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RESUMO
A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doenca caracterizada por episodios recorrentes
de inflamagao que atinge predominantemente a mucosa do célon e que ainda nao
possui etiologia e patogénese bem definidas. Fatores genéticos, ambientais, dietéticos
e a inflamagdo crbénica contribuem para sua fisiopatologia. Varios estudos ja
identificaram a presencga da disbiose na RCU, por isso, o uso de probidticos surge
como uma alternativa terapéutica, pois estes podem apresentar potencial anti-
inflamatorio e de recomposigdo da microbiota. Neste trabalho, foram avaliados os
efeitos da administracdo do probidtico Enterococcus faecium M7AN10, isolado do leite
de bufala, em modelo animal de retocolite ulcerativa induzida pela administracio oral
de 1,5% DSS (Dextran Sulfato de Sédio). O DSS foi administrado em agua 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
inducdo da RCU. Durante o protocolo os animais foram avaliados e o indice de
atividade da doenca (IAD) foi atribuido. Apds a eutanasia, o intestino, o soro e as fezes
foram coletados. A administracdo da cepa probiética E. faecium M7AN10 mostrou
atenuar o IAD da RCU, nos dias 8 (p=0,0018) e 11 (p=0,0239), e promoveu uma
reducdo no conteudo de agua nas fezes. Além disso, E. faecium M7AN10 foi capaz
de reduzir a perda de produgdo de muco (p=0,041), os danos na mucosa e a
inflamagéo no célon, avaliados tanto por analise histologica (p=0,0058), quanto por
analise da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) (p=0,0012). O tratamento
probidtico reduziu os niveis colénicos de TNF-a (p=0,0139) e aumentou os niveis de
IL-17A (p=0,0405), mas nao alterou significativamente os niveis de IL-6 e IL-13. 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 sao necessarios para demonstrar se a suplementagao promoveu alteragao

na composicao da microbiota dos animais.

Palavras-chave: Retocolite ulcerativa. DSS. Probidtico. Microbiota.



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 (MPQO) enzyme activity analysis (p=0,0012).
Probiotic treatment reduced colonic levels of TNF-a (p=0,0139) and increased IL-17A
levels (p=0,0405), but did not significantly alter IL-6 and IL-18 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 INTRODUGAO

O trato gastrointestinal (TGI) esta em contato constante com microrganismos e
toxinas que podem causar doencgas, tendo a complexa tarefa de identificar quais sao
prejudiciais a saude. Para isso possui multiplos mecanismos de defesa para evitar
uma hiper-reatividade imunologica e uma alteragdo da permeabilidade intestinal
(BISCHOFF et al., 2014).

Quando ha algum disturbio desta homeostase, algumas doengas podem se
desenvolver, como é o caso das doengas inflamatorias intestinais (Dll). A retocolite
ulcerativa (RCU) € uma DIl, que ndo possui etiologia e patogénese ainda bem
definidas, porém ja se sabe que a inflamagdo cronica e a disbiose séo fatores
presentes, havendo também uma predisposicdo genética envolvida. Além disso,
fatores ambientais e habitos de vida podem favorecer seu surgimento (MATIJASIC” et
al., 2016).

Estudos recentes vém elucidando a importdncia da microbiota para a
fisiopatologia dessas doengas, demonstrando uma correlagéo significativa entre a
disbiose e o desenvolvimento de DIl (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, 0
uso de probidticos como uma alternativa terapéutica esta sendo proposto, ja que estes
podem apresentar potencial anti-inflamatorio e capacidade de recompor a microbiota
(CELIBERTO et al., 2017; KIM et al., 2019; WIEERS et al., 2020).

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da administracdo de um probidtico
em modelo animal de retocolite ulcerativa induzida a partir da administracdo oral de
1,5% DSS (Dextran Sulfato de Sédio). A cepa de probidtico utilizada foi Enterococcus
faecium M7AN10, descrita por (Kurtz, 2021a). Além de um artigo experimental
demonstrando os efeitos do probidtico na colite ulcerativa, um artigo de revisédo
avaliando protocolos experimentais foi produzido.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. Barreira intestinal

As barreiras epiteliais conferem uma protecdo mecanica contra agentes
externos. A maior dessas barreiras esta presente no TGl, separando o conteudo do
[umen do meio interno do hospedeiro, com uma superficie de aproximadamente
400m?2. Apesar de esta imensa area ser importante para o TGl desempenhar suas
funcbes de digestdo, absor¢cdo e excregdo de maneira otimizada, esta superficie
também fica sujeita ao contato com patogenos e toxinas (PETERSON; ARTIS, 2014).

O intestino tem a complexa tarefa de diferenciar antigenos potencialmente
prejudiciais a saude e antigenos que fazem parte da microbiota comensal ou de
alimentos, os quais nao devem causar reagao imunoldégica em homeostase. Para isso,
a barreira intestinal € composta de diversos componentes que mantém esse equilibrio,
entre eles elementos mecéanicos, como o muco e camada epitelial; elementos
humorais, como defensinas e imunoglobulina A (IgA); e elementos imunoldgicos,
como células da imunidade inata e adaptativa (BISCHOFF et al., 2014).

A permeabilidade intestinal depende dessas caracteristicas e, em estado de
homeostase intestinal, ndo ocorre a entrada de patdgenos, pois uma microbiota
estavel e a camada de muco evitam que bactérias patogénicas entrem em contato
com o epitélio intestinal (BISCHOFF et al., 2014; TAKIISHI et al., 2017).

Muitos fatores podem alterar a permeabilidade intestinal, como modificacdes
na microbiota intestinal, na camada de muco, na dieta e dano epitelial, resultando na
movimentagao do conteudo luminal para as camadas internas da parede intestinal
(BISCHOFF et al., 2014). Essa modificacdo tem sido associada ao desenvolvimento
de doengas inflamatérias no trato gastrointestinal, como doenca celiaca, as doengas
inflamatdrias intestinais e sindrome do intestino irritdvel, bem como condicbes
extradigestivas, como esquizofrenia, diabetes e sepse (SALVO-ROMERO et al.,
2015).

