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RESUMO: (Estudo do perfil da microbiota intestinal em modelo experimental de colite
ulcerativa induzida em camundongos da linhagem C57BL/6). O trato gastrointestinal dos
vertebrados é extensamente colonizado por micro-organismos que estabelecem uma relagdo
mutuamente benéfica. Esta situacdo é consequéncia de um longo processo de coevolucdo, que
permitiu 0 desenvolvimento de tolerancia imune a esta microbiota por parte do hospedeiro.
AlteracOes que resultam na quebra desta homeostasia podem comprometer esta relagéo e,
possivelmente, estdo envolvidas no desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais,
como a colite ulcerativa. O objetivo deste trabalho foi analisar a resposta da microbiota ao
longo da inducgéo de colite ulcerativa em um camundongo C57BL/6 pela administracédo de
dextran sulfato de sddio 2%. Amostras da regido anal do camundongo foram obtidas em
quatro momentos ao longo do estudo: um dia antes do inicio do tratamento (dia 0), no
segundo dia de tratamento (dia 2), no quinto dia de tratamento (dia 5) e no ultimo dia de
tratamento (dia 8). As amostras eram semeadas em meio de cultura &gar padrdo para
contagem e meios seletivos e ndo seletivos. As colonias consideradas morfologicamente
distintas eram subsequentemente isoladas e submetidas a identificacdo bioquimica. Foram
observadas oscilagdes no numero de bactérias heterotréficas entre os dias analisados e
identificadas trés espécies de bactérias Gram-negativas: Citrobacter rodentium, que esteve
presente ao longo de toda a patologia; Yersinia intermediata e Escherichia coli, presentes
apenas antes do inicio da inducdo da doenca. Estes resultados indicam que a composi¢do da
microbiota sofreu mudangas que podem estar relacionadas com o quadro inflamatério
caracteristico da colite ulcerativa neste modelo utilizado.

Palavras-chave: microbiota, colite ulcerativa, doenca inflamatdria intestinal, trato

gastrointestinal.



ABSTRACT: (Profile study of intestinal microbiota in experimental ulcerative colitis model
induced in mice of the C57BL/6 lineage). The gastrointestinal tract of vertebrates is
extensively colonized by microorganisms that establish a mutually beneficial relationship.
This is due to a long coevolution process, which allowed the development of host immune
tolerance to the microbiota. Changes that affect this homeostasis may compromise this
relation, and are possibly involved in the development of inflammatory bowel diseases, like
ulcerative colitis. The aim of this study was to analyze the response of the microbiota during
the induction of ulcerative colitis in a C57BL/6 mouse by administration of 2% dextran
sodium sulfate. Samples of the anal region of the mouse were obtained in four moments
during the study: the day before the beginning of treatment (day 0), on the second day of
treatment (Day 2), the fifth day of treatment (day 5), and in the last day of treatment (day 8).
The samples were plated on Plate Count Agar for standard counting; and non-selective and
selective media. Colonies that were considered morphologically distinct were subsequently
isolated and subjected to biochemical identification. Oscillations in the number of
heterotrophic bacteria were observed and three species of Gram-negative bacteria were
identified: Citrobacter rodentium, which was present throughout the pathology; Escherichia
coli and Yersinia intermediata, present only before the disease induction. These results
indicate that the composition of the microbiota undergone changes which can be related with
the inflammatory profile characteristic of ulcerative colitis in this model.

Key words: microbiota, ulcerative colitis, inflammatory bowel disease, gastrointestinal tract.



INTRODUCAO

Os vertebrados carregam consigo um vasto e complexo conjunto de micro-organismos
que recobre seus tecidos de mucosa e a pele. A microbiota, como € chamada, é adquirida
pelos humanos e outros mamiferos no primeiro contato com o mundo externo, visto que o
desenvolvimento do feto ocorre no Gtero da mée, ambiente normalmente desprovido de
contaminagdes. O trato gastrointestinal (TGI) abriga a maior diversidade e abundéncia de
micro-organismos, sendo estimada a existéncia de 3,15 x 10 células por grama de peso seco
somente na regido do colon (Houte & Gibbons 1966, Whitman et al. 1998). Em conjunto, ja
foram descritas mais de 1200 espécies de bactérias que podem compor a microbiota do TGl
em humanos, sendo que cada individuo pode ser colonizado por aproximadamente 16% deste
namero. Isto representa, possivelmente, em torno de cem vezes mais genes da comunidade
microbiana do que genes do proprio hospedeiro e, consequentemente, sua expressao tem uma
importante contribuicdo na fisiologia da mucosa gastrointestinal. (Qin et al. 2010, Donggian
et al. 2012, Maynard et al. 2012). Estudos de larga escala utilizando abordagem da
metagendmica® demonstram a predominancia de dois filos bacterianos no TGI: Firmicutes e
Bacteroidetes, representando 65% e 23% da populagdo, respectivamente. Em seguida,
aparecem os filos Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, TM7 e Verrucomicrobia em
menor frequéncia (Figura 1) (Frank & Pace 2008). O convivio com tamanha diversidade de
micro-organismos no TGI s6 foi possivel apds milhdes de anos de coevolucdo (Ley et al.
2006), que nado s levou a coexisténcia pacifica, como trouxe beneficios muatuos.

