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SODRE, Giovanni. Mapeamento da microbiota intestinal de camundongos
C57BL/6 induzidos a colite ulcerativa e submetidos a uma dieta hiper proteica.
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RESUMO

A Retocolite Ulcerativa (RCU) € uma doenca inflamatoria intestinal crénica cuja
patogénese envolve a interagdo entre o sistema imune, fatores ambientais e a
microbiota intestinal. A dieta € um importante modulador dessa interagéo, levantando
questionamentos sobre os efeitos de dietas ocidentais ricas em proteinas. O objetivo
deste trabalho foi mapear a microbiota intestinal e avaliar os sinais clinicos em
camundongos C57BL/6 com colite induzida por Dextran Sulfato de Sodio (DSS)
submetidos a uma dieta hiperproteica. Os animais foram divididos em quatro grupos
Dieta Padrao (DP), Hiperproteica (HP), padrao com DSS (DP/DSS) e hiperproteica
com DSS (HP/DSS). A indugado ocorreu com DSS 3% diluido em agua por 7 dias,
seguida pelas dietas experimentais por 21 dias. Foram analisados os indices de
Atividade da Doencga (IAD) e a presenca de géneros bacterianos no ileo e colon via
gPCR. Os resultados demonstraram que o grupo HP/DSS apresentou um IAD 50%
superior ao DP/DSS, indicando agravamento clinico, possivelmente causado pela
presenca de HP. Microbiologicamente, a dieta HP isolada induziu um estado
disbiético em ambos os 6rgaos; Entretanto, apenas no célon houve um aumento de
Enterococcus. Ainda nele, enquanto o grupo DP/DSS apresentou disbiose severa, o
grupo HP/DSS sofreu um colapso microbiano total, sem deteccdo dos géneros
investigados. No ileo, a inflamacdo causou erradicacdo bacteriana em ambos os
grupos DSS. Conclui-se que a dieta hiperproteica atua como um agente agravador
da RCU, potencializando a inflamacao e eliminando a microbiota intestinal, levando a
quadros de disbiose e piora clinica.

Palavras-chave: Microbiota. Inflamacgao. Dieta hiperproteica.
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ABSTRACT

Ulcerative Colitis (UC) is a chronic inflammatory bowel disease whose pathogenesis
involves the interaction between the immune system, environmental factors, and the
intestinal microbiota. Diet is an important modulator of this interaction, raising
questions about the effects of Western diets rich in proteins. The objective of this
work was to map the intestinal microbiota and evaluate the clinical signs in C57BL/6
mice with colitis induced by Dextran Sodium Sulfate (DSS) submitted to a high-
protein diet. The animals were divided into four groups: Standard Diet (DP), High-
Protein (HP), standard with DSS (DP/DSS), and high-protein with DSS (HP/DSS).
Induction occurred with 3% DSS diluted in water for 7 days, followed by the
experimental diets for 21 days. The Disease Activity Index (DAI) and the presence of
bacterial genera in the ileum and colon were analyzed via qPCR. The results
demonstrated that the HP/DSS group presented a DAI 50% higher than DP/DSS,
indicating clinical aggravation, possibly caused by the presence of HP.
Microbiologically, the isolated HP diet induced a dysbiotic state in both organs;
however, an increase in Enterococcus was observed only in the colon. In the colon,
while the DP/DSS group presented severe dysbiosis, the HP/DSS group suffered a
total microbial collapse, without detection of the investigated genera. In the ileum,
inflammation caused bacterial eradication in both DSS groups. It is concluded that
the high-protein diet acts as an aggravating agent of UC, potentiating inflammation
and eliminating the intestinal microbiota, leading to states of dysbiosis and clinical
worsening.

Keywords: Microbiota. Inflamation. Diet.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DIl

DP
DP/DSS
DSS
HP
HP/DSS
IAD
LPS
PRR

gPCR

RCU
SCFA
TGl
Th

Doenga Inflamatéria Intestinal

Dieta Padrao

Dieta Padrao com inducéo de colite por DSS
Dextran Sulfato de Sédio

Dieta Hiperproteica

Dieta Hiperproteica com inducéo de colite por DSS
indice de Atividade da Doenca
Lipopolissacarideo

Pattern Recognition Receptors (Receptores de Reconhecimento
de Padrdes)

Quantitative Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa)

Retocolite Ulcerativa

Short-Chain Fatty Acids (Acidos Graxos de Cadeia Curta)

Trato Gastrointestinal

T helper (Linfocitos T auxiliares)



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... 1
2. REVISAO DE LITERATURA ... 3
2.1 A Retocolite Ulcerativa.............ooiiiiiiiiiiiiei e 3
2.2 O impacto da RCU na sociedade...........ccccccmiiiiiiiiiieeieeee e 4
2.3 A dieta hiperproteica e suas reperCuSSOES ..........cceeeeeeeeeeeerreiieeeeeeeennnn. 5
2.4 Aresposta do corpo @ RCU ... 5
2.5 A microbiota € @ disbioSe...........cooooiiiiiii 6
2.6 A dieta como fator modulador da microbiota..............cccceeeiieiiiiieiieenennnn. 8
2.7 O uso da PCR na identificagdo de taxons bacterianos......................... 9
2.8 O uso do DSS como indutor de RCU ... 10
3. MATERIAL E METODOS........ e 12
3.1 Modelo animal e grupos experimentais.............cccoeevrvvveviiiiiiiinieeinnns 12
3.2 indice de Atividade da DOENGA.............ccceueveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
3.3 Analise qualitativa da microbiota por gPCR.............cccoiinn 14
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ... 15
4.1 indice de Atividade da Doencga (IAD) .........ccoveueeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 15
4.2 Analise qualitativa da microbiota intestinal ................ccccceeeeeiiiiinnnnne. 17
B2 180 ettt e, 19
B.2.2 COlON ... 21
5. CONCLUSOES ... e 26

