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RESUMO 

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doença caracterizada por episódios recorrentes 

de inflamação que atinge predominantemente a mucosa do cólon e que ainda não 

possui etiologia e patogênese bem definidas. Fatores genéticos, ambientais, dietéticos 

e a inflamação crônica contribuem para sua fisiopatologia. Vários estudos já 

identificaram a presença da disbiose na RCU, por isso, o uso de probióticos surge 

como uma alternativa terapêutica, pois estes podem apresentar potencial anti-

inflamatório e de recomposição da microbiota. Neste trabalho, foram avaliados os 

efeitos da administração do probiótico Enterococcus faecium M7AN10, isolado do leite 

de búfala, em modelo animal de retocolite ulcerativa induzida pela administração oral 

de 1,5% DSS (Dextran Sulfato de Sódio). O DSS foi administrado em água de beber 

por 7 dias. Os camundongos machos C57BL/6 receberam 3,5 x 108 UFC/mL de E. 

faecium M7AN10, por gavagem, durante 11 dias, 1 vez ao dia, antes e durante a 

indução da RCU. Durante o protocolo os animais foram avaliados e o índice de 

atividade da doença (IAD) foi atribuído. Após a eutanásia, o intestino, o soro e as fezes 

foram coletados. A administração da cepa probiótica E. faecium M7AN10 mostrou 

atenuar o IAD da RCU, nos dias 8 (p=0,0018) e 11 (p=0,0239), e promoveu uma 

redução no conteúdo de água nas fezes. Além disso, E. faecium M7AN10 foi capaz 

de reduzir a perda de produção de muco (p=0,041), os danos na mucosa e a 

inflamação no cólon, avaliados tanto por análise histológica (p=0,0058), quanto por 

análise da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) (p=0,0012). O tratamento 

probiótico reduziu os níveis colônicos de TNF-α (p=0,0139) e aumentou os níveis de 

IL-17A (p=0,0405), mas não alterou significativamente os níveis de IL-6 e IL-1β. Com 

base nos resultados, pode-se concluir que a cepa de E. faecium M7AN10 apresentou 

um efeito benéfico para os animais com RCU induzida por 1,5% DSS. Estudos 

adicionais são necessários para demonstrar se a suplementação promoveu alteração 

na composição da microbiota dos animais. 

 

Palavras-chave: Retocolite ulcerativa. DSS. Probiótico. Microbiota. 
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ABSTRACT 

Ulcerative colitis (UC) is a disease characterized by recurrent episodes of inflammation 

that predominantly affects colonic mucosa. The disease still lacks well-defined etiology 

and pathogenesis. Genetic, environmental, dietary factors, and chronic inflammation 

contribute to its pathophysiology. Several studies have already identified the presence 

of dysbiosis in UC, therefore, the use of probiotics appears as a therapeutic alternative, 

as they may have anti-inflammatory potential and contribute to microbiota restoration. 

In this study, the effects of Enterococcus faecium M7AN10 probiotic administration, 

isolated from buffalo milk, were evaluated in an animal model of UC induced by oral 

administration of 1.5% DSS (Dextran Sulfate Sodium). DSS was administered in 

drinking water for 7 days. Male C57BL/6 mice received 3.5 x 108 CFU/mL of E. faecium 

M7AN10 by gavage for 11 days, once a day, before and during UC induction. 

Throughout the protocol, the animals were evaluated, and the Disease Activity Index 

(DAI) was assigned. After euthanasia, the intestine, serum, and feces were collected. 

The administration of the probiotic strain E. faecium M7AN10 was shown to attenuate 

the DAI, in days 8 (p=0,0018) and 11 (p=0,0239) of UC and promote a reduction in 

fecal water content. Moreover, E. faecium M7AN10 reduced mucin production loss, 

mucosal damage, and inflammation in the colon, both through histological analysis 

(p=0,0058) and myeloperoxidase (MPO) enzyme activity analysis (p=0,0012). 

Probiotic treatment reduced colonic levels of TNF-α (p=0,0139) and increased IL-17A 

levels (p=0,0405), but did not significantly alter IL-6 and IL-1β levels. Based on these 

results, it can be concluded that the E. faecium M7AN10 strain had a beneficial effect 

on animals with DSS-induced UC at 1.5%. Additional studies are needed to 

demonstrate whether supplementation induced changes in the animals' microbiota 

composition. 

 

Keywords: Ulcerative colitis. DSS. Probiotics. Microbiota. 
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1 INTRODUÇÃO 

O trato gastrointestinal (TGI) está em contato constante com microrganismos e 

toxinas que podem causar doenças, tendo a complexa tarefa de identificar quais são 

prejudiciais à saúde. Para isso possui múltiplos mecanismos de defesa para evitar 

uma hiper-reatividade imunológica e uma alteração da permeabilidade intestinal 

(BISCHOFF et al., 2014). 

Quando há algum distúrbio desta homeostase, algumas doenças podem se 

desenvolver, como é o caso das doenças inflamatórias intestinais (DII). A retocolite 

ulcerativa (RCU) é uma DII, que não possui etiologia e patogênese ainda bem 

definidas, porém já se sabe que a inflamação crônica e a disbiose são fatores 

presentes, havendo também uma predisposição genética envolvida. Além disso, 

fatores ambientais e hábitos de vida podem favorecer seu surgimento (MATIJAŠIC´ et 

al., 2016). 

Estudos recentes vêm elucidando a importância da microbiota para a 

fisiopatologia dessas doenças, demonstrando uma correlação significativa entre a 

disbiose e o desenvolvimento de DII (KESHTELI et al., 2019; MENTELLA et al., 2020; 

NI et al., 2017; NIU et al., 2022; SEISHIMA et al., 2019; TONG et al., 2021). Assim, o 

uso de probióticos como uma alternativa terapêutica está sendo proposto, já que estes 

podem apresentar potencial anti-inflamatório e capacidade de recompor a microbiota 

(CELIBERTO et al., 2017; KIM et al., 2019; WIEËRS et al., 2020). 

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da administração de um probiótico 

em modelo animal de retocolite ulcerativa induzida a partir da administração oral de 

1,5% DSS (Dextran Sulfato de Sódio). A cepa de probiótico utilizada foi Enterococcus 

faecium M7AN10, descrita por (Kurtz, 2021a). Além de um artigo experimental 

demonstrando os efeitos do probiótico na colite ulcerativa, um artigo de revisão 

avaliando protocolos experimentais foi produzido.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Barreira intestinal 

As barreiras epiteliais conferem uma proteção mecânica contra agentes 

externos. A maior dessas barreiras está presente no TGI, separando o conteúdo do 

lúmen do meio interno do hospedeiro, com uma superfície de aproximadamente 

400m2. Apesar de esta imensa área ser importante para o TGI desempenhar suas 

funções de digestão, absorção e excreção de maneira otimizada, esta superfície 

também fica sujeita ao contato com patógenos e toxinas (PETERSON; ARTIS, 2014). 