Diversas contribuicdes exercidas pela microbiota sobre seus hospedeiros sao
conhecidas, e muitas delas sdo essenciais para o funcionamento adequado das atividades
fisiolégicas, mantendo a homeostase do TGI. Além de alteracbes em aspectos morfologicos,

como a parede do intestino delgado mais fina e distencdo do ceco, observou-se que animais

! Metagendmica baseia-se na anélise gendmica do DNA microbiano que pode ser extraido diretamente das
comunidades em amostras ambientais (Keller & Zengler, 2004).



germ-free (i.e. livre de micro-organismos) apresentam uma limitagdo na capacidade de
armazenar gordura em comparagdo aos animais com microbiota normal (Thompson &
Trexler 1971, Anne-Marie et al. 2012). Outro efeito observado ocorre no metabolismo de
carboidratos que o hospedeiro é incapaz de digerir, onde a fermentacdo anaerdbica
promovida pelos micro-organismos (especialmente pertencentes aos filos predominantes
Firmicutes e Bacteroidetes) do intestino da origem a &cidos graxos de cadeia curta. Estes
produtos, como o propionato, acetato e butirato, atuam ndo s6 como fonte de energia para as
células epiteliais do intestino, como tambeém inibem o crescimento de outros organismos
patogénicos ao tornar o pH intestinal mais acido (Nemoto et al. 2012). Complementar a este
mecanismo indireto, a associacdo bem estabelecida da microbiota com o hospedeiro acaba
por limitar a disponibilidade de recursos e de espago fisico para 0s micro-organismos
potencialmente patogénicos através da competicdo (Maynard et al. 2012).

Atualmente, existe um consenso de que a imunidade adaptativa surgiu, pelo menos em
parte, como uma forma de permitir que o hospedeiro desenvolvesse tolerancia aos micro-
organismos ndo patogénicos que colonizassem os seus tecidos. Através desta nova estratégia
de resposta imune seria possivel ao hospedeiro conviver com micro-organismos benéficos, ao
invés de iniciar uma resposta imune centrada na eliminacdo dos organismos estranhos
(McFall-Ngai 2007). Uma das hipdteses sugere que o aparecimento da imunoglobulina — A
(IgA), uma classe de anticorpos dominante no TGl e especializada na interagdo com a
microbiota, adicionaria uma nova “etapa” de adaptacdo a presenga dos micro-organismos,
exercendo pressdo seletiva sobre aqueles que promoviam ou ndo acbes beneficas ao
hospedeiro. Seu mecanismo de acéo Unico, o qual inclui a agregagcdo multimérica e transporte
atraves da mucosa, junto com a compartimentalizacdo dos tecidos linfoides associados ao
intestino — Placas de Peyer, foliculos linfoides isolados e linfonodos mesentéricos — podem

ter sido adaptacOes essenciais para 0 comensalismo observado. Isto possibilitaria que, ao



longo da coevolugdo entre a microbiota intestinal e o hospedeiro, se estabelecesse a
participagdo dos micro-organismos comensais no desenvolvimento e educacdo do sistema

imune deste (Maynard et al. 2012).

_ .
~ Lachnospiraceae

%ptostreptococcaceae

,'//
,'/'

l ,,/"‘/ Bacillus

|
I

I

I

I

|

|

|

1

I

|

1

I

I

|

}

" " I
Firmicutes
Baixo conteldo G-C i
Gram + ;

I

|

I

I

|

I

I

I

|

I

I

|

|

|

I

I

I

I

|

8.1

Proteobacteria
——+ Verrucomicrobia
L‘ " Fusobacteria

3.0

" Actinobacteria

—— TM7
Sulfolobus acidocaldarius

(==
=

Figura 1 — Distribuicéo filogenética da microbiota intestinal humana

Fonte: Frank & Pace (2008)

Evidéncias para esta constatacdo sdo provenientes de diversos estudos realizados com
camundongos germ-free e gnotobidticos (i.e. microbiota definida), onde observou-se o
impacto dos micro-organismos residentes do TGI na imunidade do hospedeiro. Alguns dos
aspectos observados incluem menor quantidade de centros germinativos nos foliculos
linféides isolados, tamanho reduzido das Placas de Peyer, menor capacidade de producao de

anticorpos (resultante, em parte, da diminuicdo de células secretoras de IgA), menor



quantidade de células T da lamina propria e producdo reduzida de moléculas antimicrobianas
(Macpherson & Harris 2004, Nishio & Honda 2012). A exposi¢do continua aos micro-
organismos residentes do TGI nos camundongos convencionais, resulta em maior rapidez no
processamento de antigenos pelos macréfagos em comparacéo aos animais germ-free. Apesar
destes animais serem capazes de montar uma resposta imune normal quando estimulados, tais
caracteristicas demonstram que a presenga da microbiota no TGI influencia diretamente em
processos relacionados ao condicionamento do sistema imune (Anne-Marie et al. 2012).