REFERENCIAS.......c.oeoee e, 27



1. INTRODUCAO

A Retocolite Ulcerativa (RCU), uma das Doencas Inflamatorias
Intestinais (DII), representa um desafio crescente para a saude global. Caracterizada
por uma inflamagcdo crénica e recidivante da mucosa do célon e do reto, se
manifesta através de sintomas como diarreia, dor abdominal, urgéncia fecal e perda
de peso. A incidéncia da RCU tem aumentado progressivamente, em especial nos
paises desenvolvidos e em nacdes em processo de ocidentalizacdo, sugerindo uma
forte influéncia de fatores ambientais e de estilo de vida na sua etiologia. Para além
dos danos fisicos causados, a RCU impde um impacto profundo na qualidade de
vida dos pacientes, afetando negativamente os seus aspectos psicolégicos e
psicossociais, o que pode culminar em ansiedade, depressao e isolamento social. A
complexidade da sua patogénese e a cronicidade da doenga implicam na
necessidade de uma compreensao mais aprofundada dos seus mecanismos
subjacentes para o desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias

terapéuticas (Cervantes et al, 2024).

Nas ultimas décadas, tem-se consolidado a hipotese de que a RCU
nao € apenas uma doencga do hospedeiro, mas sim o resultado de uma interacéao
desregulada do ecossistema que compde o trato gastrointestinal (TGl), o sistema
imune do individuo e a microbiota intestinal. O conceito de disbiose, definido como
um desequilibrio na composicao e/ou funcao desta comunidade microbiana, emergiu
como um dos pilares centrais na patogénese das Doencgas Inflamatérias Intestinais
(Dlls). Em individuos saudaveis, a microbiota intestinal vive em simbiose com o
hospedeiro, desempenhando fungbes essenciais na digestdo de nutrientes, na
manutencdo da integridade da barreira intestinal e na maturacado e regulagdo do
sistema imune. Na RCU, este equilibrio é quebrado, resultando numa resposta imune

inadequada contra bactérias comensais,



0 que perpetua a inflamagcdo da mucosa e contribui para a cronicidade da doenca

(Qiu, 2022).

Entre os multiplos fatores ambientais capazes de modular a
microbiota intestinal, a dieta aparece como um dos mais potentes e diretos. As
dietas ocidentais modernas, frequentemente caracterizadas por um elevado
consumo de gorduras e proteinas de origem animal e um baixo teor de fibras, tém
sido associadas a um risco aumentado de DIl. Em particular, o crescente consumo
de dietas hiperproteicas (HP) levanta questdes significativas sobre os seus efeitos
na saude colbnica. A proteina nado digerida no intestino delgado torna-se um
substrato para a fermentacao pela microbiota do célon, um processo que gera uma
série de metabdlitos bioativos. Alguns destes compostos podem ser benéficos como
os acidos graxos de cadeia ramificada, mas outros como o sulfeto de Hidrogénio,
quando produzidos em excesso, sao potencialmente téxicos e pro-inflamatorios,
podendo comprometer a integridade da barreira intestinal e exacerbar a inflamacao

em individuos geneticamente suscetiveis (Vidal-Lletjés, 2019).

A compreensdo das complexas interagbes causais entre dieta,
microbiota e a resposta imune do hospedeiro € um desafio em estudos humanos,
devido a multiplicidade de variaveis genéticas e ambientais ndo controlaveis. Com
isso, os modelos animais sdo fundamentais. O modelo de colite induzida por sulfato
de sodio dextrano (DSS) em camundongos, particularmente na linhagem C57BL/6, é
amplamente utilizado por mimetizar de forma satisfatéria e reproduz muitas das
caracteristicas histopatologicas e clinicas da RCU humana. Este modelo permite o
estudo dos mecanismos fisiopatolégicos da RCU em ambiente controlado,
diminuindo as possiveis variaveis que o estudo em humanos possuem. O modelo

ainda possibilita um aprofundamento nos mecanismos moleculares e celulares que



frente a um gatilho dietético especifico, causam alteragbes na microbiota e a

subsequente resposta inflamatoéria do hospedeiro (Chassaning et al, 2014).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Retocolite Ulcerativa

A Retocolite Ulcerativa (RCU) é uma doenca inflamatoéria crénica do
intestino, de natureza idiopatica, que se distingue por um processo inflamatério
difuso e continuo, que atinge a mucosa e submucosa do célon, reto e a porcéo
terminal do ileo. A sua patogénese é multifatorial, resultando de uma interacao ainda
nao completamente compreendida entre a suscetibilidade genética do hospedeiro,
um conjunto de fatores ambientais e uma resposta imune desregulada, contra
componentes da microbiota intestinal (Cervantes, 2024). Sua etiologia, por ndo ser
totalmente conhecida, se torna um desafio para a ciéncia.