2.2. Doencgas inflamatérias intestinais

As DIl consistem em uma inflamac&o crbnica no intestino, resultando em
destruicdo da mucosa e alteragao da arquitetura histolégica. Apresentam periodos de
crise e remissao imprevisiveis e origem multifatorial, sendo que a etiologia e a

patogénese ainda ndo estdo bem estabelecidas. Acredita-se que a associagédo de
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fatores genéticos, ambientais, inflamatorios e disbiose possam ser componentes
importantes para o desenvolvimento dessas doencas (Figura 1) (MATIJASIC et al.,
2016).

As DIl podem ser divididas em dois fenaétipos clinicos: doenga 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 extenséo do tubo
digestorio, promovendo uma inflamagdo transmural, enquanto a RCU afeta
principalmente a mucosa colbnica. A intensidade dos sintomas - para ambas — pode
variar de leve a severa (KUCHARZIK et al., 2020; BERNSTEIN et al., 2015).

A inflamacao crénica das DI, se nao tratada ou tratada inadequadamente, pode
resultar em danos intestinais continuos, prejudicando a barreira epitelial. Com isso ha
risco aumentado de hospitalizagdes, cirurgias e de cancer colorretal. Ademais, a
doenca pode promover manifestacbes extraintestinais, como artrite, psoriase,
pancreatite, entre outras (DU; HA, 2020; YU; RODRIGUEZ, 2017).

Para evitar possiveis complicagdes, o ideal € que se tenha um diagndstico
precoce, que pode favorecer a qualidade de vida do paciente. O diagnostico das DIl é
feito com base nos sintomas clinicos, podendo ser realizados exames de imagem e
laboratoriais para confirmar a doencga. Entretanto, os sintomas inespecificos dificultam
o diagndstico e até mesmo a classificagdo em DC ou RCU. Sendo assim, ressalta-se
que o conhecimento da fisiopatologia destas pode facilitar esse processo (YU;
RODRIGUEZ, 2017).

Nas ultimas décadas houve um aumento mundial nos indices das DII, fato que
pode ser demonstrado pelo aumento da incidéncia das DIl em locais que antes tinham
poucos casos documentados, como na Africa, América do Sul e Asia. Esta mudanga
epidemioldgica pode estar associada ao crescimento da industrializag&o, urbanizagéo
e da presenca de alimentos ultraprocessados na dieta de paises emergentes. Esta
alteracao alimentar influencia diretamente a qualidade da microbiota intestinal, fator
importante na patogénese das DIl (DU; HA, 2020; NG et al., 2017).

Ha poucos dados brasileiros sobre a epidemiologia das DIl, ja que estas
doencgas nao sao de notificagdo compulsoéria. Portanto, os dados do perfil das DIl sao
provenientes, principalmente, de estudos epidemiolégicos (QUARESMA et al., 2019).
O estudo de Gasparini et al. (2018), incluiu 22.638 pacientes do estado de Sao Paulo,

sendo que 53,8% deles possuia a RCU e o restante (46,2%), a DC. Nesse estudo, a
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incidéncia de DIl foi de 13,3 novos casos/100.000 habitantes por ano, enquanto a
prevaléncia foi de 52,6 casos/100.000 habitantes. Além disso, percebeu-se a
predominadncia em pacientes acima de 40 anos, com média de 45,5 anos e maior

ocorréncia no sexo feminino (59,7%).

Figura 1- Caracteristicas das doencgas inflamatdrias intestinais

Doenca inflamatoria intestinal

Sintomas

Diarreia/Constipacao
Dor abdominal

} (rise

Doenca de Crohn—

Remissao/  Sangue nas fezes ———Retocolite Ulcerativa
. % Perda de peso )
Inflamagao transmural Inflamagao na mucosa
Toda extensao TGl Intestino grosso
Lesoes descontinuas Lesoes continuas e progressivas
46,2% 53,8%
Dieta Disbiose Infiltracdo células inflamatérias
Reducdo produc¢do de muco
Aumento da permeabilidade intestinal
Genética

Alteragdo estrutural da mucosa
Ambiente

Fonte: Elaborado pela autora. As doengas inflamatdrias intestinais apresentam dois principais
fenodtipos: a doenga de Crohn, que corresponde a 46,2% dos casos das DII, no Brasil, e pode afetar
todo trato gastrointestinal, apresentando lesées descontinuas e inflamagao transmural; e a retocolite
ulcerativa, que representa 53,8% dos casos brasileiros de DIl. Na RCU, a inflamacgéo se limita & mucosa
do intestino grosso e as lesdes s&do continuas e progressivas. Os sintomas para ambas as doengas séo
diarreia/constipagéo, sangue nas fezes e perda de peso, os quais ocorrem, normalmente, em periodos
de crise e remissdo. Fatores como dieta, disbiose, ambientais e genéticos favorecem o
desenvolvimento das DI, nas quais ha aumento de infiltrado inflamatério na mucosa intestinal, reducéo

da produg¢ao de muco, aumento da permeabilidade intestinal e alteragao estrutural da mucosa intestinal.

2.3. Retocolite Ulcerativa
O intestino grosso, o 6rgao afetado pela retocolite ulcerativa, realiza a absorgao
de nutrientes, principalmente eletrdlitos e agua, e a formagéo das fezes. Ele pode ser
dividido anatémica e fisiologicamente em ceco, cdélon, reto e anus e é revestido por

uma camada simples de células epiteliais, composta por enterdcitos, que realizam a
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absorc¢ao; células caliciformes, que produzem muco; células enteroenddcrinas, que
secretam hormodnios locais; e células imunolégicas (GARTNER, 2022).

Estas caracteristicas e fungdes fisioldgicas sao alteradas quando ha o aumento
da permeabilidade intestinal resultante da redug&o da fungéo das proteinas de jungéo
oclusiva, o que torna a conexao entre as células epiteliais fraca e falha. Isso permite
contato do conteudo luminal com as camadas teciduais adjacentes ao epitélio, o que,
por sua vez, pode causar infec¢des e propagar a inflamacao (MIEHLKE et al., 2019).

As lesdes coliticas sdo continuas e normalmente restritas @ mucosa.
Comumente, a RCU se inicia no reto e se difunde para as por¢des mais proximais do
orgao, de acordo com a evolugao da doenga, havendo alteragdes na arquitetura das
criptas. Destas alteracdes teciduais procedem os sinais e sintomas, como diarreia com
sangue, dor abdominal, urgéncia fecal e tenesmo. Como consequéncia, a qualidade
de vida fica prejudicada, uma vez que pacientes com RCU n&o tratada apresentam
deficiéncia nutricional - devido a perda de funcionalidade intestinal (MIEHLKE et al.,
2019; KAENKUMCHORN; WAHBEH, 2020).