O intestino tem a complexa tarefa de diferenciar antígenos potencialmente 

prejudiciais à saúde e antígenos que fazem parte da microbiota comensal ou de 

alimentos, os quais não devem causar reação imunológica em homeostase. Para isso, 

a barreira intestinal é composta de diversos componentes que mantêm esse equilíbrio, 

entre eles elementos mecânicos, como o muco e camada epitelial; elementos 

humorais, como defensinas e imunoglobulina A (IgA); e elementos imunológicos, 

como células da imunidade inata e adaptativa (BISCHOFF et al., 2014). 

A permeabilidade intestinal depende dessas características e, em estado de 

homeostase intestinal, não ocorre a entrada de patógenos, pois uma microbiota 

estável e a camada de muco evitam que bactérias patogênicas entrem em contato 

com o epitélio intestinal (BISCHOFF et al., 2014; TAKIISHI et al., 2017). 

Muitos fatores podem alterar a permeabilidade intestinal, como modificações 

na microbiota intestinal, na camada de muco, na dieta e dano epitelial, resultando na 

movimentação do conteúdo luminal para as camadas internas da parede intestinal 

(BISCHOFF et al., 2014). Essa modificação tem sido associada ao desenvolvimento 

de doenças inflamatórias no trato gastrointestinal, como doença celíaca, as doenças 

inflamatórias intestinais e síndrome do intestino irritável, bem como condições 

extradigestivas, como esquizofrenia, diabetes e sepse (SALVO-ROMERO et al., 

2015). 

 

2.2. Doenças inflamatórias intestinais 

As DII consistem em uma inflamação crônica no intestino, resultando em 

destruição da mucosa e alteração da arquitetura histológica. Apresentam períodos de 

crise e remissão imprevisíveis e origem multifatorial, sendo que a etiologia e a 

patogênese ainda não estão bem estabelecidas. Acredita-se que a associação de 
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fatores genéticos, ambientais, inflamatórios e disbiose possam ser componentes 

importantes para o desenvolvimento dessas doenças (Figura 1) (MATIJAŠIC´ et al., 

2016). 

As DII podem ser divididas em dois fenótipos clínicos: doença de Crohn (DC) e 

a retocolite ulcerativa (RCU), as quais se diferenciam em alguns aspectos nos 

sintomas apresentados e na fisiopatologia. A DC pode afetar toda a extensão do tubo 

digestório, promovendo uma inflamação transmural, enquanto a RCU afeta 

principalmente a mucosa colônica. A intensidade dos sintomas - para ambas – pode 

variar de leve a severa (KUCHARZIK et al., 2020; BERNSTEIN et al., 2015). 

A inflamação crônica das DII, se não tratada ou tratada inadequadamente, pode 

resultar em danos intestinais contínuos, prejudicando a barreira epitelial. Com isso há 

risco aumentado de hospitalizações, cirurgias e de câncer colorretal. Ademais, a 

doença pode promover manifestações extraintestinais, como artrite, psoríase, 

pancreatite, entre outras (DU; HA, 2020; YU; RODRIGUEZ, 2017). 

Para evitar possíveis complicações, o ideal é que se tenha um diagnóstico 

precoce, que pode favorecer a qualidade de vida do paciente. O diagnóstico das DII é 

feito com base nos sintomas clínicos, podendo ser realizados exames de imagem e 

laboratoriais para confirmar a doença. Entretanto, os sintomas inespecíficos dificultam 

o diagnóstico e até mesmo a classificação em DC ou RCU. Sendo assim, ressalta-se 

que o conhecimento da fisiopatologia destas pode facilitar esse processo (YU; 

RODRIGUEZ, 2017). 

Nas últimas décadas houve um aumento mundial nos índices das DII, fato que 

pode ser demonstrado pelo aumento da incidência das DII em locais que antes tinham 

poucos casos documentados, como na África, América do Sul e Ásia. Esta mudança 

epidemiológica pode estar associada ao crescimento da industrialização, urbanização 

e da presença de alimentos ultraprocessados na dieta de países emergentes. Esta 

alteração alimentar influencia diretamente a qualidade da microbiota intestinal, fator 

importante na patogênese das DII (DU; HA, 2020; NG et al., 2017). 

 Há poucos dados brasileiros sobre a epidemiologia das DII, já que estas 

doenças não são de notificação compulsória. Portanto, os dados do perfil das DII são 

provenientes, principalmente, de estudos epidemiológicos (QUARESMA et al., 2019). 

O estudo de Gasparini et al. (2018), incluiu 22.638 pacientes do estado de São Paulo, 

sendo que 53,8% deles possuía a RCU e o restante (46,2%), a DC. Nesse estudo, a 
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incidência de DII foi de 13,3 novos casos/100.000 habitantes por ano, enquanto a 

prevalência foi de 52,6 casos/100.000 habitantes. Além disso, percebeu-se a 

predominância em pacientes acima de 40 anos, com média de 45,5 anos e maior 

ocorrência no sexo feminino (59,7%). 

 

Figura 1- Características das doenças inflamatórias intestinais

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. As doenças inflamatórias intestinais apresentam dois principais 

fenótipos: a doença de Crohn, que corresponde a 46,2% dos casos das DII, no Brasil, e pode afetar 

todo trato gastrointestinal, apresentando lesões descontínuas e inflamação transmural; e a retocolite 

ulcerativa, que representa 53,8% dos casos brasileiros de DII. Na RCU, a inflamação se limita à mucosa 

do intestino grosso e as lesões são contínuas e progressivas. Os sintomas para ambas as doenças são 

diarreia/constipação, sangue nas fezes e perda de peso, os quais ocorrem, normalmente, em períodos 

de crise e remissão. Fatores como dieta, disbiose, ambientais e genéticos favorecem o 

desenvolvimento das DII, nas quais há aumento de infiltrado inflamatório na mucosa intestinal, redução 

da produção de muco, aumento da permeabilidade intestinal e alteração estrutural da mucosa intestinal. 

 

2.3. Retocolite Ulcerativa 

O intestino grosso, o órgão afetado pela retocolite ulcerativa, realiza a absorção 

de nutrientes, principalmente eletrólitos e água, e a formação das fezes. Ele pode ser 

dividido anatômica e fisiologicamente em ceco, cólon, reto e ânus e é revestido por 

uma camada simples de células epiteliais, composta por enterócitos, que realizam a 
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absorção; células caliciformes, que produzem muco; células enteroendócrinas, que 

secretam hormônios locais; e células imunológicas (GARTNER, 2022). 

 Estas características e funções fisiológicas são alteradas quando há o aumento 

da permeabilidade intestinal resultante da redução da função das proteínas de junção 

oclusiva, o que torna a conexão entre as células epiteliais fraca e falha. Isso permite 

contato do conteúdo luminal com as camadas teciduais adjacentes ao epitélio, o que, 

por sua vez, pode causar infecções e propagar a inflamação (MIEHLKE et al., 2019). 

As lesões colíticas são contínuas e normalmente restritas à mucosa. 

