).
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Figura 2. Densidade Optica (DO) média da biomassa de biofilme de SM de acordo com 0s grupos em que
o colostro foi aplicado ap6s 24 horas da inoculagdo microbiana (SM-C-DE) e comparado com biofilme de

0.00

SM de 48 horas (SM-B48h).

Biomassa SM

‘ SM-C-DE
SM-B48h

* ANOVA

Grupos

A DO média do grupo de amostras que receberam saliva em conjunto com o colostro

(SM-C+S-A) previamente foi maior significantemente do que a do grupo SM-B24h (Figura 3,

Anova, p<0,05). A presenca da saliva somente (SM-S-A) também aumentou ainda mais a

formacdo do biofilme em relacdo ao SM-B24h (Anova, p<0,05) embora ndo tenha tido

diferenca estatisticamente significante de SM-C+S-A (Anova, p>0,05).
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Figura 3. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de SM de acordo com 0s grupos em que 0
colostro (SM-C-A), a saliva (SM-S-A) e colostro e saliva ao mesmo tempo (SM-C+S-A) foram aplicados
antes da inoculagéo microbiana e o biofilme de SM de 24 horas (SM-B24h).

2.00

1.50
W SM-C-A

SM-C+5-A
| SM-S-A
W SM-B24h

DO {nm})

1.00

0.50

0.00

Grupos

Aa, Bb, Cc, Dd - Bonferroni, p<0,05

As frequéncias de amostras que apresentaram aumento ou diminuicdo da formagéo do biofilme
de SM estdo expressas na Tabela 1. A maioria das amostras testadas que receberam o colostro
reduziram a formacéo do biofilme de SM (Tabela 1), especialmente no SM-C-DE (*2p<0.05)
sendo estatisticamente diferente dos SM-C-A e SM-C-DU. A porcentagem de amostras que
aumentou o biofilme do grupo SM-C-A e SM-C-DU foi menor e estatisticamente diferente do
que nos grupos que receberam saliva, SM-C+S-A e SM-S-A (3456p<0.05). Houve diferencas na

porcentagem de amostras que reduziram o biofilme entre SM-C+S-A e SM-S-A ("p<0.05).
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Tabela 1. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de SM de acordo com 0s grupos em que o
colostro (SM-C-A), (SM-C-DU), (SM-C-DE), colostro e saliva ao mesmo tempo (SM-C+S-A) e saliva
(SM-S-A) foram aplicados antes da inoculagdo microbiana e os biofilmes de SM de 24 horas (SM-B24h)
e 48 horas (SM-B48h).

Biomassa do biofilme de SM em Porcentagem média + DP

relagdo aos controles de:
Grupos Aumentada Reduzida aumento da reducdoda
(n=30) n (%) n (%) biomassa biomassa
SM-C-A 10 (33)13» 20 (67)%3° 39.2+29.1 20.5+12.8
SM-C-DU 8 (27)*45 22 (73)%*45 15.6 £ 14.6 28.6+17.3
SM-C-DE 0 (0)22 30 (100)2 - 453+15.4
SM-C+S-A 22 (73)347 8 (27)347 108.6 £ 74.2 23.6113.5
SM-S-A 28 (93)>67 2 (7)>%7 114.4 £47.2 17.5+5.8

1 Teste de Fisher, p<0.05; 2 Teste de Fisher, p<0.05; * Qui-quadrado, p<0.05, q=9.60; *Qui-
guadrado, p<0.05, g=13.06; °Teste de Fisher, p<0.05; ®Teste de Fisher, p<0.05 ; ’Teste de
Fisher, p<0.05.

5.2. Influéncia das amostras testadas na formagao de biofilme de CA.

O Biofilme formado em 24 horas teve uma DO média de 0,45+0,05 que foi menor e
estatisticamente diferente do biofilme de 48 horas (0,90+0,10) (ANOVA, p<0,05). N&o houve
diferenca estatisticamente significante na DO média da biomassa do biofilme formado nos
grupos que receberam as amostras de colostro aplicadas antes (CA-C-A) quando comparado a
DO dos biofilmes formados durante 24 horas (CA-B24h) (Figura 4, p>0,05). Por outro lado, a
incubagdo conjunta do colostro com o inoculo fangico aumentou significantemente o
desenvolvimento e acumulo do biofilme ap6s 24 horas, isto porque a DO média de CA-C-DU
foi de 0,69+0,20, estatisticamente maior que a DO do controle, CA-B24h (Figura 4, Anova,
p<0,05). A comparacdo entre as DO's dos biofilmes dos grupos que receberam o colostro, CA-

C-A vs CA-C-DU, apresentou diferenca estatisticamente significante (Anova, p<0,05).
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Figura 4. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de Candida albicans de acordo com
0s grupos em que o colostro foi aplicado antes (CA-C-A), durante a inoculacdo microbiana
(CA-C-DU) e comparado com biofilme de CA de 24 horas (CA-B24h).