24. Fisiopatologia da colite ulcerativa

Apesar de a fisiopatologia da RCU ainda ser obscura, sabe-se que ha a
participacdo de fatores genéticos, ambientais, disbiose e um desequilibrio
imunologico. Ja ha descricdo de varios genes envolvidos na patogénese das DI,
sendo que ha polimorfismos especificos para RCU, outros especificos a DC, além de
polimorfismos associados tanto com a RCU quanto com a DC. A diversidade de
polimorfismos envolvidos indica que a DIl € um processo poligénico (FLYNN;
EISENSTEIN, 2019).

Além dos fatores genéticos, os ambientais, como a dieta, a exposi¢cado a
poluentes e habitos de vida também influenciam na patogénese. Isso foi demonstrado
por Pedersen et al. (2017), em que a retirada de alimentos fermentaveis da dieta,
provocou a melhora dos sintomas intestinais, evidenciando a influéncia que a
qualidade da dieta pode exercer nas DIl (PEDERSEN et al., 2017).

Na RCU observa-se dano epitelial, com produgdao anormal de muco e reparo
defeituoso; expansao da inflamagao; aumento do infiltrado de células T, células B,
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos na lamina prépria; e falha na regulagéo

imune para controlar a resposta inflamatéria. As células da lamina prépria ativadas
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produzem altos niveis de citocinas pro-inflamatérias no tecido local, incluindo TNF, IL-
1B, IFN-y, além de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio (GUAN,
2019).

Os neutrdfilos, como componentes da imunidade inata, s&o recrutados para o
tecido lesionado, onde estimulam o recrutamento de outras células imunes, que
realizam a fagocitose de microrganismos além de liberar conteudo intracelular com
funcado antimicrobiana. As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo um produto
dessas atividades protetivas, sendo que a enzima mieloperoxidase (MPO) € uma
participante importante nesse processo de geragdo de EROS (CHAMI et al., 2018).

A MPO é uma enzima lisossomal, liberada pelos fagécitos - neutrofilos,
mondcitos e macrofagos -, através dos granulos primarios, tanto na circulagéao
sistémica quanto nos tecidos. Esta peroxidase catalisa a convers&o de ions haleto em
peroxido de hidrogénio (H202), contribuindo para o estresse oxidativo local. Sua
expressao nao € uniforme em todo o intestino grosso, sendo que esta variagdo se
relaciona com a presenca de inflamacgao. Portanto, a MPO pode ser utilizada como
um marcador para a inflamag&o aguda, ja que o aumento da concentragdo de MPO
local corresponde ao aumento da presenca de neutrdfilos no tecido e,
consequentemente, confirma a presencga de inflamagéao (DAl et al., 2018; MANCINI et
al., 2017).

Os linfocitos T auxiliares (CD4+) sao células da imunidade adaptativa, que
realizam ativacao e recrutamento de outras células imunes, a defesa imune celular e
produzem citocinas. As células T intestinais ndo ativadas podem se diferenciar em
célula T regulatéria (Treg) ou célula T auxiliar (Thelper, Th), de acordo com o estimulo
recebido (YAN et al., 2020). As células Treg desempenham um papel imunomodulador
negativo, ao suprimirem as respostas imunes anormais contra a microbiota comensal
ou antigenos dietéticos, através da produgéo das citocinas anti-inflamataérias IL-10 e
TGF-B, além do bloqueio da ativagao e da acéo de células T efetoras que escaparam
de outros mecanismos de tolerancia. Ja as células Th, que podem ser subdivididas
em Th1, Th2 e Th17, caracterizam-se pela producdo de diferentes citocinas, com
diferentes fungées. Na homeostase intestinal ha um equilibrio entre células Th/Treg,
0 que garante que haja reacdo imunoldégica quando necessario, mas que seja um
processo controlado, evitando sua propagacdo (HOOPER; MACPHERSON, 2010;
YAN et al., 2020).
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Enquanto a fungdo das células Th1 relaciona-se com infecgao por bactérias
intracelulares e protozoarios, as células Th2 estdo envolvidas na imunidade a
helmintos e parasitas. As células Th17, por sua vez, estao ligadas as respostas dos
neutrofilos e também sdo induzidas no contexto do reconhecimento de células
apoptéticas infectadas (LEPPKES; NEURATH, 2020). Considerando esses fendtipos,
frequentemente relaciona-se a RCU com maior presenca de Th2, e a DC, com Th1.
No entanto, com novos estudos, percebeu-se que ha também uma participacao
significativa de Th17 e de suas citocinas na mucosa de pacientes com DIl (ZHAO et
al., 2021).

As citocinas, liberadas por varios tipos celulares, funcionam como moléculas
de sinalizagao celular que conduzem a inflamagao e a patogénese da RCU, por meio
da producao de mediadores e da ativagao de vias inflamatoérias. Como consequéncia,
as citocinas sao diretamente responsaveis pela lesao epitelial, defeito da barreira
intestinal e dano tecidual (TATIYA-APHIRADEE et al., 2018).

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a), produzido por macréfagos, células
dendriticas, células T, adipdcitos e fibroblastos, pode exercer varias fungbes proé-
inflamatdérias na colite. Além de ser capaz de induzir a hipervascularizagdo e
angiogénese, altera a integridade da barreira epitelial intestinal ao aumentar a
producdo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos e células T; promove a
apoptose de células epiteliais intestinais e células de Paneth; promove a destruicao
tecidual; estimula a produgéo de proteinas de fase aguda e impulsiona a resisténcia
das células T a apoptose (ELHAG et al., 2022; FRIEDRICH et al., 2019; NEURATH,
2014).