Comumente, a RCU se inicia no reto e se difunde para as porções mais proximais do 

órgão, de acordo com a evolução da doença, havendo alterações na arquitetura das 

criptas. Destas alterações teciduais procedem os sinais e sintomas, como diarreia com 

sangue, dor abdominal, urgência fecal e tenesmo. Como consequência, a qualidade 

de vida fica prejudicada, uma vez que pacientes com RCU não tratada apresentam 

deficiência nutricional - devido à perda de funcionalidade intestinal (MIEHLKE et al., 

2019; KAENKUMCHORN; WAHBEH, 2020). 

 

2.4. Fisiopatologia da colite ulcerativa 

Apesar de a fisiopatologia da RCU ainda ser obscura, sabe-se que há a 

participação de fatores genéticos, ambientais, disbiose e um desequilíbrio 

imunológico. Já há descrição de vários genes envolvidos na patogênese das DII, 

sendo que há polimorfismos específicos para RCU, outros específicos à DC, além de 

polimorfismos associados tanto com a RCU quanto com a DC. A diversidade de 

polimorfismos envolvidos indica que a DII é um processo poligênico (FLYNN; 

EISENSTEIN, 2019). 

Além dos fatores genéticos, os ambientais, como a dieta, a exposição a 

poluentes e hábitos de vida também influenciam na patogênese. Isso foi demonstrado 

por Pedersen et al. (2017), em que a retirada de alimentos fermentáveis da dieta, 

provocou a melhora dos sintomas intestinais, evidenciando a influência que a 

qualidade da dieta pode exercer nas DII (PEDERSEN et al., 2017). 

 Na RCU observa-se dano epitelial, com produção anormal de muco e reparo 

defeituoso; expansão da inflamação; aumento do infiltrado de células T, células B, 

macrófagos, células dendríticas e neutrófilos na lâmina própria; e falha na regulação 

imune para controlar a resposta inflamatória. As células da lâmina própria ativadas 
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produzem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias no tecido local, incluindo TNF, IL-

1β, IFN-γ, além de enzimas proteolíticas e espécies reativas de oxigênio (GUAN, 

2019). 

Os neutrófilos, como componentes da imunidade inata, são recrutados para o 

tecido lesionado, onde estimulam o recrutamento de outras células imunes, que 

realizam a fagocitose de microrganismos além de liberar conteúdo intracelular com 

função antimicrobiana. As espécies reativas de oxigênio (EROS) são um produto 

dessas atividades protetivas, sendo que a enzima mieloperoxidase (MPO) é uma 

participante importante nesse processo de geração de EROS (CHAMI et al., 2018). 

A MPO é uma enzima lisossomal, liberada pelos fagócitos - neutrófilos, 

monócitos e macrófagos -, através dos grânulos primários, tanto na circulação 

sistêmica quanto nos tecidos. Esta peroxidase catalisa a conversão de íons haleto em 

peróxido de hidrogênio (H2O2), contribuindo para o estresse oxidativo local. Sua 

expressão não é uniforme em todo o intestino grosso, sendo que esta variação se 

relaciona com a presença de inflamação. Portanto, a MPO pode ser utilizada como 

um marcador para a inflamação aguda, já que o aumento da concentração de MPO 

local corresponde ao aumento da presença de neutrófilos no tecido e, 

consequentemente, confirma a presença de inflamação (DAI et al., 2018; MANCINI et 

al., 2017). 

Os linfócitos T auxiliares (CD4+) são células da imunidade adaptativa, que 

realizam ativação e recrutamento de outras células imunes, a defesa imune celular e 

produzem citocinas. As células T intestinais não ativadas podem se diferenciar em 

célula T regulatória (Treg) ou célula T auxiliar (Thelper, Th), de acordo com o estímulo 

recebido (YAN et al., 2020). As células Treg desempenham um papel imunomodulador 

negativo, ao suprimirem as respostas imunes anormais contra a microbiota comensal 

ou antígenos dietéticos, através da produção das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e 

TGF-β, além do bloqueio da ativação e da ação de células T efetoras que escaparam 

de outros mecanismos de tolerância. Já as células Th, que podem ser subdivididas 

em Th1, Th2 e Th17, caracterizam-se pela produção de diferentes citocinas, com 

diferentes funções. Na homeostase intestinal há um equilíbrio entre células Th/Treg, 

o que garante que haja reação imunológica quando necessário, mas que seja um 

processo controlado, evitando sua propagação (HOOPER; MACPHERSON, 2010; 

YAN et al., 2020). 
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Enquanto a função das células Th1 relaciona-se com infecção por bactérias 

intracelulares e protozoários, as células Th2 estão envolvidas na imunidade a 

helmintos e parasitas. As células Th17, por sua vez, estão ligadas às respostas dos 

neutrófilos e também são induzidas no contexto do reconhecimento de células 

apoptóticas infectadas (LEPPKES; NEURATH, 2020). Considerando esses fenótipos, 

frequentemente relaciona-se a RCU com maior presença de Th2, e a DC, com Th1. 

No entanto, com novos estudos, percebeu-se que há também uma participação 

significativa de Th17 e de suas citocinas na mucosa de pacientes com DII (ZHAO et 

al., 2021). 

As citocinas, liberadas por vários tipos celulares, funcionam como moléculas 

de sinalização celular que conduzem à inflamação e à patogênese da RCU, por meio 

da produção de mediadores e da ativação de vias inflamatórias. Como consequência, 

as citocinas são diretamente responsáveis pela lesão epitelial, defeito da barreira 

intestinal e dano tecidual (TATIYA-APHIRADEE et al., 2018). 

O fator de necrose tumoral-α (TNF-α), produzido por macrófagos, células 

dendríticas, células T, adipócitos e fibroblastos, pode exercer várias funções pró-

inflamatórias na colite. Além de ser capaz de induzir a hipervascularização e 

angiogênese, altera a integridade da barreira epitelial intestinal ao aumentar a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e células T; promove a 

apoptose de células epiteliais intestinais e células de Paneth; promove a destruição 

tecidual; estimula a produção de proteínas de fase aguda e impulsiona a resistência 

das células T à apoptose (ELHAG et al., 2022; FRIEDRICH et al., 2019; NEURATH, 

2014).  

A interleucina 1 beta (IL-1β), membro da família de citocinas da interleucina 1, 

possui função pró-inflamatória e é produzida principalmente por macrófagos ativados 

(COCCIA et al., 2012; ZHAO et al., 2021). Desempenha papel importante na 

propagação da resposta inflamatória nas DII, sendo que um aumento de IL-1β está 

associado ao aumento da gravidade da doença (LIGUMSKY et al., 1990). Porém, o 

bloqueio da IL-1β não melhora os sintomas da RCU (WU et al., 2022), o que mostra 

que seus efeitos são decorrentes da ação conjunta com outros mediadores, como IL-

6 e TNF-α (MAO et al., 2018). 

O receptor 1 da IL-1 (IL-1R1) é expresso por diferentes células, como células 

epiteliais, células endoteliais e leucócitos, podendo induzir neutrofilia e promover a 
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migração de neutrófilos; e ativação, diferenciação e a sobrevivência das células T 

(COCCIA et al., 2012; ZHAO et al., 2021). Ademais, é capaz de aumentar a 

permeabilidade das junções oclusivas intestinais, o que pode resultar em uma 

penetração de bactérias intestinais do lúmen para a lâmina própria (RAWAT et al., 

2020). 