Dessa forma, altas taxas de morbidade e mortalidade decorrente da
RCU sao comuns, nado tendo uma cura definitiva para ela, possuindo apenas
tratamentos paliativos. A fisiopatologia da RCU é caracterizada por um aumento da
permeabilidade intestinal que favorece a translocag¢do de antigenos e metabolitos do
limen intestinal para dentro da lamina propria, ocasionando uma ativagdo anormal
do sistema imune, bem como o aumento da producao de citocinas pré-inflamatorias,
como ilustrado na figura 1 (FRIEDRICH; POHIN; POWRIE, 2019; NEURATH, 2014;

WEHKAMP et al., 2016).



Figura 1. llustracdo esquematica representando a fisiopatologia da RCU.
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Fonte: De Abraham et al (2009).
2.2 O impacto da RCU na sociedade

A RCU é uma doenga que pode acometer homens e mulheres e &
mais frequentemente detectadoa na Europa, América do Norte e Oceania. No Brasil,
estudos epidemiologicos mostram que houve um aumento da incidéncia de RCU,
principalmente em estados mais economicamente desenvolvidos como Sao Paulo
(QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019). Ainda nao existem dados de impacto

econdbmico que a RCU causa no Brasil, mas, nos EUA e Europa, gastos, direta e



indiretamente relacionados ao tratamento de RCU, podem chegar a 12 bilhdes de
dolares ao ano (GOYAL et al., 2014).
2.3 A dieta hiperproteica e suas repercussdes

No Brasil, a dieta de parte da populacédo € composta por uma alta
ingestao de carnes, principalmente vermelha, habito que caracteriza uma ingestao
proteica quase duas vezes acima do recomendado (AVILA et al., 2016). Para
humanos adultos e saudaveis, a recomendacao € que se consumam em média 0,8
g/Kg/dia de proteina (RODRIGUEZ; MILLER, 2015), entretanto em cidades grandes
do Brasil, o consumo diario proteico extrapola essa recomendacado e chega a até
1,2g/Kg para mulheres e 1,4g/Kg para homens (MAFRA; LEAL, 2016).

Essa ingestdo excessiva de proteinas diarias pode contribuir para
alteracdes na microbiota intestinal, alterando ndo s6 os individuos que a compbe
mas bem como seus metabdlitos, favorecendo a proliferacdo de bactérias
proteoliticas. A dieta tem a capacidade de alterar a morfologia de células epiteliais e,
em decorréncia disso, aumentar também a permeabilidade da barreira intestinal,
podendo levar a uma exacerbac¢ao da inflamag¢ao aguda no célon causada pela RCU
(LLEWELLYN et al., 2018).

2.4 Arespostado corpo a RCU

O trato gastrointestinal € um dos locais de contato do organismo
com o meio externo, a microbiota local atua como uma barreira imunoldgica com
resposta protetora eficaz contra agentes patogénicos, bem como na quebra de
substancias para absorcdo local. Na RCU, ocorre a perda dessa interacéo

mutualistica, a doenga € o resultado de uma falha nos mecanismos de tolerancia



imunoldgica, levando a uma ativagado cronica e excessiva do sistema imune da
mucosa contra a propria microbiota residente (Cunha & Ledo et al, 2019).

A resposta imune na RCU envolve tanto o sistema imune inato como
o0 adaptativo. As células epiteliais intestinais e as células imunes residentes na
lamina propria, como macrofagos e células dendriticas, expressam receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) que detectam moléculas microbianas. Numa
situacdao de homeostase, esta deteccao leva a respostas regulatorias que mantém a
integridade da barreira. No entanto, em individuos geneticamente suscetiveis, a
sinalizacdo via PRRs pode desencadear uma cascata pro-inflamatoria exacerbada.
Esta resposta inata inicial recruta neutrofilos e outros leucdcitos para o local da
inflamacdo, causando dano tecidual. Subsequentemente, uma resposta imune
adaptativa é ativada, caracterizada por um perfil atipico de linfocitos T auxiliares
(Th), com uma producdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias que perpetuam o
ciclo de inflamagao e dano tecidual, caracteristico da cronicidade da RCU (Cunha &
Ledo et al, 2019).
2.5 A microbiota e a disbiose

O intestino humano abriga uma comunidade microbiana densa e
diversificada, com cerca de 10" microrganismos, cujo genoma coletivo (o
microbioma) excede em muito o genoma humano. Em condi¢des de saude, estado
conhecido como eubiose, esta comunidade € dominada principalmente por bactérias
dos filos Firmicutes e Bacteroidetes e desempenha fungdes cruciais para o
hospedeiro, incluindo a fermentacédo de fibras ndo digeriveis para produzir acidos
graxos de cadeia curta (SCFAs), a sintese de vitaminas, a protecdo contra a

colonizagdo por patégenos e a modulacao do sistema imune (Zhang, 2024).



A disbiose, um desequilibrio qualitativo e/ou quantitativo nesta
comunidade microbiana, € uma caracteristica consistente e marcante da DI,
incluindo a RCU. A disbiose na RCU nao é tipicamente causada pela presenca de
um unico agente microbiano, mas sim por uma alteracdo nas proporgoes relativas
dos membros comensais da comunidade, resultando numa fungcdo ecoldgica
alterada. As caracteristicas mais comuns da disbiose na RCU incluem uma reducao
da diversidade microbiana, ocorrendo uma diminuigdo geral na riqueza e variedade
de espécies bacterianas o que se correlaciona com uma menor estabilidade e
resiliéncia do ecossistema intestinal (Haneishi, 2023).