1.40 Biomassa de CA
120 | A a
B b
100 | 0.69 i CA-C-A
i CA-C-DU
0.80 | i CA-B24h

Meédia de DO

Grupos - Biofilme de 24 horas

Aa, Bb — Bonferroni, p<0.05

A anélise da presenca do colostro, quando aplicado ap6s 24 horas da inoculagéo inicial
microbiana com a formacao do biofilme estabelecida (CA-C-DE), mostrou que, apés 24 horas
de incubagdo com o colostro, a biomassa formada (Figura 5) é parecida quando comparada com

biofilmes formados durante 48 horas sem a presenca de colostro (CA-B48h).
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Figura 5. Densidade Optica (DO) média da biomassa de biofilme de CA de acordo com os
grupos em que o colostro foi aplicado ap6s 48 horas da inoculacdo microbiana (CA-C-DE) e
comparado com biofilme de CA de 48 horas (CA-B48h).

Biomassa CA

1.40 -
0.85

1.20 -
0.90

1.00

0.80 |
H CA-C-DE

0.60 | i CA-B48h

Média de DO

0.40 -

0.20 -

0.00

Grupos

Anova, p>0.05

A DO média do grupo de amostras que recebeu saliva previamente (CA-S-A) foi menor
significantemente do que a do grupo CA-B24h (Figura 6, Anova, p<0,05). A presenca da saliva
em conjunto com colostro (CA-C+S-A) ndo reduziu a formacgéo do biofilme em relagdo ao CA-
B24h (Anova, p>0,05). Houve diferenca estatisticamente significante entre as DO’s de CA-S-A
vs CA-C+S-A (Figura 6, p<0,05). As comparacGes entre a aplicacdo do colostro e da saliva
mostraram que ndo houve diferencas significantes entre a aplicagdo do colostro ou saliva antes
do indculo fangico (CA-C-A vs CA-S-A, p>0,05). Por outro lado, a aplicagdo de colostro antes,
sem a saliva, reduziu mais a DO quando comparado com a aplicagdo conjunta de saliva e

colostro (Anova, p<0,05).
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Figura 6. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de CA de acordo com o0s grupos em
gue a saliva (CA-S-A) e colostro e saliva ao mesmo tempo (CA-C+S-A) foram aplicados antes
da inoculag&o microbiana e o biofilme de CA de 24 horas (CA-B24h).

1.00 -
0.90 | A a 0.45

0.80 |
B CA-C+S-A

0.70 | 0.36 11 CA-S-A
0.44

0.60 E CA-B24h

0.50 |-

Media de DO

0.40

0.30 [

0.20

0.10 [

0.00

Grupos

Aa, Bb — Bonferroni, p<0,05

As frequéncias de amostras que apresentaram aumento ou diminui¢do da formacéo do
biofilme de CA estdo expressas na Tabela 2. A maioria das amostras de colostro, quando
aplicadas antes ou depois da formacéo do biofilme, ou quando acompanhadas de saliva,
reduziram a formag&o do biofilme (Tabela 2). A aplicacdo conjunta de colostro durante a
inoculacdo microbiana (CA-C-DU) fez com que a maioria dos biofilmes fossem aumentados, ou
seja, 87% dos ensaios tiveram uma DO maior do que o controle (CA-B24h). Também a
frequéncia de amostras com biofilme aumentado neste grupo (CA-C-DU) foi maior e
estatisticamente diferente dos demais grupos (*23#p<0,05). Nao houve diferencas na frequéncia
de amostras que reduziram o biofilme entre os grupos CA-C-A, CA-C-DE e CA-C+S-A (Tabela
2, p>0,05). Por outro lado o grupo CA-S-A teve a maior frequéncia de amostras (93%) que

reduziram o biofilme e foram estatisticamente diferentes dos demais grupos (Tabela 2, p<0,05).
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Tabela 2. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de CA de acordo com os grupos em
que o colostro (CA-C-A), (CA-C-DU), (CA-C-DE), a saliva (CA-S-A) e colostro e saliva ao
mesmo tempo (CA-C+S-A) foram aplicados antes da inocula¢do microbiana e o biofilme de CA

de 24 horas (CA-B24h).

