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Seu Nome ¢é Hoje

Somos culpados de muitos erros e muitas falhas, mas nosso
pior crime é abandonar as criangas, desprezando a fonte de
vida. Muitas das coisas que precisamos podem esperar. A
crianga ndo pode. E exatamente agora que 0s seus 0SSOS
estdo se formando, seu sangue esta sendo produzido e seus
sentidos estdo se desenvolvendo. Para ela ndo podemos
responder “Amanha”.

Seu nome ¢é “Hoje”.

Gabriela Mistral, 1948



RESUMO
Estima-se que 45% dos 6bitos de individuos menores de cinco anos de idade se
relacionem com a desnutricdo. Quadros graves de desnutricdo infantil tem como
tratamento o uso profilatico de Cotrimoxazol, um antimicrobiano de amplo espectro.
Apesar do tratamento promover ganho de peso, pouco se sabe sobre o impacto a
curto e longo prazo na microbiota intestinal. A microbiota exerce um importante papel
na regulagcao do sistema imunolégico. Dessa forma, quadros de disbiose podem
acarretar no estabelecimento de doencas crénicas na vida adulta. Para melhor
explorar esse fenbmeno, desenvolvemos um modelo animal de desnutricao infantil
em camundongos C57BL/6 machos e fémeas. Os animais, com 21 dias de vida,
foram submetidos a uma restricdo alimentar de 40%, em relagdo ao consumo normal,
por um periodo de trés semanas. Posteriormente o status nutricional foi recuperado
com a normalizagdo gradual do volume de ragao pelo periodo de duas semanas.
Conforme preconizado pela Organizagdo Mundial da Saude, os animais desnutridos
foram tratados, simultaneamente ao protocolo de desnutricido, com Cotrimaxazol
pelo periodo de duas semanas. Dessa forma, foram criados quatro grupos
experimentais: 1. Controle; 2. Desnutrido; 3. Cotrimoxazol; 4. Desnutrido +
Cotrimoxazol. A restricdo alimentar induziu um tipo de desnutricdo aguda e grave
nos animais, cujo déficit de peso ficou entre 35 a 44% em relagédo aos controles.
Com a reintroducéo gradual da alimentacao, este quadro foi revertido e o indice de
massa corporal dos animais foi normalizado. A desnutricao também diminuiu o peso
do bacgo (p<0.01) e globulinas no soro (p<0.0001). O uso de Cotrimoxazol néo
interferiu nos parametros morfométricos. A microbiota foi estudada em amostras de
fezes coletadas em trés tempos experimentais: 1. Anterior; 2. Posterior a desnutri¢ao;
e 3. Apds a recuperagao do status nutricional. Foi realizado o sequenciamento da
regiao V3-V4 do gene 16S RNA. Nos animais controle, foi observado um aumento
significativo da diversidade microbiana entre o primeiro tempo experimental e o
ultimo (p=0.0078). Apesar disso, o perfil classico de composicao dos filos, com maior
representacdo de Firmicutes e Bacteroidetes, foi mantida durante todos os tempos
experimentais. Por outro lado, o protocolo de desnutricdo interferiu diretamente
nessa proporg¢ao, diminuindo Firmicutes, expandindo a de Bacteroidetes. Esse efeito
foi ainda maior nos animais tratados somente com Cotrimoxazol. Porém quando o
farmaco foi aplicado em animais desnutridos a proporcao dos filos aproximou-se do
observado no controle. Também foram observadas diferengas entre a composi¢cao
da microbiota de machos e fémeas nestas condicdes. Mais especificamente,
enquanto camundongos machos desnutridos ou tratados com Cotrimoxazol
apresentaram reducao de representantes da familia Ruminococcaceae, fémeas com
0 mesmo tratamento apresentaram aumento dessa familia. A recuperagao nutricional,
que foi capaz de normalizar a morfometria, ndo normalizou a composi¢cao da
microbiota. Machos recuperados da desnutricdo tiveram a diminuicdo de diversos
taxons, como do género Lactobacillus sp.. Entretanto, animais recuperados da
desnutricdo e tratados com antimicrobiano tiveram aumento significativo dos filos
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria em relagdo aos animais somente
desnutridos. Mesmo promovendo o crescimento de diversos filos, a composicdo da
microbiota n&o foi normalizada nos animais desnutridos e tratados com o farmaco,
seu uso resultou num outro perfil de disbiose. Dessa forma, € necessario que
intervencgdes para desnutricdo infantil considerem a disbiose da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Cotrimoxazol. Microbiota intestinal. Restricdo alimentar.