A interleucina 6 (IL-6), em uma de suas amplas funções, medeia a comunicação 

entre células imunes e entre células epiteliais intestinais e a microbiota intestinal, com 

isso, participa da manutenção da homeostase intestinal e da integridade da mucosa 

(GUO et al., 2021). Além disso, em processo inflamatório, é conhecida por agravá-lo, 

ao estimular a proliferação e diferenciação de linfócitos e ao recrutar e ativar 

macrófagos na mucosa intestinal, os quais secretam altas concentrações de 

moléculas inflamatórias (GUO et al., 2021; LOPETUSO et al., 2020). 

As células Th17 são mais abundantes nas superfícies mucosas, principalmente 

na lâmina própria intestinal, e podem secretar mediadores químicos, como IL-17A, IL-

17F, IL-21, IL-22 e IL-26. Em condições fisiológicas, estas células possuem funções 

protetivas, como resistir à infecção por bactérias e fungos patogênicos; mediar a 

proliferação e maturação de linfócitos, macrófagos e neutrófilos; promover a 

neutrofilia, estimular a remodelação/reparação de tecidos; e produção de peptídeos 

antimicrobianos, como as defensinas (JIANG et al., 2014; MONTELEONE et al., 2012; 

TRONCONE et al., 2013). 

A ausência de bactérias luminais e o tratamento com antibióticos reduz a 

presença de células Th17 na lâmina própria, evidenciando que a microbiota é um fator 

importante para a indução destas células (TANABE, 2013; TRONCONE et al., 2013; 

YAN et al., 2020). A função da IL-17A nas DII ainda é controversa, pois estudos 

mostram efeitos positivos, como a melhora da barreira intestinal e o aumento da 

susceptibilidade a infecções, quando ausente; e efeitos negativos, como o aumento 

da inflamação e da pontuação do Índice de Atividade da Doença (IAD). Além disso, 

um aumento na mucosa e no soro de IL-17A de pacientes com DII já foi relatado 

(CHUNG et al., 2021; JIANG et al., 2014; LUCACIU et al., 2021; TANABE, 2013; 

TRONCONE et al., 2013). 
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2.5. Tratamento 

Os tratamentos não biológicos mais utilizados nas DII, envolvem as classes dos 

anti-inflamatórios, como os aminossalicilatos, dos imunossupressores, como as 

tiopurinas, dos glicocorticóides e dos antibióticos. Estas opções requerem uso por 

longos períodos e, ainda, podem não atingir os efeitos desejados (NA; MOON et al., 

2019; TATIYA-APHIRADEE et al., 2018). 

Estas opções terapêuticas visam induzir e manter o paciente em remissão, 

proporcionando uma melhora dos sintomas. Porém, não são capazes de modificar ou 

reverter o curso geral da doença. Por este motivo, novas alternativas de tratamento 

são requeridas. O uso de probióticos, prebióticos, transplante de microbiota fecal, 

transplante de célula tronco mesenquimal e adequação da dieta são algumas das 

recentes opções para o tratamento coadjuvante da colite (PITHADIA; JAIN, 2011). 

 

2.6. Microbiota 

A microbiota intestinal corresponde a um grupo de microrganismos - bactérias, 

fungos, vírus e protozoários - que convivem em simbiose com o hospedeiro. Apresenta 

diversidade na qualidade e na quantidade de sua composição interindividual, já que 

fatores externos, como alimentação, sedentarismo e utilização de medicação 

contínua; e fatores intrínsecos, como idade, estresse e susceptibilidade genética, 

influenciam diretamente no seu arranjo (LEE; CHANG, 2021). 

Estima-se que trilhões de microrganismos compõem a microbiota intestinal, 

havendo cerca 500 a 1000 espécies diferentes, e essa composição é dinâmica, 

variando até mesmo entre diferentes porções do TGI e em diferentes períodos de vida 

(WIEËRS et al., 2020). Apesar da alta variedade de espécies, há 4 filos mais presentes 

em um adulto saudável: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria, 

sendo que os dois primeiros representam cerca de 90% da microbiota (GLASSNER 

et al., 2020; LEE; CHANG, 2021; MENTELLA et al., 2020; NISHIDA et al., 2018). 

A microbiota exerce um papel importante na saúde dos indivíduos, já que 

desempenha funções imunológicas e nutricionais, podendo influenciar, também, em 

traços neurocomportamentais. Participa da maturação do sistema imunológico, 

modula a diferenciação das células T, regula o equilíbrio entre células Th1, Th2 e Th17 

e Treg e reforça a homeostase da barreira intestinal (NISHIDA et al., 2018; VALDES 

et al., 2018). 
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Ainda em relação à defesa imunológica, quando não há presença de doença, 

os microrganismos comensais impedem a infecção por microrganismos patogênicos. 

Esta proteção se dá por ativação de respostas imunológicas celulares e químicas e 

por competitividade, uma vez que as bactérias comensais competem por nutrientes e 

secretam substâncias inibitórias aos patógenos (Figura 2) (NISHIDA et al., 2018). 

 

Figura 2 - Influência da microbiota na barreira intestinal 

 
Fonte: Di Tommaso et al. (2021). A microbiota intestinal participa da imunidade ao competir por espaço 

e nutrientes contra as bactérias patogênicas, impedindo que estas habitem o intestino. Além disso, 

esses microrganismos comensais secretam metabólitos, como os SCFAs e PSA, modulando a 

atividade das células imunes. Os SCFAs, resultado do metabolismo das fibras alimentares, podem 

estimular a produção de muco, reduzir a produção de citocinas inflamatórias pelos neutrófilos e 

macrófagos e reforçar a barreira epitelial intestinal, ao modular as junções oclusivas. O PSA 

desempenha um papel anti-inflamatório ao estimular a diferenciação das células T em células T 

regulatórias, as quais secretam IL-10. A imunoglobulina A, secretada por plasmócitos que foram 

induzidos nas placas de Peyer, regula as respostas inflamatórias contra bactérias comensais, evitando 

a disbiose. Os AMPs são secretados pelas células de Paneth e atuam contra microrganismos 

patogênicos. SCFAs: ácidos graxos de cadeia curta; M-Cell: Células M; PSA: Polissacarídeo A; AMPs: 

peptídeos antimicrobianos; sIgA: IgA. 

 

Considerando-se o papel nutricional, este comensalismo fornece ao hospedeiro 

energia e nutrientes, aprimorando a eficiência digestiva. Isso é feito através da quebra 
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de polissacarídeos - as chamadas fibras - pelas bactérias, os quais não são digeridos 

por enzimas humanas. Assim, sem a quebra destes polímeros em monômeros, não é 

possível sua absorção pelos enterócitos, portanto, esse substrato é utilizado pelas 

bactérias intestinais para a fermentação anaeróbia (CRONIN et al., 2021; 

HOLSCHER, 2017; HOOPER; MACPHERSON, 2010). 