A interleucina 1 beta (IL-1B), membro da familia de citocinas da interleucina 1,
possui funcao pro-inflamatoria e é produzida principalmente por macréfagos ativados
(COCCIA et al, 2012; ZHAO et al., 2021). Desempenha papel importante na
propagacao da resposta inflamatéria nas DIl, sendo que um aumento de IL-1B esta
associado ao aumento da gravidade da doenga (LIGUMSKY et al., 1990). Porém, o
bloqueio da IL-1 ndo melhora os sintomas da RCU (WU et al., 2022), o que mostra
que seus efeitos sdo decorrentes da agao conjunta com outros mediadores, como IL-
6 e TNF-a (MAO et al., 2018).

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

epiteliais, células endoteliais e leucocitos, podendo induzir neutrofilia e promover a
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migragao de neutrofilos; e ativagdo, diferenciagdo e a sobrevivéncia das células T
(COCCIA et al., 2012; ZHAO et al., 2021). Ademais, é capaz de aumentar a
permeabilidade das jungdes oclusivas intestinais, o que pode resultar em uma
penetracdo de bactérias intestinais do lumen para a lamina préopria (RAWAT et al.,
2020).

Ainterleucina 6 (IL-6), em uma de suas amplas fun¢des, medeia a comunicagao
entre células imunes e entre células epiteliais intestinais e a microbiota intestinal, com
isso, participa da manutengdo da homeostase intestinal e da integridade da mucosa
(GUO et al., 2021). Além disso, em processo inflamatoério, € conhecida por agrava-lo,
ao estimular a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos e ao recrutar e ativar
macrofagos na mucosa intestinal, os quais secretam altas concentragdes de
moléculas inflamatoérias (GUO et al., 2021; LOPETUSO et al., 2020).

As células Th17 sdo mais abundantes nas superficies mucosas, principalmente
na lamina propria intestinal, e podem secretar mediadores quimicos, como IL-17A, IL-
17F, IL-21, IL-22 e IL-26. Em condigdes fisiolégicas, estas células possuem fungdes
protetivas, como resistir a infeccdo por bactérias e fungos patogénicos; mediar a
proliferagdo e maturacdo de linfécitos, macrofagos e neutrofilos; promover a
neutrofilia, estimular a remodelacao/reparacédo de tecidos; e producdo de peptideos
antimicrobianos, como as defensinas (JIANG et al., 2014; MONTELEONE et al., 2012;
TRONCONE et al., 2013).

A auséncia de bactérias luminais e o tratamento com antibioticos reduz a
presenca de células Th17 na lamina propria, evidenciando que a microbiota € um fator
importante para a indugéo destas células (TANABE, 2013; TRONCONE et al., 2013;
YAN et al., 2020). A fungdo da IL-17A nas DIl ainda é controversa, pois estudos
mostram efeitos positivos, como a melhora da barreira intestinal e o aumento da
susceptibilidade a infec¢des, quando ausente; e efeitos negativos, como o aumento
da inflamacéo e da pontuagdo do indice de Atividade da Doencga (IAD). Além disso,
um aumento na mucosa e no soro de IL-17A de pacientes com DIl ja 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 n&o biolégicos mais utilizados nas DII, envolvem as classes dos
anti-inflamatérios, como os aminossalicilatos, dos imunossupressores, como as
tiopurinas, dos glicocorticoides e dos antibidticos. Estas opgdes requerem uso por
longos periodos e, ainda, podem néo atingir os efeitos desejados (NA; MOON et al.,
2019; TATIYA-APHIRADEE et al., 2018).

Estas opcdes terapéuticas visam induzir e manter o paciente em remissao,
proporcionando uma melhora dos sintomas. Porém, ndo sdo capazes de modificar ou
reverter o curso geral da doenga. Por este motivo, novas alternativas de tratamento
sdo requeridas. O uso de probidticos, prebidticos, transplante de microbiota fecal,
transplante de célula tronco mesenquimal e adequagao da dieta sao algumas das

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

2.6. Microbiota

A microbiota intestinal corresponde a um grupo de microrganismos - bactérias,
fungos, virus e protozoarios - que convivem em simbiose com o hospedeiro. Apresenta
diversidade na qualidade e na quantidade de sua composigao interindividual, ja que
fatores externos, como alimentacdo, sedentarismo e utilizacdo de medicacao
continua; e fatores intrinsecos, como idade, estresse e susceptibilidade genética,
influenciam diretamente no seu arranjo (LEE; CHANG, 2021).

Estima-se que trilhdes de microrganismos compdéem a microbiota intestinal,
havendo cerca 500 a 1000 espécies diferentes, e essa composicdo é dindmica,
variando até mesmo entre diferentes por¢des do TGl e em diferentes periodos de vida
(WIEERS et al., 2020). Apesar da alta variedade de espécies, hé 4 filos mais presentes
em um adulto saudavel: 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 saude dos individuos, ja que
desempenha fungdes imunoldgicas e nutricionais, podendo influenciar, também, em
tracos neurocomportamentais. Participa da maturagdo do sistema imunoldgico,
modula a diferenciacéo das células T, regula o equilibrio entre células Th1, Th2 e Th17
e Treg e reforgca a homeostase da barreira intestinal (NISHIDA et al., 2018; VALDES
et al., 2018).
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Ainda em relag&o a defesa imunoldgica, quando ndo ha presenga de doencga,
0S microrganismos comensais impedem a infecgdo por microrganismos patogénicos.
Esta protegcdo se da por ativagao de respostas imunoldgicas celulares e quimicas e
por competitividade, uma vez que as bactérias comensais competem por nutrientes e

secretam substancias inibitorias aos patogenos (Figura 2) (NISHIDA et al., 2018).

Figura 2 - Influéncia da microbiota na barreira intestinal
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Fonte: Di Tommaso et al. (2021). A microbiota intestinal participa da imunidade ao competir por espago
e nutrientes contra as bactérias patogénicas, impedindo que estas habitem o intestino. Além disso,
esses microrganismos comensais secretam metabdlitos, como os SCFAs e PSA, modulando a
atividade das células imunes. Os SCFAs, resultado do metabolismo das fibras alimentares, podem
estimular a produgdo de muco, reduzir a producdo de citocinas inflamatérias pelos neutréfilos e
macréfagos e reforgcar a barreira epitelial intestinal, ao modular as jungdes oclusivas. O PSA
desempenha um papel anti-inflamatério ao estimular a diferenciagao das células T em células T
regulatérias, as quais secretam IL-10. A imunoglobulina A, secretada por plasmoécitos que foram
induzidos nas placas de Peyer, regula as respostas inflamatdrias contra bactérias comensais, evitando
a disbiose. Os AMPs sao secretados pelas células de Paneth e atuam contra microrganismos
patogénicos. SCFAs: acidos graxos de cadeia curta; M-Cell: Células M; PSA: Polissacarideo A; AMPs:

peptideos antimicrobianos; sIgA: IgA.