Observa-se uma reducao significativa na abundancia de bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes, em particular de grupos produtores de butirato, como
Faecalibacterium prausnitzii. O butirato é a principal fonte de energia para os
colondcitos e possui potentes propriedades anti-inflamatérias, sendo essencial para
a manutencao da integridade da barreira epitelial e para a regulacdo da resposta
imune local. A disbiose pode causar também o aumento da abundancia de bactérias
potencialmente pré- inflamatorias, como aquelas pertencentes ao filo Proteobacteria,
especialmente da familia Enterobacteriaceae e de outras bactérias com potencial
para degradar a camada de muco protetora, como Akkermansia muciniphila, que
atua na regulacdo da quantidade de muco presente na barreira epitelial (Qiu, 2022).

Esta alteracdo na estrutura da comunidade microbiana tem
consequéncias funcionais profundas. A diminuicdo de microrganismos comensais
fermentativos resulta numa producao deficiente de SCFAs, comprometendo a saude
dos colondcitos e a integridade da barreira intestinal. O aumento da permeabilidade

intestinal permite uma maior translocagdo de componentes microbianos, como o



lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, para a lamina propria, onde
ativam continuamente o sistema imune e perpetuam a inflamacéao (Qiu, 2022).

A relacao entre disbiose e inflamagado na RCU pode ser vista como
uma via bidirecional, se, por um lado, a disbiose pode contribuir para o
desencadeamento da inflamacao, a propria inflamacéao crénica remodela o ambiente
da mucosa intestinal e passa a favorecer a disbiose. Desta forma, a inflamacgéao cria
as condicées ecologicas que sustentam a disbiose, e a disbiose, por sua vez,
fornece o estimulo continuo para a inflamacéo, estabelecendo um ciclo que
impulsiona a cronicidade da doenca.

2.6 A dieta como fator modulador da microbiota

A dieta € um dos principais fatores ambientais que moldam a
composicdo e a fungdo da microbiota intestinal, influenciando diretamente a saude
do hospedeiro. O aumento do consumo de dietas hiperproteicas, uma tendéncia nas
sociedades ocidentais, levanta preocupagdes sobre as suas consequéncias para a
homeostase do célon, especialmente em condi¢des de inflamagao pré-existente ou
de suscetibilidade a mesma. Segundo dados do Departamento Americano de
Agricultura (USDA, 2015; Jantchou et al, 2010), cerca de 50% da populagdo norte
americana ultrapassa o consumo recomendado de proteinas diarias.

O sistema digestivo humano é muito eficiente na digestdo e
absorcdo de proteinas no intestino delgado. No entanto, quando a ingestao proteica
€ elevada, a capacidade absortiva pode ser ultrapassada, resultando na passagem
de uma quantidade significativa de proteinas nao digeridas para o coélon. No
ambiente anaerobio do célon, estas proteinas tornam-se um substrato para a

fermentacao pela microbiota local. Essa fermentag&o no célon, vai gerar metabdlitos



como 2-Metilbutirato, aménia e Sulfeto de Hidrogénio (H2S) que sdo compostos que

irdo formar um microbioma pré-inflamatorio (Blakeley-Ruiz et al., 2025).

Existe uma relagdo entre a quantidade de proteina na dieta e a
severidade da colite. Um estudo em camundongos C57BL/6 com colite induzida por
DSS investigou os efeitos de dietas isocaloricas com diferentes niveis de proteina:
14% (P14, controle), 30% (P30, moderadamente alta) e 53% (P53, muito alta). Os
resultados revelaram que a dieta P53 exacerbou significativamente a inflamacao,
tanto em intensidade como em duragdo. Em contraste, a dieta P30 demonstrou um
efeito benéfico durante a fase de reparagao epitelial, acelerando a resolugdo da
inflamacéo, reduzindo a permeabilidade colénica e promovendo a reparagéao tecidual
em comparagdo com a dieta P14. O efeito protetor da dieta P30 foi associado a
alteracGes na microbiota aderida a mucosa, com um aumento significativo na
colonizagao por géneros produtores de butirato, como Roseburia e Faecalibacterium,

durante a fase de resolugao da colite (Vidal-Lletjos, 2019).
2.7 O uso da PCR na identificacdo de taxons bacterianos

O estudo da microbiota intestinal foi revolucionado pelas tecnologias
de sequenciamento, que permitem uma analise profunda e independente de cultivo
da composicdo e do potencial funcional das comunidades microbianas. O
sequenciamento do gene 16S do RNA ribossémico (rRNA) foca num unico gene
marcador, universalmente presente em bactérias e que codifica a subunidade 16S do
RNA ribossGmico. Este gene € importante para a classificagdo taxonémica porque
contém regides altamente conservadas, que servem de alvo para iniciadores
(Primers) universais de PCR, intercaladas com nove regides hipervariaveis (V1-V9).
As sequéncias destas regides hipervariaveis sao distintas entre diferentes taxons

bacterianos, permitindo a sua identificagdo. O método envolve a extracdo de DNA
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total da amostra, a amplificacdo por PCR de uma ou mais destas regioes
hipervaridveis e o sequenciamento dos produtos de PCR. O resultado final € um
levantamento taxondmico dos individuos presentes na amostra (DURAZZI et al.,

2021).