Através da fermentação anaeróbia, Firmicutes e Bacteroidetes, juntamente 

com bactérias fermentadoras, como Bifidobacterium, são capazes de utilizar estes 

polímeros, gerando ácidos graxos de cadeia curta (SCFA, do inglês “short-chain fatty 

acids”). Os principais produtos desta reação são o acetato (C2), o propionato (C3) e o 

butirato (C4) (VALDES et al., 2018). Os SCFAs, especialmente butirato e propionato, 

provavelmente adentram as células do epitélio colônico por difusão passiva, sendo 

utilizados como fonte de energia, estimulando a atividade proliferativa e atuando na 

regulação da homeostase imunológica do intestino (LEE; CHANG, 2021; VENEGAS 

et al., 2019). 

Logo, a microbiota é um componente significativo para a saúde intestinal, de 

modo que suas alterações fazem parte do desenvolvimento de diversas doenças, 

como metabólicas, cardiovasculares, intestinais e alérgicas. 

 

2.7. Disbiose e doenças inflamatórias intestinais 

A disbiose intestinal refere-se a alterações na composição e na função da 

microbiota intestinal. Estas mudanças provocam efeitos nocivos na saúde do 

hospedeiro, já que transformações qualitativas e quantitativas da microbiota resultam 

em mudanças nas atividades metabólicas e na distribuição local dos microrganismos 

(YOO et al., 2020). 

Um desequilíbrio na sua composição corresponde à redução de 

microrganismos benéficos e aumento de microrganismos patogênicos, os quais 

produzem e secretam toxinas. Com isso, a camada de muco e a mucosa intestinal 

ficam danificadas, o que aumenta a permeabilidade intestinal, facilitando o acesso de 

patógenos às células epiteliais e ao tecido da mucosa. Isso provoca um desequilíbrio 

do eixo Treg/Th e um aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias e, portanto, 

se desenvolve uma forte resposta inflamatória no hospedeiro (MATIJAŠIC´ et al., 

2016). 
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Deste modo, a disbiose pode desregular as respostas imunes do intestino, 

causando inflamação, estresse oxidativo e até mesmo resistência à insulina. Com o 

tempo, a disbiose crônica e a translocação de bactérias - e seus produtos metabólicos 

- podem aumentar a prevalência de Diabetes Mellitus tipo 2, doenças 

cardiovasculares, doenças inflamatórias intestinais, doenças autoimunes e uma 

variedade de cânceres (YOO et al., 2020). 

A disbiose também está presente na patogênese da RCU, levando ou 

agravando a doença. Apesar de ainda não haver uma determinação exata das 

bactérias que contribuem para a colite, resultados de estudos destinados a 

caracterizar a microbiota das DII indicam uma diminuição generalizada da 

biodiversidade. Percebe-se o aumento de Proteobactérias, incluindo Escherichia coli 

e Shigella sp.; e a redução do filo Firmicutes, como a espécie F. prausnitzii e 

Bacteroidetes, e dos gêneros Lactobacillus e Eubacterium (KESHTELI et al., 2019 

MENTELLA et al., 2020; NI et al., 2017; NIU et al., 2022; SEISHIMA et al., 2019; TONG 

et al., 2021).  

Portanto, alterações na microbiota têm um papel determinante no 

desenvolvimento da doença. Já os fatores genéticos predispõem os indivíduos, e os 

fatores ambientais podem influenciar a ocorrência ou não da DII (MENTELLA et al., 

2020). Assim, abordagens terapêuticas como uma intervenção dietética de longo 

prazo, o uso de probióticos e prebióticos, podem restaurar esse fator importante para 

a saúde intestinal (MATIJAŠIC´ et. al, 2016). 

 

2.8. Probióticos 

Devido à correlação entre a qualidade da microbiota e o desenvolvimento de 

DII, o uso de probióticos tem sido o foco de muitas publicações, que buscam 

evidenciar os efeitos do tratamento, o mecanismo de ação e diferentes espécies 

benéficas. A definição atual de probiótico considera que microrganismos devem ser 

ingeridos em quantidade suficiente para ter um efeito positivo na saúde e que não se 

limitem aos efeitos nutricionais, impactando a microbiota residente, células do epitélio 

intestinal e o sistema imunológico (WIEËRS et al., 2020). 

A prevenção da constipação, da diarreia associada a antibióticos, melhora do 

sistema imunológico, restauração do epitélio intestinal e a modulação da produção de 

substâncias envolvidas na proliferação e maturação celular, como os SCFA, são 



24 
 

  
 

alguns exemplos da consequência da utilização dos probióticos, podendo haver 

aplicabilidade para tratar e prevenir estes e outros distúrbios intestinais, como as DII 

(CELIBERTO et al., 2017; KIM et al., 2019). 

 

2.9. Cepa probiótica Enterococcus faecium M7AN10 

O gênero Enterococcus é caracterizado por ser Gram-positivo, catalase-

negativo, não formador de esporos e anaeróbio facultativo e faz parte do filo 

Firmicutes. São bactérias que estão presentes em produtos alimentícios, como no 

queijo, peixes, carne suína e ultraprocessados - como nas salsichas; no ambiente, 

como no solo, plantas, água tratada e não tratada; e no TGI humano, desempenhando 

uma relação simbiótica (HOLZAPFEL et al., 2018; RAMOS et al., 2020). 

Essas bactérias comensais mostram efeitos positivos em várias condições 

gastrointestinais e sistêmicas. Já há mais de 50 espécies diferentes de Enterococcus 

descritas, das quais E. faecium e E. faecalis são as mais comuns no TGI (HOLZAPFEL 

et al., 2018). 

A cepa Enterococcus faecium M7AN10 foi isolada do leite de búfala e 

identificada pelo grupo de pesquisa da Dra. Profa. Amanda de Souza Motta, do setor 

de Microbiologia, do Instituto de Ciências Básicas da Saúde, da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul. Com base no estudo de Kurtz et al. (2021b) esta bactéria 

manteve a viabilidade celular após resfriamento, congelamento e liofilização, 

mantendo um número adequado de unidades formadoras de colônia, apresentou 

susceptibilidade a todos os antibióticos testados, apresentando somente o gene de 

resistência à eritromicina e não apresentou genes relacionados à virulência. A cepa 

ainda mostrou estabilidade quando exposta a sais biliares, fluidos gástricos e 

intestinais, foi capaz de aderir às células de linhagem celular Vero e mostrou eficiência 

no processo de microencapsulamento. 

Os atributos citados acima são importantes considerações quando se trata da 

formulação de um novo probiótico, já que, segundo Kurtz et al. (2021b) para a 

comercialização alguns produtos necessitam liofilização e refrigeração. Além disso, 

não podem apresentar características favoráveis ao desenvolvimento de alguma 

infecção, bem como necessitam sobreviver aos diferentes ambientes do TGI, 

mantendo-se viáveis até chegar ao seu alvo: o intestino. Além disso, a capacidade de 

aderência dos probióticos às células intestinais determina a sua competência de 
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colonização. Ainda, o microencapsulamento auxilia na manutenção da viabilidade dos 

probióticos frente às variações de temperatura e de pH, que são típicas do TGI. Tendo 

essas qualidades, o E. faecium M7AN10 apresenta-se como possível probiótico, 

sendo necessária a realização de testes in vivo para identificar seus efeitos.  