ABSTRACT

It is estimated that 45% of deaths of individuals under five years of age are related to
malnutrition. Severe cases of child malnutrition are treated with the prophylactic use
of Cotrimoxazole, a broad-spectrum antimicrobial. Although the treatment promotes
weight gain, little is known about the short- and long-term impact on the intestinal
microbiota. The microbiota plays an important role in regulating the immune system.
Thus, dysbiosis can lead to the establishment of chronic diseases in adulthood. To
better explore this phenomenon, we developed an animal model of child malnutrition
in male and female C57BL/6 mice. The animals, with 21 days of life, were submitted
to a 40% food restriction, in relation to normal consumption, for a period of three
weeks. Subsequently, the nutritional status was recovered with the gradual
normalization of the volume of feed for a period of two weeks. As recommended by
World Health Organization, malnourished animals were treated, simultaneously with
the malnutrition protocol, with Cotrimaxazole for a period of two weeks. In this way,
four experimental groups were created: 1. Control; 2. Malnourished; 3. Cotrimoxazole;
4. Malnourished + Cotrimoxazole. Food restriction induced a severe acute
malnutrition, with weight deficit between 35 and 44% in relation to controls. With the
gradual reintroduction of feeding, this situation was reversed and the animals' body
mass index was normalized. Malnutrition also decreased the weight of the spleen
(p<0.01) and globulins in the serum (p<0.0001). The use of Cotrimoxazole did not
interfere with the morphometric parameters. The gut microbiota was analyzed by
sequencing the V3-V4 region of the 16S RNA gene extracted from feces, in three
experimental points: 1. Before malnutrition; 2. After malnutrition; 3. After the recovery
of nutritional status. In the control group, a significant increase in microbial diversity
was observed between the first and the last experimental points (p= 0.0078). Despite
this, the classic phyla composition profile, with a greater representation of Firmicutes
and Bacteroidetes, was maintained throughout the experimental points. On the other
hand, the malnutrition protocol directly interfered in this proportion, reducing
Firmicutes and expanding Bacteroidetes. This effect was even greater in animals
treated with Cotrimoxazole alone. However, when the drug was applied to
malnourished animals, the proportion of phyla was similiar with the observed in the
control group. Differences were also observed between the composition of the male
and female microbiota in these conditions. More specifically, while male
malnourished mice or treated with Cotrimoxazole showed a reduction in members of
Ruminococcaceae family, females with the same treatment showed an increase in
members of this family. Nutritional recovery, which was able to normalize
morphometry, did not normalize the composition of the microbiota. Males recovered
from malnutrition had a decrease in several taxa, such as the genus Lactobacillus sp.
Even thought it promoted the growth of several phyla, the composition of the
microbiota was not normalized in malnourished animals treated with the drug, and
therefore,it resulted in a different dysbiosis profile, suggesting the need for
interventions for child malnutrition that take into account the dysbiosis of the intestinal
microbiota.

Keywords: Cotrimoxazole. Gut Microbiota. Food Restriction.
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1 INTRODUGAO

1.1 DESNUTRICAO INFANTIL

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define desnutrigho como o
desequilibrio deficitario entre a ingestdo de nutrientes e a necessidade fisioldgica do
individuo (WHO, 2020b). Em 1977, a OMS delineou um protocolo de caracterizagao
da desnutricdo usando dados antropométricos de peso e altura em relacédo a idade
do individuo (WATERLOW, 1977). Tinha-se por objetivo facilitar estudos de larga
escala, mesmo em nagdes com recursos escassos, €, assim, uniformizar a coleta de
dados, buscando comparag¢des globais entre populagdes distintas. Para essas
comparagdes globais, era necessario levar em consideragdo caracteristicas
fenotipicas regionais. Portanto, nesse protocolo foi aplicado o conceito estatistico de
escore-z (ou escore padrao), que indica o grau de desvio em relagdo a uma curva
padrdo. Dessa forma, curvas de crescimento padrao foram criadas individualmente
para cada populagao, e o escore-z (quanto o individuo desvia dessa curva) péde ser
comparado a nivel global. Um baixo escore-z correlaciona-se positivamente com a
mortalidade infantil nos paises em desenvolvimento (KIELMANN; McCORD, 1978).