Para que 0s micro-organismos comensais se mantenham in6cuos no TGI, o
hospedeiro apresenta uma serie de mecanismos que permitem a coexisténcia entre ambos. As
células epiteliais intestinais (CEI) junto com duas camadas adjacentes de muco, formam a
interface entre o hospedeiro e a microbiota, representando um dos componentes mais
importantes no intermédio das relacdes estabelecidas entre eles. A camada externa contém os
microganismos comensais, enquanto a camada interna, que tem como principal componente a
proteina MUC2 que se organiza de forma estratificada (Johansson et al. 2010), € desprovida
de bactérias, impedindo o contato direto destes organismos com as CEI. No entanto, mesmo
em condic¢BGes normais o0 contato entre as CEIl e a microbiota pode ocorrer, e nestas situacdes
0s micro-organismos sdo facilmente contidos através de adaptacdes exibidas pelo TGI. A
presenca dos micro-organismos € detectada pelas CEI em receptores de reconhecimento de
padrdes, e a informacdo é transmitida para uma gama de componentes inatos e adaptativos do
sistema imune local, impedindo que ocorra a invasdo dos tecidos adjacentes . Exemplos de
funcbes reguladas por esta sinalizacdo séo a producdo de moléculas antimicrobianas como as
defensinas, o condicionamento de células dendriticas que levam a resposta mediada por
células T auxiliares 2 (Ty2) e a producdo de IgA pelos linfocitos B (Macpherson & Harris

2004, Nishio & Honda 2012).



A importancia da proteina MUC2 foi demonstrada em estudos utilizando
camundongos deficientes na producdo desta estrutura, onde a auséncia da camada de muco
promovia o contato direto entre a microbiota e as CEl, induzindo um quadro inflamatorio
(Johansson et al. 2013). Além da invasdo aos tecidos, a composi¢do da microbiota também é
capaz de causar um desequilibrio que afeta ndo s6 o metabolismo, como a interagédo entre o0s
micro-organismos comensais e o sistema imune. A disbiose, termo utilizado para denominar
a mudanga na comunidade microbiana do TGI, pode ter sua origem em tratamentos que
fazem uso de antibidticos, mudancas na dieta ou a invasdo por patégenos (Maynard et al.
2012). Independente da causa, a desestabilizacdo do consorcio de micro-organismos
residentes do TGI interfere diretamente na relacdo harmoniosa estabelecida com o sistema
imune, que passa a responder a antigenos da microbiota, podendo contribuir para doencas
mediadas pelo sistema imune. Dentre elas, inclui-se a doenga inflamatoria intestinal (DI1).

A doenca inflamatdria intestinal consiste em uma condi¢do inflamatéria idiopatica,
que ocorre tipicamente na segunda e terceira década de vida e afeta ambos 0s sexos
(Blumberg et al. 1999, Bouma & Strober 2003, Xavier & Podolsky 2007). A maioria dos
individuos afetados progride para a doenca reincidente e cronica, que pode resultar em dano
irreversivel da funcdo gastrointestinal. Diversos estudos sugerem que as DIl podem ser
causadas por uma resposta imune inadequada contra a microbiota intestinal, que leva ao
quadro inflamatério observado. A doenca se manifestaria em individuos geneticamente
suscetiveis, acionados por fatores ambientais, como o0 uso de certos medicamentos, 0
tabagismo ou qualquer outra doenca intestinal capaz de induzir a quebra da homeostase
(Blumberg et al. 1999). Os fatores genéticos que tornam o hospedeiro predisposto a
manifestacdo destas patologias podem interferir na permeabilidade das CEIl e alterar a

regulacdo das bactérias comensais. Em conjunto, estes aspectos resultam na resposta imune



exacerbada na mucosa intestinal, caracterizada pela ativagdo crénica de células T, junto com
a producdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios.

A doenca de Chron e a colite ulcerativa representam as duas principais formas de DII.
Embora as duas condi¢bes manifestem fenotipos similares, existem diferengas clinicas,
patologicas e fisiologicas consideraveis que permitem separd-las (Quadro 1). A colite
ulcerativa é a forma de DIl mais difundida mundialmente, é menos propensa a complicagdes
que a doenca de Chron e invariavelmente envolve o cdlon e o reto, podendo se estender a
partir deste de forma proximal (Damiani et al. 2006, Danese & Fiocchi 2011). A
multifatoriedade desta patologia impede que ela seja reproduzida em modelos experimentais
mais simples, como por exemplo, cultura de células. A utilizacdo de modelos animais
revelou-se extremamente Util no estudo da colite ulcerativa, pois permite analisar 0s eventos
iniciais da doenca e seu desenvolvimento, identificar quais fatores imunoldgicos e genéticos
estdo se manifestando e avaliar a interacdo entre os diversos componentes envolvidos
(Gaudio et al. 1998).