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

energia e nutrientes, aprimorando a eficiéncia digestiva. Isso é feito através da quebra
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de polissacarideos - as chamadas fibras - pelas bactérias, os quais nao s&o digeridos
por enzimas humanas. Assim, sem a quebra destes polimeros em monémeros, nao é
possivel sua absorcao pelos enterécitos, portanto, esse substrato é utilizado pelas
bactérias intestinais para a fermentagdo anaerobia (CRONIN et al., 2021;
HOLSCHER, 2017; HOOPER; MACPHERSON, 2010).

Através da fermentacdo anaerdbia, Firmicutes e Bacteroidetes, juntamente
com bactérias fermentadoras, como Bifidobacterium, sdo capazes de utilizar estes
polimeros, gerando acidos graxos de cadeia curta (SCFA, do inglés “short-chain fatty
acids”). Os principais produtos desta reagéo sao 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 colénico por difusdo passiva, sendo
utilizados como fonte de energia, estimulando a atividade proliferativa e atuando na
regulagdo da homeostase imunolégica do intestino (LEE; CHANG, 2021; VENEGAS
et al., 2019).

Logo, a microbiota € um componente significativo para a saude intestinal, de
modo que suas alteragdes fazem parte do desenvolvimento de diversas doencas,

como metabdlicas, cardiovasculares, intestinais e alérgicas.

2.7. Disbiose e doengas inflamatérias intestinais

A disbiose intestinal refere-se a alteragcdes na composicdo e na fungao da
microbiota intestinal. Estas mudancas provocam efeitos nocivos na saude do
hospedeiro, ja que transformacdes qualitativas e quantitativas da microbiota resultam
em mudancgas nas atividades metabdlicas e na distribui¢do local dos microrganismos
(YOO et al., 2020).

Um desequilibrio na sua composicdo corresponde a redugao de
microrganismos benéficos e aumento de microrganismos patogénicos, 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
patégenos as células epiteliais e ao tecido da mucosa. Isso provoca um desequilibrio
do eixo Treg/Th e um aumento na produc¢ao de citocinas pré-inflamatérias e, portanto,
se desenvolve uma forte resposta inflamatéria no hospedeiro (MATIJASIC” et al.,
2016).
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Deste modo, a disbiose pode desregular as respostas imunes do intestino,
causando inflamacéao, estresse oxidativo e até mesmo resisténcia a insulina. Com o
tempo, a disbiose crbnica e a translocacao de bactérias - e seus produtos metabdlicos
- podem aumentar a prevaléncia de Diabetes Mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, doengas inflamatorias intestinais, doengas autoimunes e uma
variedade de canceres (YOO et al., 2020).

A disbiose também esta presente na patogénese da RCU, levando ou
agravando a doenga. Apesar de ainda ndo haver uma determinacdo exata das
bactérias que contribuem para a colite, resultados de estudos destinados a
caracterizar a microbiota das DIl indicam uma diminuicdo generalizada da
biodiversidade. Percebe-se o aumento de Proteobactérias, incluindo Escherichia coli
e Shigella sp.; e a reducdo do filo Firmicutes, como a espécie F. prausnitzii e
Bacteroidetes, e dos géneros Lactobacillus e Eubacterium (KESHTELI et al., 2019
MENTELLA et al., 2020; Nl et al., 2017; NIU et al., 2022; SEISHIMA et al., 2019; TONG
et al., 2021).

Portanto, alteragbes na microbiota tém um papel determinante no
desenvolvimento da doenga. Ja os fatores genéticos predispdem os individuos, e os
fatores ambientais podem influenciar a ocorréncia ou nédo da DIl (MENTELLA et al.,
2020). Assim, abordagens terapéuticas como uma intervengao dietética de longo
prazo, o uso de probidticos e prebidticos, podem restaurar esse fator importante para
a saude intestinal (MATIJASIC" et. al, 2016).

2.8. Probiédticos

Devido a correlagdo entre a qualidade da microbiota e o desenvolvimento de
DIl, o uso de probidticos tem sido o foco de muitas publicagdes, que buscam
evidenciar os efeitos do tratamento, o mecanismo de acdo e diferentes espécies
benéficas. A definicdo atual de probidtico considera que microrganismos devem ser
ingeridos em quantidade suficiente para ter um efeito positivo na saude e que nao se
limitem aos efeitos nutricionais, impactando a microbiota residente, células do epitélio
intestinal e o sistema imunoldgico (WIEERS et al., 2020).

A prevencao da constipacao, da diarreia associada a antibioticos, melhora do
sistema imunoldgico, restauragao do epitélio intestinal e a modulagéo da produgéo de
substancias envolvidas na proliferagdo e maturacdo celular, como os SCFA, sao
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alguns exemplos da consequéncia da utilizagdo dos probidticos, podendo haver
aplicabilidade para tratar e prevenir estes e outros disturbios intestinais, como as DII
(CELIBERTO et al., 2017; KIM et al., 2019).

2.9. Cepa probidtica Enterococcus faecium M7AN10

O género Enterococcus € caracterizado por ser Gram-positivo, catalase-
negativo, ndo formador de esporos e anaerdbio facultativo e faz parte do filo
Firmicutes. Sao bactérias que estdo presentes em produtos alimenticios, como no
queijo, peixes, carne suina e ultraprocessados - como nas salsichas; no ambiente,
como no solo, plantas, agua tratada e nao tratada; e no TGl humano, desempenhando
uma relagdo simbidtica (HOLZAPFEL et al., 2018; RAMOS et al., 2020).

Essas bactérias comensais mostram efeitos positivos em varias condigdes
gastrointestinais e sistémicas. Ja ha mais de 50 espécies diferentes de Enterococcus
descritas, das quais E. faecium e E. faecalis sédo as mais comuns no TGl (HOLZAPFEL
et al., 2018).