2.8 O uso do DSS como indutor de RCU

A utilizacdo do DSS como um indutor da RCU €& um modelo
amplamente utilizado em estudos murinos que investigam as doencas inflamatérias
intestinais. Sua utilizacdo se justifica devido a sua simplicidade, reprodutibilidade,
rapidez e controle dos processos. A RCU induzida pelo DSS é um modelo de
inflamacédo que causa danos a camada epitelial do intestino grosso, permitindo a
exposicao da lamina prépria a microbiota e a entrada da mesma juntamente com
seus metabolitos, gerando um processo inflamatério no local (CHASSAING et al.,

2014).
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Figura 2. Representacao visual dos impactos causados pelo DSS no epitelio intestinal.
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Fonte: Chassaning et al, 2014.

Neste contexto, o presente estudo sobre o mapeamento da
microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 com colite induzida por DSS e
submetidos a uma dieta hiperproteica possui grande relevancia. Ao identificar as
alteracdes taxondémicas no modelo experimental, este trabalho tem o potencial de
identificar se a microbiota esta vinculada com as exacerbagdes vinculadas a dieta
hiperproteica nos quadros clinicos de pacientes com colite. Essas descobertas
poderdo nao s6 aprofundar a nossa compreensao da patogénese da RCU, mas
também abrir novos caminhos para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas
mais personalizadas, sejam elas baseadas em modificagbes na dieta, na

administracao de probidticos ou prebiodticos, ou em terapias capazes de modular o
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metabolismo microbiano para restaurar a homeostase intestinal em pacientes com

RCU.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Modelo animal e grupos experimentais

Todos os experimentos a seguir foram previamente aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA,
UEL, oficio 012/2023). Camundongos (Mus musculus) C57BL/6 machos, oriundos de
biotério proprio, foram distribuidos em quatro grupos experimentais: DP (dieta
padrao, sem RCU), HP (dieta hiperproteica, sem RCU), DP/DSS (dieta padrao; com
RCU) e HP/DSS (dieta hiperproteica; com RCU). Cada um dos grupos experimentias
foi composto por cinco animais adultos com 40 dias de vida. Para indugdo da RCU
foi utilizado sulfato de sédio dextrano (DSS) diluido a 3% na agua dos bebedouros
nos primeiros 7 dias do periodo experimental (Chassaning et al, 201. Durante este
periodo, camundongos de todos os grupos experimentais ingeriram dieta comercial
para roedores. A partir do 8° dia foram introduzidas as ragdes experimentais,
normoproteica, com teor proteico de 14%, e hiperproteica, com teor proteico de 30%,
por um periodo de 21 dias. A composicao das ragdes normoproteica e hiperproteica

estao presentes na tabela 1.

Tabela 1. Composicao das dietas padrao e hiperproteica.
Dieta Padrao Dieta Hiperproteica

Ingredientes: Unidade Quantidade Quantidade
Farelo de trigo % 40,73 11,61
Farelo de soja 46% % 29,35 46,65
Milho % 18,73
Casca de soja % 5,24 11,99
Caseina % - 20,00
Calcario % 2,72 2,24
Oleo de soja % 2,20
Sal comum % 0,62 0,64
Premix-app % 0,30 0,30
DI-metionina % 0,08
L-lisina hcl % 0,03
Caulin % -- 6,27
Fosfato bicalcico % - 0,30

Energia bruta Mcal/Kg 3,97 3,97
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3.2 indice de Atividade da Doenca

O acompanhamento da massa corporal dos animais, taxa de
ingestao das dietas, ingestao de agua, consisténcia das fezes e presenca de sangue
nas fezes foi realizado ao longo de todo o periodo experimental para calcular o indice
de atividade da doenca (IAD), utilizado para validar o protocolo de indu¢do da RCU
via DSS. O IAD é medido por uma somatoria de escores, para cada parametro foi
utilizado uma escala de 0 a 4, tendo o IAD total de 12 (Laffin et al, 2019). Os

parametros utilizados estdo presentes na tabela 2, a seguir:

Tabela 2. Pontuagdes para cada parametro analisado no indice de Atividade da Doenca

(IAD). Score Perdade peso  Consisténcia das Presenca de
(%) fezes Sangramento Retal
0 Nenhuma Normal Ausente
{ 1-5% Ligeiramente Soltas  Positivo (sangue oculto)
2 5-10% Soltas Leve (fezes tingidas)
3 10-15% Aquosas Moderado
4 >15% Diarréia Intenso

Fonte: Adaptado de LAFFIN, M., et al., 2019

No dia 28°, os animais foram submetidos a eutanasia por exposi¢cao a
diéxido de carbono e amostras de ileo e colon foram obtidas para as anéalises da
microbiota
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3.3 Andlise qualitativa da microbiota por gPCR

A partir das amostras coletadas, foi feita a extracdo do material
genético presente nelas através da utilizagcdo do QlAamp DNA Mini Kit, segundo as
recomendacdes do fabricante. O material purificado foi quantificado e utilizado para
analise qualitativa da microbiota por g°PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real), utilizando o Rotor-Gene 5plex-HRM Q-series (Qiagen). Para os
ensaios de gPCR, foram utilizados QuantiNova SYBR Green PCR, 1 pM dos
iniciadores especificos para os géneros Akkermansia, Bifidobacterium, Clostridium,
Enterococcus, Fusobacterium, Lactobacillus, Ruminococcus e Veillonella, e 100 ng
do material purificado. Tubos contendo agua ultrapura foram utilizados como
controle negativo. Os oito géneros selecionados representam varios nichos
ecologicos dentro do microbioma intestinal e por isso foram selecionados. Esses
géneros exercem funcdes como fermentacdo de cabroidratos, proteinas e fibras,
bem como alguns deles servem de marcadores de saude intestinal e outros para

marcacao de ambientes inflamados.