O modelo experimental proposto por Okayasu et al. (1990) em camundongos
mostrou-se capaz de reproduzir sintomas clinicos exibidos na doenca, incluindo perda de
peso, diarreia, sangue oculto fecal e sangramento retal com a administracdo de doses de 5% e
10% de dextran sulfato de sédio (DSS) na agua de beber. Os processos inflamatérios e
erosdes tipicas do tecido foram restritos as paredes do célon, e foram observadas alteracoes
na microbiota, como aumento dos membros da familia Bacteroidaceae e espécies do género
Clostridium (Okayasu et al. 1990). O quadro 2 sumariza as principais caracteristicas exibidas
na inducdo da colite ulcerativa pela administracdo de DSS em camundongos (Elson et al.
1995). A influéncia do DSS na permeabilidade e espessura da camada interna de muco,
responsavel por separar a comunidade bacteriana comensal das células epiteliais foi

recentemente demonstrada. Explantes de colon obtidos de camundongos C57BL/6 e humanos



submetidos a colonoscopia expostos a DSS mostraram permeabilidade e espessura
significativamente menor, permitindo que as bactérias penetrassem a camada de muco, e

como consequéncia, o tecido subjacente (Johansson et al. 2010).

Quadro 1 — Comparacao entre as duas principais formas de DII

Colite Ulcerativa Doenca de Chron
Qualquer parte do TGI pode ser
O processo inflamatério afetada, mas mais comumente, o ileo
L inevitavelmente envolve o reto, de terminal, ceco, regido peri-anal e
Regibes afetadas . . . .
onde se estende de forma proximal, célon. E caracterizada pela presenca
mantendo-se restrito ao célon. de segmentos afetados intercalados
com porg¢des normais do intestino.
A inflamagcdo afeta as camadas Ocorre densa infiltracdo de todas as
superficiais da mucosa, com camadas da parede intestinal por
. . infiltracdo dos linfocitos e linfdcitos e macrofagos, com presenca
Histologia z . . .
granuldcitos, e perda de células de granulomas em mais de 60% dos
caliciformes. Presenca de ulceracdes | pacientes, fissuras ulcerativas e fibrose
e abscessos cripticos. submucosa.
Diarreia severa, perda de sangue e Dores, diarreia, estreitamento do
perda progressiva de funcées limen levando a obstrucdo e aperto
Caracteristicas clinicas peristalticas, levando a rigidez do intestinal. Formacdo de abscesso e
colon. ManifestagGes inflamatorias fistulizacéo da pele e de 6rgéos
extra-intestinais podem ocorrer. internos.

Fonte: Adaptado de Bouma & Strober (2003)

Quadro 2 — Principais caracteristicas do modelo experimental de colite ulcerativa induzido por DSS.

Espécies animais Camundongos, Hamster, Ratos.
Areas envolvidas Célon e reto.

Evolucéo temporal Pico ocorre entre 7-10 dias.
Patologia

Doenca aguda e crénica.
Sem formacéo de granulomas.
Inflamag&o da mucosa e submucosa, com ulceragoes.

Mecanismos patogénicos Possivelmente injuria epitelial.
Envolvimento de bactérias Provavelmente.
Anormalidades de mediadores | 5 mento de PGE, TXB,, LTB,, IL-2, IL-4, IL-6.
inflamatdrios e citocinas '
Reprodutibilidade 100% reproduzivel.

Fonte: Adaptado de Elson et al. (1995)

Uma extensa lista de estudos realizados com humanos e modelos animais busca
elucidar a relagdo entre os diversos fatores atuando na manifestagcdo da colite ulcerativa e
outras DII, e muitos deles tem focado em estudar a participagcdo da microbiota. Camundongos
mantidos em ambiente livre de micro-organismos nao desenvolvem colite ulcerativa induzida
experimentalmente, demonstrando que a microbiota da mucosa € necessaria para a inducao e

propagacdo do processo inflamatério (Bouma & Strober 2003). Analises da microbiota
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associada & mucosa de pacientes com colite ulcerativa também apontam diferencas na sua
composicdo em relacdo ao grupo controle, com a perda de bactérias comensais nos individuos
doentes (Nishikawa et al. 2009). O mesmo pode ser observado em estudos utilizando
amostras de fezes que, em conjunto, indicaram que a populagdo microbiana de pacientes com
colite ulcerativa e doenga de Chron em sua forma ativa, é significativamente distinta da
microbiota exibida por individuos saudaveis ou com a forma inativa destas DIl (Manichanh
et al. 2006, Andoh et al. 2011). Apesar de nenhum micro-organismo especifico ter sido
atribuido a inducdo da colite ulcerativa e da inegavel influéncia de fatores genéticos e
ambientais, estes estudos sugerem a importancia da disbiose na manifestacdo da doenca,
assim como de outras DIIl. No entanto, ainda ndo estd claro se as alteracfes exibidas na
composicdo da populacdo de micro-organismos comensais ocorrem antes (causa) ou apos
(consequéncia) a manifestagcdo da doenga.