Biomassa do biofilme de CA em

Porcentagem média = DP

relagdo aos controles de:

Grupos Aumentada Reduzida aumentoda reducdoda

(n=30) n (%) n (%) biomassa biomassa

CA-C-A 10 (33)*° 20 (67)» 29.8+23.6 30.7+15.2
CA-C-DU 26 (87)1234 4 (13)L234 64.1+69.2 8.4%6.3
CA-C-DE 11 (37)26 19 (63)26 38.4+47.8 29.4+17.9
CA-C+S-A 11 (37)37 19 (63)37 52.6 + 30.5 56.3+32.0

CA-S-A 2 (7)%>87 28 (93)4>67 40.0%22.0 23.6+12.6

1234557 Teste de Fisher, p<0.05

5.3. Influéncia da 3’ Sialolactose na formacéo de biofilme de CA e SM

Houve diferencas estatisticamente significantes das DO’s observadas nos biofilmes de
24 horas de SM na presenga da 3’ Sialolactose (SI) aplicada antes do indculo em relagdo ao
controle (Figura 7, Anova, p<0,05) independente da concentracdo testada, mas ndo foram

encontradas diferencas quando Sl foi aplicado em conjunto com o indculo (Figura 7, Anova,

p>0,05) e também quando aplicado ap6s formagdo do biofilme (Figura 8, Anova, p>0,05).
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Figura 7. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de SM de acordo com os grupos em
que a 3’ Sialolactose foi aplicada antes (SM-SI-A-10 e SM-SI-A-20), durante a inoculagdo
microbiana (SM-SI-DU-10 e SM-SI-DU-20) e comparado com biofilme de SM de 24 horas

(SM-B24h).

Biomassa SM

A B
2.5
1.617
2
1.01
1.008 1.
— 15
£
=
@]
o 1
0.5
0
Grupos

Aa, Bb, Cc — Bonferroni, p<0.05
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Figura 8. Densidade Optica (DO) média da biomassa de biofilme de SM de acordo com o0s
grupos em que a 3’ Sialolactose foi aplicada apds 48 horas da inoculagdo microbiana (SM-SI-
DE-10 e SM-SI-DE-20) e comparado com biofilme de SM de 48 horas (SM-B48h).

Biomassa SM

25 r

1.679

1_666 1.7?

15T ® SM-SI-DE-10

m SM-SI-DE-20

DO (nm)

m SM-B48h

05 r

0
Anova, p>0.05 Grupos

Houve diferencas estatisticamente significantes das DO’s observadas nos biofilmes de
24 horas de CA na presenga da 3’ Sialolactose (CA-SI-DU-20) aplicada durante em relacdo ao
controle (Figura 9, Anova, p<0,05), mas ndo foram encontradas diferengas quando Sl foi
aplicado depois da formacdo do biofilme (CA-SI-DE-10 e CA-SI-DE-20) (Figura 9 e 10,

Anova, p>0,05).
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416 Figura 9. Densidade Optica (DO) da biomassa de biofilme de CA de acordo com 0s grupos em
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o desenvolvimento do biofilme de SM e CA em placas de
poliestireno em presenca de colostro em momentos distintos: antes da inoculagdo microbiana
(SM-C-A ou CA-C-A), aplicacdo concomitante da cultura e colostro (SM-C-DU ou CA-C-DU),
formacdo de biofilme e posterior aplicacdo do colostro (SM-C-DE ou CA-C-DE). Também
foram analisadas as formag6es dos biofilmes na presenca de saliva (SM-S-A ou CA-S-A) e a
saliva em conjunto com o colostro (SM-C+S-A ou CA-C+S-A) antes da inoculagdo microbiana.
A hipoétese alternativa do presente estudo nos mostra que a presenga do leite materno reduz a
formac&o de biofilme de SM, mas no grupo SM-C-DU pode significar interferéncia na adeséo
inicial dos micro-organismos ao poliestireno. Também o colostro ndo interferiu na adesdo e

acumulo de biofilme de CA.