Este protocolo também auxiliou na definigdo dos tipos de desnutricdo, podendo
ser: aguda, crénica e energeético-proteica. A desnutricdo aguda é caracterizada por
uma perda de massa magra pontual, ndo crénica, e normalmente se manifesta com
o individuo apresentando peso insuficiente para sua altura (IBRAHIM et at., 2017).
Essa ultima ainda pode ser dividida em duas categorias: marasmo e Kwashiorkor.
Marasmo é a sindrome causada pela resposta fisiolégica a inanicao, onde ha a
deplegcdo do tecido adiposo subcutdneo e perda de massa magra, sendo mais
comum em individuos com menos de 5 anos pelo alto requerimento calérico do
desenvolvimento dessa faixa etaria (GROVER; EE, 2009). Ainda, esse tipo de
desnutricdo aguda caracteriza-se pelo valor de peso para altura inferior a 3 desvios
padréo em relagdo a curva de referéncia (escore-z igual a 3) (IBRAHIM et at., 2017).
Enquanto Kwashiorkor, a forma mais grave, € comum em criangas mais velhas e é
reflexo de uma dieta deficitaria em proteina, mas ndo necessariamente em calorias.

Sua definicdo é independente dos dados antropométricos, mas acontece através do
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aparecimento de sintomas classicos: edemas, dermatites, abdémen distendido e
hepatomegalia (GROVER; EE, 2009). A desnutricdo crbnica, causada pela dieta
insuficiente de forma duradoura ou recorrente, € responsavel por quadros de
inflamacado crénica com consequente desenvolvimento de doengas, também
cronicas, na vida adulta (por exemplo: diabetes e hipertensdo). O individuo
acometido por essa forma de desnutricdo na infancia costuma apresentar altura
insuficiente para sua idade (IBRAHIM et at., 2017).

Desnutricdo energético-proteica (DEP) é um termo geral que abrange todo
déficit proteico ou caldrico (energético). Devido a sua ampla definigdo, manifestagao
clinica da DEP apresenta-se de forma muito diversa. Frequentemente ocorre em
paises subdesenvolvidos, onde a dieta dos individuos € pobre em proteinas e rica
em cereais ou carboidratos simples (IBRAHIM et at., 2017). A DEP costuma ser
acompanhada também pela deficiéncia de micronutrientes, como vitaminas ou
minerais especificos necessarios para as funcgdes fisioldgicas regulares. Portanto,
sua ocorréncia na infancia, momento em que o individuo esta se desenvolvendo,
pode gerar sequelas graves. Sua manifestagao clinica depende da sua duragéo e do
micronutriente deficitario. Por exemplo, o zinco € um cofator para mais de 200
reagcdes enzimaticas e, quando sua concentragao é reduzida pela DEP, déficits no
crescimento e na maturagao sexual podem ocorrer (CUNNINGHAM-RUNDLES et al.,
2005). O sistema imunolégico também costuma ser comprometido em diferentes
tipos de desnutricdo. A producdo do hormoénio timosina, que regula a maturagao de
células T, é dependente de zinco (KITAMURA et al., 2006). J& a falta de vitamina A é
a maior causa de cegueira em criangas (IBRAHIM et at., 2017). O acido retindico,
primeiro metabdlito da vitamina A, regula a expressdo génica de mucinas (GRAY et
al., 2001), de imunoglobulina A (RUDRARAJU et al, 2014; SEO et al. 2013),
diferenciagcao de células dendriticas e células T na lamina propria (BEIJER et al,,
2014; ROSS, 2012). A vitamina C, por sua vez, parece influenciar os cenarios
inflamatoérios. Camundongos testados em um modelo de inflamacgéo estéril tiveram
uma resposta exagerada e atraso na resolucdo dessa inflamagdo quando em
hipovitaminose (MOHAMMED et al., 2014). A administragdo da vitamina C atenuou
os efeitos danosos sobre os pulmdes, rins e figado em modelo de sepse letal por
LPS (FISHER et al., 2011; FISHER et al., 2012; MOHAMMED et al., 2014).
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A desnutricdo € um problema global que atinge todas as faixas etarias.
Estimativas da Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagcédo e a Agricultura
(FAO) apontam que 815 milhdes de pessoas ndo consomem a quantidade de
calorias minimas diarias (FAO, 2017); e mais de 2 bilhdes de pessoas apresentam
alguma deficiéncia de micronutrientes (IFPRI, 2016). Esses adultos vivendo sob
cenario de inseguranga alimentar, além de ter a sua qualidade de vida reduzida,
também tem menor condicido de exercer sua parentalidade, portanto, esse numero
impacta também na desnutricdo infantil. Mais de quatro décadas apds a publicacéo
do protocolo de Waterlow (1977), € estimado que 205,3 milhbes de pessoas com
idade inferior a 5 anos estejam sobrevivendo a desnutri¢gao infantil (WHO, 2020b); e
que 207 milhdes apresentam sequelas no seu crescimento (FAO, 2017; UNICEF
2017). Como consequéncia mais grave do quadro, estima-se que 45% dos oObitos de
individuos menores de cinco anos relacionam-se diretamente com a desnutricao
(IFPRI, 2016).