A especificidade dos produtos amplificados foi confirmada pela
analise da curva de dissociacao (Melting Curve), realizada apos a etapa de
amplificacdo. Foram consideradas positivas as amostras cujo pico de dissociagao foi
maior ou igual ao pico de dissociagdo do controle positivo. Amostras que nao tiveram
picos de fluorescéncia acima do limiar de detec¢ao (Threshold) foram consideradas
negativas. A figura 3 demonstra uma amostra positiva e outra negativa para

Bifidobacterium, como exemplo:
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Figura 3. Analise de curva de dissociagcado (Melting Curve) dos produtos de gPCR no
software Rotor-Gene Q Series.
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As linhas vermelhas representam o controle positivo com temperatura de
dissociacdo com média de 80,6°C. As linhas roxas representam uma amostra
positiva para o género Bifidobacterium e as linhas azuis representam uma amostra

negativa.

Os resultados da analise qualitativa por gPCR foram avaliados
utilizando o Rotor-Gene Q-series software. Para a elaboragcdo dos graficos

apresentados, foi utilizado o software GraphPad Prism.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 indice de Atividade da Doenca (IAD)

O indice de Atividade da Doencga (IAD) demonstrou que o DSS induziu
o surgimento dos sinais clinicos caracteristicos da RCU; todos 0s grupos expostos ao
DSS apresentaram aumento progressivo de IAD até atingirem valores de escore
superiores a 8 no sétimo dia de experimento. O grupo DP n&o teve nenhum registro de
escore devido a auséncia da inflamacéo pelo DSS, no entanto, o grupo HP apresentou

escore baixo mas que pode ser indicio de uma inflamacéao leve, com possivel ligagcao
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com a dieta na qual os animais foram submetidos. Os camundongos expostos ao DSS
e submetidos a dieta hiperproteica apresentaram um IAD superior ao grupo inflamado
com dieta padrao.

Os resultados de IAD corroboram a eficacia do protocolo em induzir a
RCU nos camundongos. Além disso, evidencia que a dieta atua como um agravante
nos sinais clinicos dos animais, uma vez que quando comparados os escores de
DP/DSS (escore 8) com HP/DSS (escore 12), HP/DSS apresentou pontuacao 50%
maior que DP/DSS entre o sexto e sétimo dia. A dieta hiperproteica combinada a
inflamagcdo por DSS aumenta a expressdo da enzima pré-inflamatéria COX-2,
causando alteragdes histopatologicas como perda da barreira epitelial, hiperplasia das
células, edemas na camada submucosa e redu¢ao no numero de criptas, dessa forma,
agravando os sinais clinicos da doenca (Cui; Kim, 2018).

Figura 4. Grafico da progress&o do indice de Atividade da Doenca
(IAD).
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Fonte: O autor.
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4.2 Analise qualitativa da microbiota intestinal
Apoés realizadas as corridas de gPCR das amostras intestinais, os
resultados obtidos mostram uma discrepancia nas deteccoes dos géneros
bacterianos analisados entre os grupos estudados, evidenciando ndo s6 como os
grupos experimentais diferiram entre si, mas também como ileo e colon tém
diferencas em termos de atividade microbiana em seus epitélios. O quadro 1 e a

figura 5 demonstram essas diferencas:

Quadro 1. Visao geral da presenga ou auséncia dos géneros bacterianos nas amostras
analisadas.

DP | DP/DSS | HP | HP/DSS | DP DP/DSS | HP HP/DSS

fleo | lleo fleo | lleo Colon | Célon Colon | Célon

Akkermansia

Bifidobacterium

Clostridium

Enterococcus

Fusobacterium

Ruminococcus

Veillonella

Lactobacillus

O quadro apresenta a frequéncia de deteccdo dos géneros

bacterianos nas amostras de ileo e colon dos diferentes grupos experimentais (DP,
DP/DSS, HP e HP/DSS). A intensidade da coloracdo varia do mais claro ao mais
escuro, representando a quantidade de animais em que cada género foi detectado: 0
(nenhuma detecc¢ao), 1, 2, 3, 4 e 5 (presente em todos 0s animais do grupo). Valores

mais escuros indicam maior frequéncia de deteccéao.
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Figura 5. Numero de detecgdes totais observadas no ileo e Célon.
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Somatério total de deteccbes de todos os grupos experimentais por érgéo.

A diferenca de observasdes dos géneros bacterianos entre o ileo e
Célon confirma a grande atividade microbiana encontrada no intestino grosso e
como ela é maior que a atividade que se tem na porcao final do intestino delgado,
como observado na figura 5. Estima-se que nos intestinos existam cerca de 10"/
bactérias por grama de contetdo intestinal, sendo que desses, aproximadamente 104
estdo localizadas no ileo e 10" estdo no Célon (Wang, L., et al. 2024). Os achados
demonstram essa diferenca, uma vez que a microbiota encontrada no Codlon foi

146,46% maior que a encontrada no ileo, sendo 2,46 vezes maior.
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4.2.1 lleo
A seguir os dados obtidos no ileo dos animais estudados:

Figura 6. Grafico comparativo da presenca dos géneros bacterianos presentes no ileo nas
amostras dos grupos DP e DP/DSS, detectados por qPCR.
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Fonte: O autor.