Apesar de o Enterococcus relacionar-se a infecções oportunistas, 

principalmente em situações de imunodepressão e internação hospitalar, muitos 

estudos já demonstraram que a administração de diferentes cepas de Enterococcus 

foi capaz de promover benefícios e reduzir os efeitos das doenças estudadas (ANANIA 

et al., 2021; HE et al., 2021; HOLZAPFEL et al., 2018; RAMOS et al., 2020; 

SCHAEFER; ENCK, 2019). 
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3 JUSTIFICATIVA 

A RCU resulta em sintomas gastrointestinais, incluindo dor, diarreia, fezes com 

muco ou sangue e ulceração e dano tecidual no colón. A microbiota intestinal 

desempenha um papel crucial no desencadeamento, manutenção e exacerbação das 

DII, sendo que os probióticos podem ajudar a reequilibrar a microbiota de maneira 

positiva. 

De forma geral, os estudos utilizam diversas cepas probióticas que 

demonstram capacidade em reduzir os escores endoscópicos e histológicos na RCU, 

mas existem poucos estudos que utilizam Enterococcus faecium como cepa probiótica 

em experimentos animais ou mesmo em estudos com pacientes com DII. Quando se 

buscam referências para Enterococcus faecium M7AN10 e RCU inexistem estudos na 

literatura. Dessa maneira, é importante avaliar qual o comportamento desta nova cepa 

com potencial probiótico na RCU. 

Justifica-se o estudo em questão, através do qual será possível verificar a ação 

do E. faecium M7AN10 no modelo experimental de RCU e assim obter informações 

que poderão contribuir como uma nova cepa probiótica para auxiliar no tratamento da 

RCU. 
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4 HIPÓTESE 

A administração oral de Enterococcus faecium M7AN10 é capaz de induzir 

melhora na atividade clínica, histológica e na microbiota intestinal, em modelo 

experimental de retocolite ulcertativa induzida por DSS. 
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5 OBJETIVOS 

5.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da administração de Enterococcus faecium M7AN10 em 

modelo experimental de retocolite ulcerativa (RCU). 

 

5.2. Objetivos específicos 

Nos grupos experimentais controle, controle com indução de RCU e animais 

induzidos a RCU com tratamento com probiótico: 

a) Avaliar as características clínicas dos animais e inferir o Índice de Atividade 

da Doença; 

b) Avaliar os parâmetros macroscópicos do cólon dos animais, incluindo o 

peso e o comprimento; 

c) Avaliar os parâmetros microscópicos em lâminas histológicas preparadas a 

partir do cólon de animais em coloração de HE para histopatologia e alcian 

blue para quantificação de mucinas; 

d)  Avaliar a presença de água nas fezes dos animais;  

e) Quantificar a atividade da enzima mieloperoxidase no cólon; 

f) Quantificar a citocina TNF-α no soro, através da técnica de ELISA; 

g) Avaliar os níveis de citocinas pró-inflamatórias no cólon dos animais, 

utilizando um ensaio multiplex; 

h) Avaliar a microbiota fecal, por sequenciamento de nova geração. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1. Preparo do probiótico 

A Profa. Amanda de Souza da Motta, do Departamento de Microbiologia, 

Imunologia e Parasitologia da UFRGS, integrante da equipe e colaboradora deste 

projeto, forneceu a suspensão do probiótico Enterococcus faecium M7AN10, isolado 

de leite bubalino. 

Os isolados foram cultivados em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) a 37ºC, 

por 24 h, e uma alíquota de 100 µL foi separada para contagem celular antes da 

administração aos animais. 

 Os cultivos foram centrifugados a 7.000 x g por 10 min para obtenção do 

precipitado de células, e foram feitas duas lavagens com PBS 1X (pH 7,0) para 

retirada de qualquer resquício do meio de cultura. A concentração administrada foi de 

aproximadamente 3,5 x 108 UFC/mL. 

O grupo de pesquisa da Profa. Amanda de Souza da Motta preparou as 

alíquotas de Enterococcus faecium M7AN10 para serem administradas ao grupo 

probiótico, as quais foram liofilizadas e congeladas a -80oC até o momento da 

administração. Antes da administração diária aos camundongos, as alíquotas foram 

descongeladas em geladeira (2 - 8oC). A ressuspensão das alíquotas foi feita somente 

antes da administração aos animais em 1mL de solução salina 0,9%. 

 

6.2. Procedimentos experimentais in vivo 

6.2.1. Animais 

Os camundongos C57BL/6 machos foram obtidos por intermédio da Unidade 

de Experimentação Animal (UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), 

sendo aprovado pela CEUA do HCPA (nº 2020-0419). Os animais entre 8-12 semanas 

passaram por um período de aclimatação de 15 dias antes do início dos 

procedimentos experimentais seguindo o protocolo da UEA. 

Foram alojados entre 2 e 3 camundongos por caixa, nas quais havia ração e 

água ad libitum e materiais de enriquecimento disponibilizados pela UEA, o qual conta 

com o fornecimento iglu/rolo de papel e papel toalha (itens fixos) + papel picado, 

algodão, papelão e corda (itens transitórios – trocados semanalmente). Os animais 

foram mantidos em ambiente climatizado (22°C ± 2ºC), com ciclo claro/escuro de 12 

horas e em condições padrão de umidade 40-60%. Fez-se necessário a utilização de 
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camundongos C57BL/6, porque essa linhagem é suscetível ao desenvolvimento da 

colite ulcerativa experimental através de indução por DSS. 

 

6.2.2. Grupos experimentais 

Os animais (N=26) foram divididos em 3 grupos: 

1) Controle (C): controle, com 6 animais. 

2) DSS (DSS): controle doente, grupo que recebeu DSS 1,5% na água de 

beber, com 10 animais. 

4) Probiótico (DSS+M7AN10): grupo que recebeu DSS 1,5% na água de 

beber e probiótico via gavagem, com 10 animais. 

  

6.2.3. Desenho experimental 

Do dia 0 ao dia 5 todos os camundongos receberam água destilada ad libitum. 

O grupo controle continuou recebendo água destilada até o final do experimento (dia 

12). Entre os dias 5 e 12 (7 dias), os grupos DSS e DSS+M7AN10 receberam 1,5% 

de dextran sulfato de sódio (DSS; peso molecular 36.000 - 50.000, MP Biomedicals, 

Solon, EUA) em água esterilizada, para induzir a retocolite. Os camundongos do grupo 

DSS+M7AN10 receberam 150 µL de E. faecium M7AN10 (3,5 x 108 UFC/mL) por 

gavagem, entre os dias 1 e 11, uma vez ao dia, proporcionando administração antes 

e durante o DSS (Figura 3). Todos os animais foram eutanasiados no dia 12, conforme 

descrito no item 6.2.8. 