Estudos que avaliem a microbiota ao longo do aparecimento da patologia sdo de
grande importancia para compreender a dinamica dos micro-organismos com o hospedeiro. A
partir disto, o objetivo deste trabalho foi acompanhar a composi¢do da popula¢do microbiana
de um camundongo ao longo do periodo de indu¢édo de colite ulcerativa pela administracdo de

DSS.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foi utilizado um camundongo macho C57BL/6, obtido conforme os critérios da
Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Durante o periodo do experimento, o
animal foi mantido em instalac6es adequadas, em ciclo de 12 horas claro/escuro, recebendo

racdo comercial e dgua potével ad libitum. A manutencdo do animal seguiu a Lei 11.794, que
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estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais. A utilizacdo deste animal para este
fim foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA sob o niimero GPPG 11.0244

FIPE/HCPA.

Inducado da colite ulcerativa aguda
A colite ulcerativa aguda foi induzida no camundongo C57BL/6 (6 semanas de vida)
pela administracdo de 2% dextran sulfato sédio (DSS; peso molecular 10.000 Da; MP

Biomedicals) do dia 1 ao dia 8 na agua de beber ad libitum (Neufert et al. 2007).

Coleta das amostras da microbiota intestinal

As amostras da microbiota intestinal foram coletadas utilizando suabes estéreis na
regido anal do camundongo, ap6s este receber estimulo que induzia o animal a defecar. As
coletas foram realizadas em quatro momentos distintos, a saber: 1) um dia antes do inicio do
tratamento (dia 0), 2) no segundo dia de tratamento (dia 2), 3) no quinto dia de tratamento
(dia 5) e 4) no ultimo dia de tratamento (dia 8).

Apos as coletas, as amostras eram armazenadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao
Setor de Microbiologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do

ICBS- UFRGS para as anélises microbiologicas.

Isolamento bacteriano

Apo6s o transporte, a amostra contendo o suabe da coleta foi incubada em estufa a
35 °C durante uma hora. Em seguida, a amostra passou por diluigdes seriadas (1:10 e 1:100)
e 100 pL de cada diluicdo foi semeada através da técnica de espalhamento em superficie,
utilizando a alca de Drigalski (Antunes 1995). O espalhamento foi realizado em triplicata nos
meios agar triptona de soja (TSA), eosina azul de metileno (EMB), &gar Salmonella-Shigella

(SSA) e agar sal-manitol (SMA). As placas foram incubadas a temperatura de 35 °C por 24 h.
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As colonias que apresentavam morfologia distinta eram selecionadas e isoladas em
placas contendo 0s mesmos meios de cultura de origem. Um segundo isolamento foi
realizado para garantir a pureza das coldnias. Ap6s o isolamento, as colbnias foram
inoculadas em caldo triptona de soja (TSB) e incubadas & 35 °C durante 16-24h. A partir
deste crescimento, verificou-se a pureza da cultura, arranjo e morfologia das células atraves
da coloragdo de Gram, e a classificagdo das bactérias em Gram positivas e Gram negativas.
Uma vez confirmada a pureza da cultura, uma aliquota do meio foi armazenada em glicerol
20% e mantida em freezer a -20 °C. Outra aliquota foi semeada em tubos de ensaio contendo
TSA inclinado, que apds incubacdo a 35 °C por 24h, foi armazenado sob refrigeracdo para

posterior manipulagao.

Determinacgdo do numero de bactérias heterotroficas

O numero de bactérias heterotrdficas presente nas amostras foi determinado semeando
100 pL das diluigdes de 1:1, 1:10 e 1:100 das amostras em triplicatas de placas contendo o
meio de cultura &gar padréo para contagem (PCA). As placas foram incubadas a 35 °C por 16
- 24 h. Foram contadas as colbnias nas placas que apresentavam entre 20 e 200 unidades

formadoras de colnia (UFC).

Identificacdo bacteriana

A identificacdo da populagdo bacteriana foi baseada em provas bioquimicas classicas
para bactérias Gram negativas de acordo com Holt et al. (1984). Os testes realizados incluem
catalase, vermelho de metila (VM) / Voges Proskauer (VP), motilidade, sulfeto de hidrogénio
(H2S), citrato, oxidase e utilizacdo de diferentes acucares (glicose, lactose, manitol, I-

arabinose, maltose e manose).
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RESULTADOS

Isolamento bacteriano

Foram isoladas, no total, 56 coldnias de bactérias provenientes do crescimento nos
meios utilizados nos diferentes dias (Tabela 1). Das 35 coldnias isoladas do meio TSA (ndo-
seletivo), 29 eram bactérias Gram-positivas, sendo que aproximadamente 59% representavam
bacilos formadores de enddsporos. As seis col6nias de bactérias Gram-negativas isoladas
deste meio apresentavam morfologia de cocobacilos, sem agrupamentos especificos. O
mesmo foi observado nos isolamentos realizados nos meios seletivos para bactérias Gram-
negativas (EMB e SSA). A tabela 2 mostra a distribuicdo das colénias Gram-negativas ao
longo dos dias de coleta. Quatro colbnias selecionadas do meio TSA para isolamento ndo

cresceram apos trés tentativas, por isso foram desconsideradas das anélises.