O papel dos componentes do leite materno maduro na formacéo e acimulo do biofilme
de SM é pouco explorado. Os poucos relatos in vitro sdo controversos, ja que um estudo mostra
que o leite materno ndo interfere na adesdo do SM (WERNERSSON et al., 2006), enquanto
outro afirma que a sua presenca aumenta a massa do biofilme (ALLISON et al., 2015). Dentre
0s componentes presentes no leite materno a lactoferrina, caseina e IgA podem inibir a adesao

de SM (DANIELSSON NIEMI et al., 2009).

Os resultados mostraram que a aplicagdo de colostro, antes da inoculagdo de SM, néo
interferiu no desenvolvimento do biofilme, visto a média de DO do grupo SM-C-A foi idéntica
a DO do controle de 24 horas. No entanto, a maioria das amostras testadas, cerca de 67%,
reduziram em mais de 20% o biofilme formado. Estudo prévio revelou que o colostro nao
possui componentes que ajudam na adesdo de SM na hidroxiapatita (WERNERSSON et al.,
2006) pelo contrério, a presenga de diversos componentes do colostro, como por exemplo,
caseina, lactoferrina, IgA, IgG entre outros, podem diminuir a adesdo de SM in vitro

(DANIELSSON NIEMI et al., 2009).
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A inibicdo da formacdo de biofilme de SM em presenca de colostro ficou mais evidente
nos grupos em que o colostro foi aplicado concomitante com o in6culo e também apds o
biofilme j& formado; evidenciando suas propriedades como regulador do acimulo microbiano.
Além das DOs médias dos grupos que receberam colostro terem sido menores que o0s controles
(SM-B24h e SM-B48h), as frequéncias de amostras que diminuiram o biofilme também foram
superiores, ou seja, acima de 73% das amostras de colostro testadas reduziram o biofilme em
mais de 28% (Tabela 1). Estes resultados foram diferentes dos encontrados por (ALLISON et
al., 2015), que demonstraram um aumento do biofilme em presenca de leite materno. Uma das
razdes pode estar associada ao tipo de leite materno que, no presente estudo, foi o colostro; e,
neste outro, foi o leite maduro, que contém diferenca de composic¢do, principalmente
relacionadas com as concentractes de IgA que sdo inferiores (OVONO ABESSOLO et al.,
2011). Estudo prévio revelou que estas amostras testadas aqui contém uma alta concentracao de
IgA contra antigenos de viruléncia de SM, tais como Ag I/1l, Gtf e GbpB (PETRECHEN et al.,
2015) que estdo envolvidos na sua capacidade de se aderir e acumular em biofilmes. As
imunoglobulinas A tém uma funcdo de aglutinacdo, impedindo a aderéncia microbiana as
superficies mucosas, ndo permitindo que atravessem a barreira epitelial, protegendo o recém-
nascido contra a invasdo microbiana e, também, a funcdo de neutralizar as toxinas liberadas

pelos patégenos (HANSON, 1998; HURLEY & THEIL, 2011).

Se, por um lado, sdo claras as evidéncias dos efeitos benéficos do leite materno para
inimeras infeccBes, para a cérie sdo controversas. Para alguns, evidéncias cientificas coesas que
comprovam que o leite materno possa estar associado com o surgimento de cérie sdo escassas
(SALONE et al., 2013) e, para outros estudos recentes, a carie dentaria foi o Unico desfecho
negativo associado @ amamentagdo (SANTOS et al., 2016; VICTORA et al., 2016). Verificou-
se a associacdo entre a amamentacgdo por periodos mais longos que 12 meses e um aumento de 2
a 3 vezes na ocorréncia de carie dentaria em dentes deciduos (VICTORA et al., 2016),
associados a falta de higiene apds as mamadas (THAM et al., 2015). Os resultados do presente

estudo indicam a amamentagdo para o controle da proliferacdo de SM, especialmente nas
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criancas edéntulas ja que na maioria dos grupos em que o colostro foi aplicado a DO foi maior
que a do controle. Os beneficios dos efeitos diretos da amamentagdo na aquisicdo de SM seriam
importantes para uma populacdo como a brasileira, que possui uma coloniza¢cdo por SM

precoce, até mesmo antes da erupcao da denticdo decidua (ALVES et al., 2009).