 

6.2.4. Indução da colite ulcerativa 

A retocolite ulcerativa foi induzida nos animais do grupo DSS e DSS+M7AN10 

com a administração de Dextran Sulfato de Sódio (DSS, peso molecular 36.000 – 

50.000 Da; MP Biomedicals), a uma concentração de 1,5% m/v, por 7 dias 

consecutivos (do dia 5 ao dia 12 do protocolo experimental), na água de beber. A 

quantidade de água foi estipulada de acordo com a ingestão média diária por cada 

animal (5 mL) multiplicado pelo total de dias de administração (7 dias) e pelo número 

de animais (20 animais). Assim, a quantidade de DSS foi pesada de acordo com este 

volume de água calculado, resultando em uma solução com concentração de 1,5%. 

O DSS em pó foi diluído em água autoclavada um dia antes do início da sua 

administração, e armazenado em geladeira, durante o protocolo de indução da RCU. 
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A água com DSS, das caixas dos animais, foi trocada diariamente. O volume de água 

ingerido, por caixa foi medido, aproximadamente, de acordo com o volume de solução 

restante no falcon. Estes valores foram registrados em uma planilha, a fim de controle 

interno. O grupo controle recebeu somente água autoclavada. 

 

Figura 3 - Desenho experimental 

 
Fonte: elaborada pela autora. Os grupos DSS e DSS+M7AN10 receberam 1,5% DSS na água de beber 

do dia 5 ao dia 11. Somente o grupo DSS+M7AN10 recebeu probiótico, por meio de gavagem. Nos 

dias 5, 8, e 11 realizou-se o IAD. Nos dias 0 e 11 coletou-se fezes para o sequenciamento de microbiota. 

No último dia, coletou-se fezes para análise do conteúdo de água. Na eutanásia foram coletados soro, 

para dosagem de TNF-α, e o cólon para análise de citocinas, histopatologia e mieloperoxidase. 

 

6.2.5. Administração do probiótico 

O probiótico liofilizado foi ressuspendido somente antes da administração. 

Portanto, o preparo foi realizado diariamente. Administrou-se o probiótico por 

gavagem, utilizando agulha de gavagem para camundongos (de aço, cânula de 1,0 

mm de diâmetro com esfera de 1,7 mm e comprimento de 31 mm). A gavagem foi 

realizada por profissionais treinados, 1 vez por dia, por 11 dias (do dia 1 ao dia 11). O 

probiótico foi administrado em temperatura ambiente. 

Os animais do grupo DSS+M7AN10 receberam 150 µL, por dia, da suspensão 

de probiótico, a uma concentração de 3,5 x 108 UFC/mL. Os animais dos outros dois 

grupos não receberam gavagem. 
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6.2.6. Avaliação do índice de atividade da doença 

O índice de atividade da doença (IAD) foi analisado nos dias 5, 8 e 11 do 

protocolo representando o primeiro dia da administração de DSS (dia 5 do protocolo), 

a metade do protocolo de DSS (dia 8 do protocolo) e o último dia da indução do DSS 

(dia 11 do protocolo) (Figura 3). No IAD são analisados três parâmetros: perda de 

peso, consistência das fezes e presença de sangue nas fezes e/ou no ânus (Tabela 

1) (GONÇALVES et al., 2013). Para perda de peso foi atribuído um escore de 0 a 4, 

enquanto para consistência das fezes e presença de sangue nas fezes/ânus foi 

atribuída uma pontuação de 0, 2 ou 4, resultando na pontuação total do IAD de 0 (não 

afetado) a 12 (doença severa). Estes dados foram reunidos por grupo experimental e 

expressos em gráfico com a variação do IAD em relação aos dias de avaliação. 

 

Tabela 1 - Avaliação do Índice de Atividade da Doença 

Pontuação Perda de peso Consistência das fezes Sangue nas fezes/ânus 

0 Nenhuma Normal Ausente  

1 1% a 5%  - - 

2 5% a 10% Fezes moles Leve 

3 10% a 15% - - 

4 > de 15% Diarreia aquosa Bruto 

Fonte: GONÇALVES et al., 2013. 

 

6.2.7. Coleta de fezes 

A fim de analisar o conteúdo de água nas fezes dos animais, esta amostra foi 

coletada no dia 12 e pesada em balança analítica. As fezes foram armazenadas em 

recipiente aberto e que não absorvesse a água presente nas fezes, evitando 

interferência no resultado. Foram elaborados recipientes, para cada amostra, com 

papel alumínio, os quais foram fixados em uma bandeja de plástico (Figura 4). Assim, 

as amostras ficaram acondicionadas em recipiente adequado e que permitisse sua 

identificação. Após 3 dias, foram pesadas novamente e a diferença entre o peso seco 

e úmido compôs este dado. 
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Para a avaliação de metagenômica, fezes dos dias 0 e 11 foram coletadas. 

Após a coleta, foram armazenadas em microtubos estéreis, livres de DNAse e RNAse, 

a - 80oC até a realização da extração de DNA.  

 

Figura 4 - Recipiente de armazenamento das fezes para análise de conteúdo de água nas fezes 

 

Fonte: elaborada pela autora. Bandeja de plástico com os recipientes elaborados manualmente com 

papel alumínio. Abaixo de cada recipiente, há uma etiqueta (em rosa) identificando cada amostra. 

 

6.2.8. Eutanásia 

Os animais foram eutanasiados no dia 12 do protocolo por sobredose 

anestésica por isoflurano (isofluorano 5% vaporizado em 100% O2 0,5 L/min). A 

confirmação da morte se deu através da verificação de ausência de movimento 

respiratório, de batimentos cardíacos e pulsação, mucosas pálidas e perda do reflexo 

corneal. 

Não houve administração de analgésico do tipo anti-inflamatórios esteroidais 

ou não-esteroidais, pois poderia alterar a permeabilidade do colón (FELDER et al., 

2000; GUSLANDI, 2006; OSTERMAN; LICHTENSTEIN, 2016). Ademais, opioides 

também não puderam ser empregados, pois estes são capazes de resultar em 

constipação, influenciando na análise da consistência das fezes e da microbiota 

(MÜLLER-LISSNER et al., 2017; SZIGETHY et al., 2018; WANG et al., 2018). Assim 

evitou-se estes vieses neste trabalho. 

Para este procedimento, seguiu-se as normas propostas pela Resolução 

Normativa n°13 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
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(CONCEA) e pelas Diretrizes da Prática de Eutanásia do Comitê de Ética de Uso de 

Animais (CEUA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 

6.2.9. Coleta de soro 

O sangue foi coletado através da punção cardíaca dos animais após a 

sobredose de isoflurano. O sangue sedimentou por 20 a 30 min, em temperatura 

ambiente, e depois foi centrifugado a 1.000 x g, por 10 min, a 20-25ºC. Então, separou-

se o soro do conteúdo celular sanguíneo com uma micropipeta e transferiu-se para 

um microtubo, o qual foi armazenado a -80oC, até o momento da análise de citocinas. 

 

6.2.10. Análise da presença de água nas fezes 

Conforme descrito no item 6.2.4, as fezes coletadas foram armazenadas em 

recipiente que permitiu que a água presente no material biológico evaporasse. As 

fezes molhadas foram pesadas e, após três dias, foram pesadas novamente, a fim de 

analisar a diferença entre o peso molhado e seco das fezes. Assim, executou-se uma 

subtração entre os dois pesos para obter o valor de diferença (RAHMAN et al., 2015). 