Tabela 1 — Numero de colbnias isoladas dos meios nos diferentes dias de coleta nos meios seletivos e ndo-

seletiv
Meio de cultura - - Namero de col@nias -
Dia 0 Dia 2 Dia5 Dia 8
SSA 1 3 1 2
SMA - 3 - 1
EMB 4 3 1 2
TSA 5 23 4 3

Tabela 2 — NUmero de col6nias Gram-negativas isoladas de cada meio de cultura nos diferentes dias de coleta

Numero de colénias Gram-negativas

Meio de cultura Dia 0 Dia 2 Dias Dias Total
SSA 1 3 1 2 7
EMB 4 3 1 2 10
TSA 1 2 1 2 6

Determinacdo do numero de bactérias heterotroficas

A determinacdo do nimero de bactérias heterotroficas foi realizada através da média
de crescimento observado em cada diluicdo, com valores que se enquadravam nos limites
detalhados em MATERIAIS E METODOS (Tabela 3). Uma das placas referente ao dia 5

apresentou contaminac&o e foi desconsiderada dos célculos.
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Tabela 3 — Contagem de bactérias heterotréficas (UFC/mL) nos diferentes dias de coleta.

Dia 0-1:10 Dia2-1:1 Dia5-1:1 Dia 8 —1:100
UFC 110 135 144 70 62 44 56 62 - 79 72 90
Média 129,66 58,66 59 80,33
UFC/mL 1296,6 58,66 59 8033,3

Identificacdo bacteriana

As provas de identificacdo bioquimica realizadas para as bactérias Gram-
negativas apresentaram resultado semelhante nas seis colénias isoladas do meio TSA e nas
sete colbnias isoladas do meio SSA, que apontam para a espécie Citrobacter rodentium
(Tabela 4). No meio EMB, além de C. rodentium, duas colénias obtidas no primeiro dia de
coleta apresentaram resultados diferentes, que indicam as espécies Yersinia intermediata e

Escherichia coli (Tabela 5).

Tabela 4 — Resultados obtidos nas provas de identificacdo bioquimica, representativos para todas as col6nias
isoladas dos meios SSA e TSA ao longo da indugdo

TSA SSA
Oxidase -
Catalase + +
Vermelho de metila + +
Voges Proskauer - -
H2S - -
Motilidade - -
Citrato -
Producéo de gés (glicose) + +
D-Glicose + T
Lactose + +
Manitol T "
Manose + +
Maltose + hi
L-arabinose + T
Citrobacter rodentium Citrobacter rodentium

Tabela 5 — Resultados obtidos nas provas de identificagdo bioquimica para as trés coldnias isoladas do meio
EMB. EMB-2 e EMB-3 foram encontrados somente no primeiro dia, enquanto EMB-1 é representativo das
demais colbnias identificadas.

EMB-1 EMB -2 (Dia 0) EMB -3 (Dia 0)
Oxidase - - -
Catalase + + +
Vermelho de metila + + +
\oges Proskauer - -
H2S - - -
Motilidade - + -
Citrato - - -
Producéo de gés (glicose) + + -
D-Glicose + + +
Lactose + + +
Manitol + + +
Manose + + +
Maltose + + +
L-arabinose + + +
Citrobacter rodentium Escherichia coli Yersinia intermediata
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DISCUSSAO

Neste trabalho, foi analisada a composi¢cdo da microbiota presente na regido anal de
um camundongo induzido a desenvolver colite ulcerativa pela administragcdo de DSS, e como
ela foi afetada ao longo da doenca. Foi possivel observar uma consideravel diminuicdo no
numero de UFC/mL entre o dia O e o dia 5, seguida de aumento expressivo no dia 8 da
inducdo da colite ulcerativa. Este valor, que representa quase seis vezes 0 numero de
UFC/mL do primeiro dia, poderia estar relacionado com a perda abundante de sangue no
oitavo dia em decorréncia do tratamento com DSS. Apesar do excesso de sangue ter sido
removido, uma quantidade consideravel foi transferida para o suabe. O sangue poderia estar
trazendo consigo a microbiota luminal e aderida & mucosa do TGI pouco representada nos
primeiros dias de coleta, e ndo apenas 0s micro-organismos encontrados na regido anal do
camundongo. Uma anélise realizada com bidpsias do célon de 305 pacientes com DlIlI
apresentou maiores concentragfes de UFC/mL na mucosa em comparagdo ao grupo controle
(Swidsinski et al. 2002). Conte et al. (2006) registraram valores maiores de organismos
aerdbicos e aerdbicos-facultativos associados a mucosa em bidpsias de criangas com DII.
Edmiston et al. (1982) ndo observaram diferenca significativa no nimero total de micro-
organismos anaerobicos em amostras de cinco pacientes com DIl em relagdo a uma porcao
normal do tecido. Por outro lado, Nemoto et al. (2012) obtiveram valores significativamente
menores para 0 numero total de bactérias nas fezes de pacientes com colite ulcerativa na
forma ativa, em comparacdo aos individuos saudaveis.