A cepa Enterococcus faecium M7AN10 foi isolada do leite de bufala e
identificada pelo grupo de pesquisa da Dra. Profa. Amanda de Souza Motta, do setor
de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Com base no estudo de Kurtz et al. (2021b) esta bactéria
manteve a viabilidade celular apds resfriamento, congelamento e liofilizagao,
mantendo um numero adequado de unidades formadoras de colénia, apresentou
susceptibilidade a todos os antibiéticos testados, apresentando somente o gene de
resisténcia a eritromicina e ndo apresentou genes relacionados a viruléncia. A cepa
ainda mostrou estabilidade quando exposta a sais biliares, fluidos gastricos e
intestinais, foi capaz de aderir as células de linhagem celular Vero e mostrou eficiéncia
no processo de microencapsulamento.

Os atributos citados acima sao importantes consideragdes quando se trata da
formulacdo de um novo probidtico, ja que, segundo Kurtz et al. (2021b) para a
comercializagao alguns produtos necessitam liofilizagao e refrigeragdao. Além disso,
nao podem apresentar caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de alguma
infeccdo, bem como necessitam sobreviver aos diferentes ambientes do TGl,
mantendo-se viaveis até chegar ao seu alvo: o intestino. Além disso, a capacidade de

aderéncia dos probidticos as células intestinais determina a sua competéncia de
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colonizagao. Ainda, o microencapsulamento auxilia na manutencéo da viabilidade dos
probidticos frente as variagdes de temperatura e de pH, que sao tipicas do TGI. Tendo
essas qualidades, o E. faecium M7AN10 apresenta-se como possivel probidtico,
sendo necessaria a realizagao de testes in vivo para identificar seus efeitos.

Apesar de o Enterococcus relacionar-se a infecgdes oportunistas,
principalmente em situacbes de imunodepressdao e internacdo hospitalar, muitos
estudos ja demonstraram que a administracao de diferentes cepas de Enterococcus
foi capaz de promover beneficios e reduzir os efeitos das doengas 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 ulceragdo e dano tecidual no colon. A microbiota intestinal
desempenha um papel crucial no desencadeamento, manutengao e exacerbagao das
DIl, sendo que os probidticos podem ajudar a reequilibrar a microbiota de maneira
positiva.

De forma geral, os estudos utilizam diversas cepas probidticas que
demonstram capacidade em reduzir os escores endoscopicos e histolégicos na RCU,
mas existem poucos estudos que utilizam Enterococcus faecium como cepa probidtica
em experimentos animais ou mesmo em estudos com pacientes com DIl. Quando se
buscam referéncias para Enterococcus faecium M7AN10 e RCU inexistem estudos na
literatura. Dessa maneira, € importante avaliar qual o comportamento desta nova cepa
com potencial probiético na RCU.

Justifica-se o estudo em questao, através do qual sera possivel verificar a agao
do E. faecium M7AN10 no modelo experimental de RCU e assim obter informacdes
que poderao contribuir como uma nova cepa probidtica para auxiliar no tratamento da
RCU.
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4 HIPOTESE
A administracao oral de Enterococcus faecium M7AN10 é capaz de induzir
melhora na atividade clinica, histolégica 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 administracdo de Enterococcus faecium M7AN10 em

modelo experimental de retocolite ulcerativa (RCU).

5.2. Objetivos especificos

Nos grupos experimentais controle, controle com indu¢do de RCU e animais

induzidos a RCU com tratamento com probidtico:

a)

b)

c)

d)

)
¢)]

h)

Avaliar as caracteristicas clinicas dos animais e inferir o indice de Atividade
da Doenca;

Avaliar os parametros macroscopicos do colon dos animais, incluindo o
peso e o comprimento;

Avaliar os parédmetros microscopicos em laminas histologicas preparadas a
partir do célon de animais em coloragao de HE para histopatologia e alcian
blue para quantificacdo de mucinas;

Avaliar a presenga de agua nas fezes dos animais;

Quantificar a atividade da enzima mieloperoxidase no colon;

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

Avaliar os niveis de citocinas pro-inflamatdrias no célon dos animais,
utilizando um ensaio multiplex;

Avaliar a microbiota fecal, por sequenciamento de nova geragao.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1. Preparo do probiético

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 suspensao do probidtico Enterococcus faecium M7AN10, isolado
de leite bubalino.

Os isolados foram cultivados em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) a 37°C,
por 24 h, e uma aliquota de 100 yL foi separada para contagem celular antes da
administragao aos animais.

Os cultivos foram centrifugados a 7.000 x g por 10 min para obteng¢ao do
precipitado de células, e foram feitas duas lavagens com PBS 1X (pH 7,0) para
retirada de qualquer resquicio do meio de cultura. A concentragdo administrada foi de
aproximadamente 3,5 x 108 UFC/mL.

O grupo de pesquisa da Profa. Amanda de Souza da Motta preparou as
aliquotas de Enterococcus faecium M7AN10 para serem administradas ao grupo
probidtico, as quais foram liofilizadas e congeladas a -80°C até o momento da
administragdo. Antes da administragdo diaria aos camundongos, as aliquotas foram
descongeladas em geladeira (2 - 8°C). A ressuspensao das aliquotas foi feita somente

antes da administragdo aos animais em 1mL de solugao 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 Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
sendo aprovado pela CEUA do HCPA (n°2020-0419). Os animais entre 8-12 semanas
passaram por um periodo de aclimatagdo de 15 dias antes do inicio dos
procedimentos experimentais seguindo o protocolo da UEA.

Foram alojados entre 2 e 3 camundongos por caixa, nas quais havia ragao e
agua 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,
algodao, papelao e corda (itens transitorios — trocados semanalmente). Os animais
foram mantidos em ambiente climatizado (22°C £ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12

horas e em condi¢gdes padrao de umidade 40-60%. Fez-se necessario a utilizagcado de
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camundongos C57BL/6, porque essa linhagem é suscetivel ao desenvolvimento da

colite ulcerativa experimental através de indugao 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 agua de
beber, com 10 animais.
4) Probidtico (DSS+M7AN10): grupo que recebeu DSS 1,5% na agua de

beber e probidtico via gavagem, com 10 animais.