O grupo DP do ileo se caracterizou pela presenga de seis dos oito
géneros investigados, tendo Veillonella como o género observado com maior
frequéncia, presente em quatro amostras, seguido por Enterococcus e
Ruminococcus, ambos detectados em trés amostras. Bifidobacterium, Clostridium e
Fusobacterium foram encontrados em duas amostras cada. No entanto,
Lactobacillus e Akkermansia nao foram detectados em nenhuma das amostras do
ileo neste grupo. Este € um perfil regular da comunidade microbiana do intestino
delgado, caracterizado por um transito rapido de particulas, pH mais elevado e maior
concetragao de oxigénio e acidos biliares quando comparado ao célon (Bron et al,
2025).

A completa auséncia dos oito géneros de bactérias investigados no
grupo DP/DSS sugere que a inflamagdo causou uma disbiose total dos individuos
desses géneros. Essa auséncia pode ser justificada devido a inflamacao no colon e
na porcao terminal do ileo, o que pode ter sido causada pela translocagao

de citocinas pro-
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inflamatoérias como TNF-a e IL-6 na circulagdo, criando um ambiente inflamatério que
nao se restringiu apenas ao colon e teve impacto na microbiota ileal (Han et al., 2018).
TNF-a produzida tem capacidade de degradar proteinas de juncdes ocludentes,
fazendo com que haja um aumento na permeabilidade intestinal e criando um ambiente
hostil para bactérias anaerdbicas. O IL-6 translocado no ileo, vai modular a composicao
da microbiota através de alteragcdes no acido biliar, na disponibilidade de oxigénio e
também na producgéo de peptideos antimicrobianos (Alhendi; Naser, 2023). Esses fatos

podem justificar a disbiose total observada em DP/DSS.

Figura 7. Grafico comparativo da presenca dos géneros bacterianos nas amostras dos
grupos HP e HP/DSS, detectados por gPCR.
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Fonte: O autor.

Quando comparado ao grupo DP, o grupo HP revela que a dieta por
si s6 € um agente modulador da microbiota intestinal. As alteracbes observadas no
grupo HP sugerem que uma dieta rica em proteinas induz um estado pré-disbiético
ou com maior suscetibilidade a uma disbiose, mesmo antes de uma inflamacao. No

ileo, comparando os grupos experimentais HP e DP, a dieta hiperproteica induziu
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mudancgas nas frequéncias de deteccdo de géneros determinantes na fermentagao
de carboidratos, Clostridium reduziu de duas amostras para uma, € Ruminococcus,
de trés amostras para uma também. Fusobacterium, detectado em duas amostras
de DP, nao foi detectado em HP. Por outro lado, Lactobacillus que nao havia sido
detectado em DP, foi detectado em duas amostras do grupo HP. Indicando que a
dieta hiperproteica esta favorecendo a proliferacdo de bactérias proteoliticas e
potencialmente desfavorescendo as bactérias fermentadoras de fibras (Snelson,
2021).

A mesma analise feita em DP/DSS pode ser replicada para HP/DSS,
uma vez que seus resultados sdao muito semelhantes. A dieta hiperproteica induziu
poucas alteragdes no ileo inflamado em comparagdo com a dieta padréo, sete dos
oito géneros investigados ndo apresentaram detecgdo em nenhuma das amostras e
apenas em uma das cinco amostras detectou a presenca de Ruminococcus.

4.2.2 Colon

A seguir, os dados obtidos no célon dos animais estudados:

Figura 8. Grafico da presenca dos géneros bacterianos nas amostras dos grupos DP e
DP/DSS, detectados por qPCR.
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Fonte: O autor.

Em contraste ao detectado no ileo (figura 6), o grupo DP do cdlon
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(Figura 8) exibiu maior presenca de bactérias nas amostras analisadas, indicando
maior densidade, atividade e diversidade bacteriana do intestino grosso em relagao
ao intestino delgado. Cinco dos géneros investigados (Bifidobacterium,
Fusobacterium, Ruminococcus, Veillonella e Lactobacillus) foram detectados em
todas as amostras analisadas. Clostridium foi detectado em quatro amostras e
Enterococcus em duas. Semelhante ao observado no ileo, Akkermansia né&o foi
detectado nas amostras de DP.

Esses achados indicam um microbioma saudavel, com a presenca
de bactérias que sao conhecidas por sua funcdo de manutencdo da homeostase
intestinal, regulacdo do sistema imune, fortalecimento da barreira epitelial, bem como
na producao de compostos antimicrobianos e na degradacéo de fibras e proteinas.
Bifidobacterium e Lactobacillus s&do géneros usados como marcadores de saude
intestinal (Gavzy, 2023; La Reau, 2018), e sua presenca em todas as amostras
analisadas confirma que os animais do grupo controle (DP) estavam saudaveis.

A analise do grupo DP/DSS do coélon, € um retrato classico de
disbiose associada a colite ulcerativa. Enquanto no ileo a inflamag&o resultou em
uma erradicagcdo total dos géneros estudados, no coélon observou-se uma
modificacdo grande da comunidade microbiana.