A presenga de saliva do neonato, aplicada antes do biofilme, aumentou a formacdo
deste; e, a presenca do colostro em conjunto com a saliva (grupo SM-C+S-A), diminuiu a
frequéncia de amostras que aumentaram a proliferacdo do biofilme. Se por um lado a saliva
permite uma maior adesdo, por outro, o colostro parece interferir no acimulo de SM. A adesdo
inicial do SM em amostras salivares formando a pelicula adquirida sobre o esmalte contribui
para a formagdo do biofilme dentario (GIBBONS, 1989). S. mutans interage com proteinas
salivares, tais como a glicoproteina-340 (GP340) (BIKKER et al., 2002), por meio do antigeno
proteico da superficie celular denominado pac, também denominado de Ag I/ Il (RUSSELL et

al., 1980).

A formagdo de aglomerados de Candida albicans em biofilmes representa um dos
principais mecanismos de viruléncia desta levedura por torna-los menos susceptiveis a acdo
antimicrobiana (SZIEGOLEIT et al., 1999). A adesdo do fungo as células do hospedeiro é
mediada pelas adesinas e a expressdo destas moléculas sofre influéncia de fatores ligados tanto
ao ambiente quanto ao hospedeiro. A acdo das adesinas é essencial para que o fungo sobreviva
superficialmente aderido as células epiteliais ou internalizado por elas (PEREIRA, 2009; DE
ROSSI, 2011). Os resultados do presente estudo mostraram que a presenga de colostro aplicado
antes ou depois do indculo fungico ndo alteram a média de DO quando comparado aos controles
de crescimento. No entanto, as analises de frequéncia de amostras de colostro analisadas
mostraram que mais de 63% diminuiram o biofilme. Varios componentes do colostro possuem
atividade anti-CA, como IgA (GOLDMAN, 1993) e também lactoferrina que interferem na

proliferacdo de CA em modelos animais (VELUSAMY et al., 2014).
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Embora os resultados mostraram que 93% das amostras salivares testadas reduziram o
biofilme de CA, a literatura mostra algumas controvérsias a respeito da interferéncia da saliva
na formacdo do biofilme de CA. Em situagbes de diminuicdo do fluxo salivar (xerostomia ou
disfuncdo na producdo de saliva) hd uma diminui¢do IgA o que favorece indices elevados de
coloniza¢do por Candida spp e também SM (OLIVEIRA, 2009.; VASCONCELQS, 2010).
Alguns estudos apontam gue varios componentes salivares podem reduzir a populacdo fungica
(TOBGI et al., 1988; NIKAWA et al., 1993; ELGUEZABAL et al., 2008); pois, na saliva,
existem moléculas responsaveis por impedir a adesdo dos fungos a prétese, como lisozima,
lactoferrina, histatinas, peroxidases, calprotectina e IgA salivar, mas existem outras que
favorecem o estabelecimento de CA, pois sdo responsaveis pela adesdo como mucinas,
estaterinas e proteinas ricas em prolina (TORRES et al., 2007; ELGUEZABAL et al., 2008;
PEREIRA-CENCI et al., 2008; OLIVEIRA, 2009.; NETT et al., 2010) o que pode explicar o

crescimento do biofilme nas aplicagdes do colostro durante a inoculagéo fungica.

A identificacdo dos componentes especificos do leite materno representa um assunto de
grande interesse atualmente, principalmente os relacionados com os oligossacarideos. Os
resultados dos ensaios mostraram que a 3’ Sialolactose quando aplicada antes e durante a
inoculacdo microbiana reduzem a formacéo do biofilme de ambos micro-organismos testados, o
gue ndo aconteceu quando o oligossacarideo foi aplicado ap6s o biofilme estar formado,
mostrando que este oligossacarideo pode tanto interferir na adesdo inicial, bem como na
proliferacdo microbiana. O leite materno contém altas concentracbes e uma grande
variabilidade de oligossacarideos (NEWBURG et al., 2005), especialmente associado ao acido
sidlico denominado “sialyloligossaccharides” (ASAKUMA et al., 2007). Estes oligossacarideos
parecem estar envolvidos na defesa contra micro-organismos patogénicos e contribuem para o
desenvolvimento do sistema imune (DAI et al., 2000). Varios micro-organismos patogénicos
como Escherichia coli e Helicobacter pylori reconhecem receptores ligantes de acido sialico.
Os componentes de &cido sialico no leite humano tém, portanto, uma funcdo como um anéalogo