 

6.2.11. Análise macroscópica dos intestinos 

No dia da eutanásia, o intestino grosso foi coletado do ceco ao reto. Realizou-

se a medida do comprimento e a pesagem do intestino. Logo após a coleta, o intestino 

foi disposto em superfície plana padronizada para todas as amostras ao lado de uma 

régua. O comprimento foi anotado em uma planilha e foi tirada uma foto do intestino, 

sua identificação e da régua. 

 Então, foram retirados o ceco e o ânus e o intestino foi limpo com solução salina 

0,9%, retirando o bolo fecal residual. Após a lavagem, o intestino foi pesado em uma 

balança analítica e o resultado foi anotado em uma planilha. 

 

6.2.12. Análise histológica dos intestinos 

Após a análise macroscópica, o intestino foi processado utilizando a técnica de 

swiss-roll, que permite a avaliação de todo o seu comprimento de forma longitudinal. 

O tecido foi cortado longitudinalmente e um pedaço da porção mais distal foi 

seccionada, de maneira transversal, sendo destinado para análise de atividade de 
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mieloperoxidase (descrita no item 6.2.10) e para a análise de citocinas (descrita no 

item 6.2.11). 

Em seguida o intestino foi enrolado e acondicionado em formalina tamponada 

10%. Após 48h, as amostras foram colocadas em cassetes histológicos, para o 

processamento e corte do tecido. As seções do cólon foram coradas com 

hematoxilina-eosina (H&E) e com alcian blue e foram analisadas em microscópio 

óptico. 

As lâminas com coloração de alcian blue foram preparadas a fim de quantificar 

a produção de mucina. Utilizando um microscópio óptico, foram capturadas fotos de 5 

campos, iniciando pela parte mais distal do órgão. Essas imagens foram analisadas 

pelo programa Image J, utilizando o plugin Color Deconvolution. Os resultados da área 

positiva a esta coloração formaram uma média para cada amostra, sendo este o valor 

utilizado na análise. 

As amostras com coloração hematoxilina-eosina foram analisadas seguindo os 

critérios de Dieleman e colaboradores (1998), também utilizando-se um microscópio 

óptico. Cada parâmetro histológico (descrito na Tabela 2) foi multiplicado pela 

porcentagem de comprometimento do tecido (1 ponto para 1-25%, 2 pontos para 26-

50%, 3 pontos para 51-75%, 4 pontos para 76-100%). Portanto, a severidade e a 

profundidade da inflamação tiveram uma escala de pontuações de 0 a 12, a 

regeneração e o dano à cripta de 0 a 16. O índice histológico da doença foi calculado 

como a soma dos produtos de todos os parâmetros. 

 

Tabela 2 – Graduação histológica da colite 

Características Grau Descrição 

Inflamação 0 Nenhum 

  1 Leve 

  2 Moderado 

  3 Severo 

Extensão 0 Nenhum 

  1 Mucosa 

  2 Mucosa e submucosa 

  3 Transmural 
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Regeneração 4 Nenhuma reparação tecidual 

  3 Superfície epitelial não intacta 

  2 Regeneração com depleção de cripta 

  1 Regeneração quase completa 

  0 Completa regeneração ou tecido normal 

Dano à cripta 0 Nenhum 

  1 Basal 1/3 danificado 

  2 Basal 2/3 danificado 

  3 Apenas a superfície do epitélio intacta 

  4 Cripta inteira e epitélio perdido 

Percentual de 
Envolvimento 1 1-25% 

  2 26-50% 

  3 51-75% 

  4 76-100% 

Fonte: DIELEMAN et al., 1998. 

 

6.2.13. Análise de mieloperoxidase 

Foi realizado um teste colorimétrico de atividade da enzima MPO. Esta enzima 

realiza a redução de peróxido de hidrogênio em um complexo, o qual, ao reagir com 

o-dianisidina, resulta em um produto de cor amarela. A atividade de MPO pode ser 

calculada pela medição da densidade óptica em 460nm. 

Com a coleta do intestino grosso, após análise macroscópica do tecido e antes 

do preparo da amostra para o corte histológico, cortou-se um pedaço fresco da porção 

mais distal, com peso variando entre 0,016 e 0,062 g. A amostra foi armazenada em 

microtubos estéreis a -80oC até o momento da análise. 

Foi preparado um homogenato a 5%, utilizando um homogeneizador de 

tecidos. Utilizou-se o kit Myeloperoxidase (MPO) Activity Assay Kit, MyBioSource, e 

seguiu-se as instruções do fabricante. A leitura foi realizada em um espectrofotômetro 

SpectraMax M3, Molecular Devices, para leitura de ponto final a 460nm. Este 

resultado foi utilizado em uma fórmula, de acordo com as orientações do fabricante. 

O resultado desta fórmula foi expresso em U/g 10-6. 
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6.2.14. Análise de citocinas 

Para analisar o perfil inflamatório de maneira sistêmica, o soro foi coletado 

conforme descrito no item 6.2.9. Um ensaio imunoenzimático baseado em proteínas 

(Elisa) foi utilizado para detectar os níveis de TNF-α, utilizando o Kit Rat TNF alfa 

Uncoated ELISA, Invitrogen, de acordo com as instruções do fabricante. O nível da 

citocina foi medido espectrofotometricamente (SpectraMax M3, Molecular Devices) a 

450 nm e 570 nm, para medições de fundo. 

Para analisar a inflamação no cólon, coletado conforme descrito no item 6.2.10, 

realizou-se, inicialmente, a homogeneização do tecido e a quantificação de proteínas. 

As amostras, com peso entre 250 e 350 mg, foram homogeneizadas com inibidor de 

protease SIGMAFAST™. A quantificação de proteínas foi realizada com o uso do 

reagente de Bradford e a leitura de ponto final foi feita em espectrofotômetro a 595 nm 

(SpectraMax M3, Molecular Devices) 

Para a dosagem das citocinas do cólon, utilizou-se o kit Mouse ProcartaPlex 

Mix&Match 4-Plex, Invitrogen, para a dosagem de TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-17. Este 

imunoensaio utiliza a tecnologia de beads, o que permite que mais de um analito seja 

mensurado em uma mesma reação. Com isso, uma pequena quantidade de amostra 

pode ser usada para dosar vários analitos. 

 

6.3. Aspectos éticos 

Este projeto foi aprovado pela CEUA do HCPA (nº 2020-0419) e registrado no 

Sistema Pesquisa da UFRGS (nº 42237). Todos os experimentos foram realizados de 

acordo com as resoluções normativas vigentes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro 

de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso científico de animais. 

 

6.4. Análise estatística 

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados 

paramétricos foram apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados pelo teste de ANOVA de uma via e ANOVA de duas vias, com o teste de 

comparações múltiplas de Tukey. Os dados não paramétricos foram apresentados 

como mediana e intervalo interquartil e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, com 
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o teste de comparações múltiplas de Dunn. O valor de p<0,05 foi considerado 

significante.  

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism, versão 6.1. 
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