E importante destacar que os trabalhos mencionados realizaram a comparagéo entre
individuos saudaveis e afetados pela doenca, e ndo ao longo do desenvolvimento da
patologia. Outro fator que deve ser levado em consideragéo, refere-se a auséncia dos micro-
organismos anaerobicos no presente estudo, visto que a metodologia empregada

impossibilitava seu cultivo. A técnica de colonoscopia utilizada em muitos destes trabalhos, é
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capaz de manter a anaerobiose e, consequentemente, 0S micro-organismos que
predominantemente apresentam este tipo de metabolismo no tecido. Ao longo da evolugdo, a
microbiota estabeleceu intimas relaces entre si e com o hospedeiro, tornando-os altamente
dependentes de toda a rede metabdlica de outros membros, dificultando o crescimento em
culturas puras (Zoetendal et al. 2008). Apenas 20-30% das bactérias presentes no célon sao
cultivaveis pelos métodos tradicionais devido ao ambiente extremamente complexo do
tecido, representando uma limitacdo aos estudos que empregam esta abordagem (Nishikawa
et al. 2009).

A identificacdo bioquimica das bactérias Gram-negativas apontou para as espécies de
Escherichia coli, Yersinia intermediata e Citrobacter rodentium, apesar de a selecdo de
colbnias através das diferentes morfologias ter apontado para maior diversidade. Esta baixa
variedade de organismos identificados pode ser consequéncia da metodologia utilizada que
focou na identificacdo de micro-organismos Gram-negativos e ndo foi capaz de incluir
organismos anaerdbicos. C. rodentium, a Unica a se manter no curso de desenvolvimento da
patologia, é 0 agente etioldgico da hiperplasia colénica transmissivel murina (HCTM), uma
doenca de ocorréncia natural em camundongos de laboratério, que na maioria das linhagens,
incluindo C57BL/6, representa pouco ou nenhum risco de morte (Mundy et al. 2005).
Diferente de outras bactérias entero-invasivas, C. rodentium se adere a superficie apical das
células epiteliais intestinais com interacdes moleculares bem definidas (Cellars et al. 2006), e
a colonizacédo da bactéria no TGI provoca a patologia caracterizada pela hiperproliferacdo das
células no célon descendente. (Luperchio & Schauer 2001, Cellars et al. 2006). Infeccoes
enteropatogénicas e a inflamacdo intestinal induzida por ela, afetam diretamente no
ecossistema do TGIl. Como reflexo, pode ocorrer uma alteracdo na composicdo da
microbiota, tanto em resposta a infeccdo por um organismo patogénico, quanto ao quadro

inflamatorio exibido pelo hospedeiro. Lupp et al. (2007) demonstraram resultados
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semelhantes para o modelo de inflamacgdo induzida por infeccdo com C. rodentium e o
modelo quimicamente induzido por DSS. Em ambos os casos, ocorreu diminui¢do no nimero
total de bactérias, e alteracdo na comunidade em relacdo aos controles, com aumento na
proporcdo da familia Enterobacteriaceae. No presente trabalho, a utilizagdo de DSS para
inducdo da colite ulcerativa e prevaléncia C. rodentium ao longo da doenca, com
desaparecimento das outras espécies identificadas, sugerem a possibilidade de uma atuacdo
em conjunto deste dois fatores para o desenvolvimento da patologia e mudangas na

organizagdo da microbiota do TGI.

35
3
25
2 ] - -
= Citrobacter rodentium
15 m Escherichia coli
Yersinia intermediata
1
0,5 I
O T T T 1

Dia 0 Dia 2 Dia5 Dia 8

Figura 2 — Gréfico da distribuicdo das col6nias isoladas das espécies identificadas ao longo do periodo de
indugdo no meio seletivo EMB

Tomando como base a classificagdo de Gram, as coldnias consideradas distintas
morfologicamente e o desaparecimento de Escherichia coli e Yersinia intermediata, pode-se
observar flutuacbes na composi¢do da microbiota ao longo da inducéo da colite ulcerativa.
Diversos trabalhos que fizeram uso de metodologias capazes de detectar de forma mais ampla
a diversidade da comunidade microbiana, exibiram diferencas entre pacientes com DIl e 0s

individuos controles (Kleessen et al. 2002, Seksik et al. 2003, Ott et al. 2004, Manichanh et
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al. 2006, Frank & Pace 2008). No entanto, visto que em cada estudo se observou perfis
diferentes entre as alteragdes e que estas representavam a microbiota de individuos diferentes,
nenhum organismo ou grupo especifico pode ser identificado como indutor da colite
ulcerativa e outras DIl. Uma das hipéteses existentes para explicar a patologia destas doencas
é que o rompimento da homeostase entre microbiota e sistema imune normal do hospedeiro é
uma consequéncia das alteragcbes no numero e composi¢cdo dos micro-organismos, nao
estando estas relacionadas ao efeito secundario do quadro inflamatério (Strober et al. 2007).