6.2.3. Desenho experimental

Do dia 0 ao dia 5 todos os camundongos receberam agua destilada ad libitum.
O grupo controle continuou recebendo agua 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 sodio (DSS; peso molecular 36.000 - 50.000, MP Biomedicals,
Solon, EUA) em agua esterilizada, para induzir a retocolite. Os camundongos do grupo
DSS+M7AN10 receberam 150 pL de E. faecium M7AN10 (3,5 x 108 UFC/mL) por
gavagem, entre os dias 1 e 11, uma vez ao dia, proporcionando administragdo 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. Inducao da colite ulcerativa

A retocolite ulcerativa foi induzida nos animais do grupo DSS e DSS+M7AN10
com a administragdo de Dextran Sulfato de Sodio (DSS, peso molecular 36.000 —
50.000 Da; MP Biomedicals), a uma concentracdo de 1,5% ml/v, por 7 dias
consecutivos (do dia 5 ao dia 12 do protocolo experimental), na agua de beber. A
quantidade de agua foi estipulada de acordo com a ingestdo média diaria por cada
animal (5 mL) multiplicado pelo total de dias de administragao (7 dias) e pelo numero
de animais (20 animais). Assim, a quantidade de DSS foi pesada de acordo com este
volume de agua calculado, resultando em uma solugao com concentragao de 1,5%.

O DSS em pé6 foi diluido em agua autoclavada um dia antes do inicio da sua

administragdo, e armazenado em geladeira, durante o protocolo de indugdo da RCU.
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A agua com DSS, das caixas dos animais, foi trocada diariamente. O volume de agua
ingerido, por caixa foi medido, aproximadamente, de acordo com o volume de solugéo
restante no falcon. Estes valores foram registrados em uma planilha, a fim de controle

interno. O grupo controle recebeu somente agua autoclavada.

Figura 3 - Desenho experimental

| |
/o Agua destilada
L . . . . -

Controle
n=6

Citocinas
A J Agua destilada ; 1,5% DSS Histopatologia
) = Mieloperoxidase

L ]

DSs [ ]
n=10 Elisa TNF-a
| | | ]
@ Agua destilada 1,5% DSS
DSS+M7AN10 " Probiético 3,5x 10° UFC/mL
n=10
Dia 0 1 5 8 1" 12
a IAD IAD JAD é’ &

Fonte: elaborada pela autora. Os grupos DSS e DSS+M7AN10 receberam 1,5% DSS na agua de beber
do dia 5 ao dia 11. Somente o grupo DSS+M7AN10 recebeu probidtico, 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 ultimo dia, coletou-se fezes para analise do conteudo de agua. Na eutanasia foram coletados soro,

para dosagem de TNF-qa, e o célon para analise de citocinas, histopatologia e mieloperoxidase.

6.2.5. Administracao do probiético

O probidtico liofilizado foi ressuspendido somente antes da administracao.
Portanto, o preparo foi realizado diariamente. Administrou-se o probidtico por
gavagem, utilizando agulha de gavagem para camundongos (de ago, canula de 1,0
mm de diametro 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
probidtico foi administrado em temperatura ambiente.

Os animais do grupo DSS+M7AN10 receberam 150 uL, por dia, da suspensao
de probidtico, a uma concentragéo de 3,5 x 108 UFC/mL. Os animais dos outros dois

grupos nao receberam gavagem.
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6.2.6. Avaliagao do indice de atividade da doenca

O indice de atividade da doenca (IAD) foi analisado nos dias 5, 8 e 11 do
protocolo representando o primeiro dia da administragdo de DSS (dia 5 do protocolo),
a metade do protocolo de DSS (dia 8 do protocolo) e o ultimo dia da indugao do DSS
(dia 11 do protocolo) (Figura 3). No IAD s&o analisados trés parametros: perda de
peso, consisténcia das fezes e presenga de sangue nas fezes e/ou no anus (Tabela
1) (GONCALVES et al., 2013). Para perda de peso foi atribuido um escore de 0 a 4,
enquanto para consisténcia das fezes e presenca de sangue nas fezes/anus foi
atribuida uma pontuacao de 0, 2 ou 4, resultando na pontuagao total do IAD de 0 (ndo
afetado) a 12 (doenga severa). Estes dados foram reunidos por grupo experimental e

expressos em grafico com a variagao do IAD em relagao aos dias de avaliagao.

Tabela 1 - Avaliagdo do indice de Atividade da Doenga

Pontuagao Perda de peso Consisténcia das fezes Sangue nas fezes/anus
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: GONCALVES et al., 2013.

6.2.7. Coleta de fezes

A fim de analisar o conteudo de agua nas fezes dos animais, esta amostra foi
coletada no dia 12 e pesada em balanca analitica. As fezes foram armazenadas em
recipiente aberto e que nao absorvesse a agua presente nas fezes, evitando
interferéncia no resultado. Foram elaborados recipientes, para cada amostra, com
papel aluminio, os quais foram fixados em uma bandeja de plastico (Figura 4). Assim,
as amostras ficaram acondicionadas em recipiente adequado e que permitisse sua
identificacdo. Apods 3 dias, foram pesadas novamente e a diferenga entre o peso seco

e umido compds este dado.
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Para a avaliagdo de metagendmica, fezes dos dias 0 e 11 foram coletadas.
Apos a coleta, foram armazenadas em microtubos estéreis, livres de DNAse e RNAse,

a - 80°C até a realizagao da extragcao de DNA.

Figura 4 - Recipiente de armazenamento das fezes para analise de contetido de agua nas fezes

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

papel aluminio. Abaixo de cada recipiente, ha uma etiqueta (em rosa) identificando cada amostra.

6.2.8. Eutanasia

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
confirmacdo da morte se deu através da verificacdo de auséncia de movimento
respiratorio, de batimentos cardiacos e pulsagdo, mucosas palidas e perda do reflexo
corneal.

N&o houve administracao de analgésico do tipo anti-inflamatérios esteroidais
ou nao-esteroidais, pois poderia alterar a permeabilidade do colén (FELDER et al.,
2000; GUSLANDI, 2006; OSTERMAN; LICHTENSTEIN, 2016). Ademais, opioides
também ndo puderam ser empregados, pois estes sado capazes de resultar em
constipagéo, influenciando na analise da consisténcia das fezes e da microbiota
(MULLER-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 Resolugao
Normativa n°13 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
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(CONCEA) e pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

6.2.9. Coleta de soro
O sangue foi coletado através da puncgdo cardiaca dos animais apds 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 20-25°C. Entao, separou-
se o0 soro do conteudo celular sanguineo com uma micropipeta e transferiu-se para

um microtubo, o qual foi armazenado a -80°C, até o momento da analise de citocinas.