de receptor solGvel para inibir a ligacdo destes patdgenos nos receptores de superficies celulares
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(KUNZ et al., 2000; MARTIN et al., 2002). Estudo recente mostra que oligossacarideos de leite
humano podem reduzir a viruléncia de C. albicans tendo um papel importante na protecdo da

mucosa intestinal de neonatos (GONIA et al., 2015).

Diante do exposto, o0 colostro humano interfere no inicio da adesdo microbiana e na sua
proliferacdo e atua de forma especifica de acordo com o micro-organismo na desestruturagéao do
biofilme j& formado. Os oligossacarideos sdo componentes do colostro que atuam na fase inicial
de formacgéo e desenvolvimento do biofilme microbiano; mas, ndo interferem, no biofilme ja

formado.
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7. CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios de SM permitiram concluir que:

- A aplicacdo de colostro antes do indculo ndo alterou a adesédo de SM e o biofilme se
desenvolve da mesma maneira que o controle;

- O colostro interferiu no crescimento de SM, pois o biofilme diminui de volume ap6s
24 horas da presenca do colostro;

- A saliva promoveu um aumento da biomassa de SM;

- A 3 Sialolactose interferiu na adesédo e crescimento de biofilme de SM.

Os resultados dos ensaios de CA permitiram concluir que:

- A aplicacéo de colostro, antes do in6culo, ndo alterou a adesdo de CA e o biofilme se
desenvolve da mesma maneira que o controle;

- O colostro nédo interferiu no crescimento de CA; pois a biomassa do biofilme nédo se
altera ap6s 24 horas da presenca do colostro;

- A saliva promoveu uma diminuicao da biomassa de CA;

- A 3" Sialolactose interferiu na adeséo e crescimento de biofilme de CA.
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ANEXO B - QUESTIONARIO
Prematuro: Nao [ |sim [ ]

Maternidade: Data: / /
NuUmero da ficha:
Nome do bebé:

Nome da Mée: nasc:__ / /
Nome do Pai: nasc: __ / /
Endereco:

Telefone para contato:

DADOS MATERNOS

1. Perfil racial: 1. ( )branco  2.( ) negro 3.( )mulato 4.( )amarelo 5.( )indio 6. (
) outros

2. Grau de instrucdo da mée: 1. ( ) semescolaridade 2. ( ) 1° grau completo 3.( ) 1°grau
incompleto

4. () 2°grau completo 5. ( ) 2°grau incompleto 6. ( ) superior

3. Renda familiar: R$ /més
4. Qual foi o tipo de parto? 1. () cesarea 2. ( ) normal
5. Qual o tempo de gestacdo? semanas

6. Complicac@es durante gravidez? 1. ( ) Sim 2.( ) Ndo Sesim, pg?

7. Realizou Pré-Natal? 1. ( ) Sim 2. ( ) Ndo  Se sim, qual nimero de consultas?

8. Utilizou-se de medicacao durante a gestacdo? 1. ( ) Sim 2. ( ) Ndo Sesim, 0
motivo?
9. Frequenta regularmente o dentista? 1. ( ) Sim 2. ( ) Nado Se sim, quando foi a ultima?

10. Apresenta dor em algum dente? 1. () Sim 2. ( ) Ndo Qual?

11. Quantas vezes vocé escova os dentespordia? ()1 ()2 ()3 ( )4 oumais
12. Seus dentes sangram durante a higiene? 1. ( ) Sim  2.( ) Nao
13. Possui proteses dentais?  1.( )Sim 2. ( ) Néao Tipo:

DADOS DA CRIANCA RECEM NASCIDA  dia(s) de vida: Idade gestacional:
semanas

Data nasc.: / / Sexo: ()F( )M  Peso: Kg Estatura:

cm

1. Perfilracial: 1. ( )branco 2.( ) negro 3.( )mulato4.( )amarelo 5.( )indio 6.( )
outros
2. Amamenta ou amamentou seu filho(a)? 1.()Sim 2.( )N&o