Existem ainda diversas evidéncias que apontam para a perda de barreiras epiteliais
que impedem o contato direto da microbiota com as células da mucosa, permitindo uma
interacdo excessiva do sistema imune associado ao tecido com 0S micro-organismos
residentes. Johansson et al. (2013) estudaram diferentes modelos de colite ulcerativa em
camundongos e em todos eles a camada de muco se apresentava deficiente. Além disso,
constataram que as bactérias intestinais eram necessdrias para que 0S animais
desenvolvessem a doenca. No caso do modelo utilizado no presente estudo, o efeito toxico
bem documentado do DSS as células epiteliais do célon e a camada de muco que as separa da
comunidade microbiana seria responsavel por aumentar a permeabilidade da mucosa do
cblon, permitindo a penetracdo das bactérias e induzindo a resposta imune exacerbada.
(Johansson et al. 2010, Dong et al. 2013).

Células T efetoras que respondem aos antigenos da microbiota comensal passam por
processo de selecdo semelhante aquele exibido para os antigenos préprios do organismo,
sofrendo anergia clonal ou delecdo. Células Ty3 supressoras também sdo estimuladas a
produzir fator de crescimento e transformacdo B (TGF-B) e outras citocinas supressoras,
mantendo a homeostasia. Ja as CEI, reconhecem 0s micro-organismos e outras substancias
pela expressdo de receptores tipo-Toll, que reconhecem padrées moleculares e, em condi¢fes

apropriadas, reagem a estes organismos com a producéo de citocinas e outros compostos com
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propriedades anti-inflamatérias. Mudancgas capazes de alterar este equilibrio sdo possiveis
causas da inflamag&o observada na mucosa nas DIl, envolvendo diversos mecanismos do
sistema imune. Estas doencas sdo quase sempre mediadas pelo excesso de duas possiveis
vias: ou uma resposta Tyl, com consequente aumento na secrecdo de IL-12, interferon- vy
(IFN-y) e/ou fator de necrose tumoral (TNF); ou uma resposta Ty2 com aumento da producao
de IL-4, IL-5 e/ou IL-13. O padréo de resposta da colite ulcerativa parece ser mediado pelas
celulas T2, visto que além das citocinas mencionadas, existe uma grande producgdo de auto-
anticorpos, como antitropomiosina e anticorpo citoplasmatico anti-neutréfilo, que responde
diretamente a antigenos bacterianos de Bacteroides caccae e E. coli (Bouma & Strober 2003,
Sasaki & Klapproth 2012).

Nos modelos experimentais de colite, a inflamacdo pode também ser consequéncia de
defeitos nas células T regulatdrias (Tres), Visto que animais incapazes de produzir estas
células ou citocinas regulatérias, como IL-10 ou TGF-B, desenvolvem colite ulcerativa
(Bouma & Strober 2003). Dharmani et al. (2011) identificaram um aumento de 70-80 vezes
nos niveis de TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria produzida por monécitos, macréfagos e
células T. O TNF-a poderia atuar sobre as células epiteliais, desencadeando a rede de
citocinas envolvidas na doenca. Observou-se também aumento na expressdo de receptores do
tipo-Toll, que contribui para a resposta exacerbada. Houve diminuicdo significativa na
producdo de citocinas regulatérias como IL-10 que leva a uma resposta mais agressiva dos
macrofagos, e diminuicdo de TGF- B que regula a ativacdo das células Tyl, T2 e Tyl7. A
ativacdo de células T regulatorias, incluindo Trec € Tw3 (secretoras de TGF-B e 1L-10) é
outro fator contribuindo na manifestacéo da patologia.

Neste trabalho foi possivel observar a ocorréncia de mudancas na estrutura da
microbiota associada a mucosa de um camundongo induzido a desenvolver colite ulcerativa

pela administracdo de DSS. Estas oscilagbes ocorreram tanto em numero quando em
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diversidade, e estdo diretamente envolvidas nos mdultiplos fatores que atuam na manifestacéo
da doenca. Muitos autores especulam se a dishiose atua como causa ou consequéncia do
processo inflamatorio exibido, e estudos que acompanhem o desenvolvimento temporal da
patologia podem ser extremamente esclarecedores neste sentido. Para tanto, o uso de técnicas
de identificagdo mais sensiveis e abrangentes com um ndmero amostral maior, que possam
incluir, também, a populacdo anaerdbica predominante da regido traria mais clareza sobre a

participagdo da microbiota gastrointestinal no desenvolvimento da colite ulcerativa.
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