6.2.10. Analise da presencga de agua nas fezes
Conforme descrito no item 6.2.4, as fezes coletadas foram armazenadas em
recipiente que permitiu que a agua presente no material biolégico evaporasse. As
fezes molhadas foram pesadas e, apds trés dias, foram pesadas novamente, a fim de
analisar a diferenca entre o peso molhado e seco das fezes. Assim, executou-se uma

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

6.2.11. Analise macroscépica dos intestinos
No dia da eutanasia, o intestino grosso foi coletado do ceco ao reto. Realizou-
se a medida do comprimento e a pesagem do intestino. Logo apos a coleta, o intestino
foi disposto em superficie 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 identificacao e da régua.
Entao, foram retirados o ceco e o anus e o intestino foi limpo com solucao salina
0,9%, retirando o bolo fecal residual. Apds a lavagem, o intestino foi pesado em uma
balanga analitica e o resultado foi anotado em uma planilha.

6.2.12. Analise histolégica dos intestinos
Apos a analise macroscoépica, o intestino foi processado utilizando a técnica de
swiss-roll, que permite a avaliagado de todo o seu comprimento de forma longitudinal.
O tecido foi cortado longitudinalmente e um pedaco da por¢cdo mais distal foi

seccionada, de maneira transversal, sendo destinado para analise de atividade de
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mieloperoxidase (descrita no item 6.2.10) e para a analise de citocinas (descrita no
item 6.2.11).

Em seguida o intestino foi enrolado e acondicionado em formalina tamponada
10%. Apos 48h, as amostras foram colocadas em cassetes histologicos, para o
processamento e corte do tecido. As secbes do colon foram coradas com
hematoxilina-eosina (H&E) e com alcian blue e foram analisadas em microscopio
optico.

As laminas com coloragao de alcian blue foram preparadas a fim de quantificar
a producao de mucina. Utilizando um microscépio optico, foram capturadas fotos de 5
campos, iniciando pela parte mais distal do 6rgao. Essas imagens foram analisadas
pelo programa Image J, utilizando o plugin Color Deconvolution. Os resultados da area
positiva a esta coloragado formaram uma média para cada amostra, sendo este o valor
utilizado na analise.

As amostras com coloragao hematoxilina-eosina foram analisadas seguindo os
critérios de Dieleman e colaboradores (1998), também utilizando-se um microscopio
optico. Cada parédmetro histolégico (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 inflamacédo tiveram uma escala de pontuacbes de 0 a 12, a
regeneracao e o dano a cripta de 0 a 16. O indice histologico da doenga foi calculado
como a soma dos produtos de todos os parametros.

Tabela 2 — Graduacao histolégica da colite

Caracteristicas Grau Descrigdo

Inflamagéao 0 Nenhum
1 Leve
2 Moderado
3  Severo
Extenséo 0 Nenhum
1 Mucosa

2 Mucosa e submucosa

3 Transmural
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Regeneracao 4 Nenhuma reparacgao tecidual
3 Superficie epitelial ndo intacta
2 Regeneragao com deplecao de cripta
1 Regeneracao quase completa

0 Completa regeneracéo ou tecido normal

Dano a cripta 0 Nenhum
1 Basal 1/3 danificado
2  Basal 2/3 danificado
3 Apenas a superficie 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. Analise de mieloperoxidase

Foi realizado um teste colorimétrico de atividade da enzima MPO. Esta enzima
realiza a reducdo de peroxido de hidrogénio 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 medi¢ao da densidade 6ptica em 460nm.

Com a coleta do intestino grosso, apds analise macroscopica do tecido e antes
do preparo da amostra para o corte histoldgico, cortou-se um pedago fresco da porgéao
mais distal, com peso variando entre 0,016 e 0,062 g. A amostra foi armazenada em
microtubos estéreis a -80°C até o momento da analise.

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 instrugdes do fabricante. A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro
SpectraMax M3, Molecular Devices, para leitura de ponto final a 460nm. Este
resultado foi utilizado em uma férmula, de acordo com as orientagdes do fabricante.

O resultado desta formula foi expresso em U/g 10,
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6.2.14. Analise de citocinas

Para analisar o perfil inflamatério de maneira sistémica, o soro foi coletado
conforme descrito no item 6.2.9. Um ensaio imunoenzimatico baseado em proteinas
(Elisa) foi utilizado para detectar os niveis de TNF-a, utilizando o Kit Rat TNF alfa
Uncoated ELISA, Invitrogen, de acordo com as instrugdes do fabricante. O nivel da
citocina foi medido espectrofotometricamente (SpectraMax M3, Molecular Devices) a
450 nm e 570 nm, para medi¢des de fundo.

Para analisar a inflamac&o no célon, coletado conforme descrito no item 6.2.10,
realizou-se, inicialmente, a homogeneizagéo do tecido e a quantificagao de proteinas.
As amostras, com peso entre 250 e 350 mg, foram homogeneizadas com inibidor de
protease SIGMAFAST™. A quantificacido de proteinas foi realizada com o uso do
reagente de Bradford e a leitura de ponto final foi feita em espectrofotdmetro a 595 nm
(SpectraMax M3, Molecular Devices)

Para a dosagem das citocinas do cdlon, utilizou-se o kit Mouse ProcartaPlex
Mix&Match 4-Plex, Invitrogen, para a dosagem de TNFa, IL-1B, 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 reagdo. Com isso, uma pequena quantidade de amostra

pode ser usada para dosar varios analitos.

6.3. Aspectos éticos
Este projeto foi aprovado pela CEUA do HCPA (n° 2020-0419) e registrado no
Sistema Pesquisa da UFRGS (n° 42237). Todos os experimentos foram realizados de
acordo com as resolug¢des normativas vigentes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro
de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de animais.

6.4. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
paramétricos foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados pelo teste de ANOVA de uma via e ANOVA de duas vias, com o teste de
comparag¢des multiplas de Tukey. Os dados ndo paramétricos foram apresentados

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

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