Houve uma diminuicdo de varios géneros comensais de bactérias,
Bifidobacterium, detectado em cinco amostras no grupo saudavel, foi encontrado
apenas em uma amostra no grupo com colite. Clostridium, Fusobacterium e
Lactobacillus, todos com alta prevaléncia em DP, tiveram detecc¢ao reduzida, nao
sendo mais encontrados em nenhuma amostra, com exce¢ao de Fusobacterium que

foi encontrado em uma amostra.
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A auséncia de agentes chave na manutencdo da homeostase
intestinal, como Bifidobacterium e Lactobacillus, pode levar a uma diminuicdo da
integridade da barreira intestinal, menor producao de acidos graxos de cadeia curta
e na modulacdo da resposta imune (Abdulgadir; Engers; Al-Sadi, 2023). Em
contrapartida, outros géneros apresentaram maior proeminéncia. Enterococcus
aumentou sua frequéncia de deteccdo de duas amostras no grupo DP para trés
amostras no grupo inflamado.

A familia Enterobacteriaceae, € um dos marcadores microbianos
mais consistentes para inflamacéo intestinal; sdo bactérias anaerdbias facultativas e
possuem vantagem competitiva no ambiente inflamado do intestino. A inflamacao
leva ao aumento de aceptores de eletrons alternativos, como nitrato e oxigénio, e
permite que essas bactérias se reproduzam. Além disso, o LPS presente na
composi¢cao da parede celular dessas bactérias, age como um indutor da via de
sinalizagao do receptor Toll Like 4 (TLR4) (Gouveia, 2024), induzindo diretamente a
cascata inflamatoria e a producdo de citocinas e quimiocinas que irdo recrutar
celulas imunes.

A deteccao de Akkermansia em uma das amostras de DP/DSS vai
contra o observado nos grupos saudaveis, uma vez que esses nao apresentaram em
nenhum dos casos a presenca do género. Apesar de ser pequena, a presenca de
Akkermansia pode sugerir um aumento no conteudo de muco intestinal ocasionado
pela inflamacao via DSS. Espécies do género, como Akkermansia muciniphila, sdo
bactérias especializadas na degradacdo de mucinas, glicoproteina base na
composicdo do muco. A. muciniphila € uma das grandes responsaveis pela
manutencdo da espessura da camada de muco intestinal e sua presenga pode ser

favorecida em um cenario de maior producdo de muco como resposta do
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hospedeiro, na tentativa de reparar a barreira danificada pela inflamagao. Criando

assim um nicho favoravel para sua proliferacao (Zhao et al, 2024).

Figura 9. Grafico da presenca dos géneros bacterianos nas amostras dos grupos HP e
HP/DSS, detectados por gPCR.
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No coélon também houveram mudangas quando comparados os
grupos DP (Figura 8) e HP (Figura 9). A frequéncia de deteccao de Ruminococcus
diminuiu de cinco para trés. Enterococcus foi detectado em mais amostras,
aumentou de duas para quatro amostras, esse género €& caracterizado pela
producao de substancias pro-inflamatérias como a gelatinase, que tem a capacidade
de degradar colageno e E-caderina, responsaveis por manter a adeséao celular. Uma
vez que essas proteinas sdo quebradas pelos metabdlitos bacterianos, as jungoes
aderentes das células sao enfraquecidas e a permeabilidade instestinal aumenta,
permitindo a translocacdo de bactérias e seus metabdlitos, favorecendo um
ambiente inflamatorio.

Enterococcus pode também ser interpretado como patégeno
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oportunista, quando a homeostase intestinal € quebrada (Steck et al., 2011).
Bifidobacterium e Clostridium mantiveram a mesma frequéncia de detecgédo em HP
em relacdo a DP, no entanto, Fusobacterium, Veillonella e Lactobacillus diminuiram
sua deteccao, de cinco amostras para quatro. Ruminococcus também apresentou
reducao, de cinco para trés. Indicando que o efeito disbidtico da dieta se mantém no
colon, assim como ocorreu no ileo.

O resultado observado em HP/DSS (Figura 9) reflete uma atuacao
conjunta da dieta com a inflamagdo e que resulta em um colapso microbiano
completo no célon. Nenhum dos oito géneros bacterianos analisados foi detectado
em qualquer uma das amostras estudadas. Esse resultado revela a capacidade
potencializadora que a dieta tem ao ser administrada junto a inflamagéo. O grupo HP
(Figura 9) apresentou uma pequena disbiose.

O grupo DP/DSS (Figura 8) apresentou uma disbiose maior, porém
mantendo ainda uma comunidade microbiana consideravel. O resultado em HP/DSS
(Figura 9), no entanto, demonstra que a dieta atua como um potente modificador dos
sinais clinicos da doenca e transforma uma disbiose leve em um colapso da
microbiota. A dieta hiperproteica nesse cenario, poderia funcionar como um fator de
estresse crénico que elimina a resiliéncia da microbiota intestinal e auxilia no dano

tecidual.



26

5. CONCLUSOES

A dieta hiperproteica se demonstrou uma variavel extremamente
importante na modulagcdo da microbiota intestinal, exercendo um papel critico na
disbiose e na piora dos sinais clinicos em ambos os grupos saudaveis e inflamados.
Dessa forma, conclui-se que a dieta hiperproteica administrada simultaneamente a
uma inflamacgao de colite ulcerativa, causou uma disbiose nos grupos investigados e

contribuiu para que houvessem agravos no quadro clinico dos camundongos.
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