A erradicagdo desse problema faz parte da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel, idealizada pela Organizagdo das Nagdes Unidas
(ONU, 2015) e acordada com diversos paises. Porém, a desnutricdo infantil mostrou-
se uma condicao muito complexa, ndo ligada somente a ingestdo calorica, mas
também a sistemas politico-econdmico, relagbes entre nag¢des, seguranga alimentar
e ao machismo institucional (IFPRI, 2018). O ultimo relatério sobre a Nutricdo
Mundial concluiu que, apesar das metas firmadas, pouco progresso tem sido feito
para erradicacdo da desnutricdo (IFPRI, 2018). A falta de transparéncia e
levantamento de dados de muitos paises agrava a situagdo e escancara o descaso
para o combate do problema. Descaso esse que, além dos problemas humanitarios,
também é refletido economicamente. O relatério de 2016 apontou que Africa e Asia
perdem 11% do valor do seu PIB anualmente para a desnutricdo. A prevencao do
quadro devolveria 16 ddélares para cada unico ddlar investido (IFPRI, 2016). Isso
acontece porque a desnutricdo aumenta custos relacionados a saude, reduz
produtividade, e diminui o crescimento econdmico, podendo perpetuar um ciclo de
pobreza e desenvolvimento de doengas nas comunidades afetadas (WHO, 2020b).

Na América do Sul, o Brasil que vinha apresentando bons indices em relacéo a

desnutricdo infantil até 2007, com diminuicdo do numero de criangas afetadas, nao
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apresentou nenhum levantamento posterior (FAO, 2017; IFPRI, 2018 UNICEF, 2018).
E mesmo a melhora observada até 2007 n&o ocorreu de forma uniforme entre as
criancas brasileiras. Naquele periodo, a desnutricdo crénica afetava 7% das criangas
da popula¢ao geral, sendo maior para meninos (8,1%) do que para meninas (5,8%),
porém dentro da populacéo indigena esse indice se elevava para 30% (PNDS, 2006;
UNICEF, 2018). As politicas publicas n&o tém alcangado populagdes historicamente
marginalizadas, e com isso, a erradicacao da desnutricdo infantil ainda € uma meta
nacional. Em regides pobres que apresentam saneamento basico precario ou
inexistente, a desnutricao infantil € frequentemente associada com a Disfuncéo
Entérica Ambiental (DEA), caracterizada pela inflamacdo cronica do intestino e
permeabilidade do tecido (KEUSCH, 2014). A desnutricdo também foi associada
com disbiose e imaturidade da microbiota intestinal (SUBRAMANIAN et. al., 2014),
aumento da susceptibilidade a doencas diarreicas (IBRAHIM et. al., 2017) e menor
resposta a vacinas orais (GILMARTIN; PETRI, 2015). O que se relaciona, mais uma
vez, a0 aumento de custos com a saude publica, reducdo de produtividade e

diminuicao do crescimento econdmico.

Em 1981, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou suas diretrizes
para a desnutricdo infantii severa no ambiente hospitalar. Nesse documento,
preconizava-se o0 uso de antimicrobiano como tratamento de primeira linha, mesmo
na auséncia de infeccao aparente. Em 1999, as diretrizes foram atualizadas,
mantendo-se a recomendacdo do tratamento com Cotrimoxazol (25 mg of
sulfamethoxazole + 5 mg of trimethoprim/kg) para criangas em desnutricdo severa,
mesmo na auséncia de infecgdo. Além disso, a administracdo do farmaco foi
ampliada para fora do ambiente hospitalar (WHO, 1999; WHO 2005). Conjuntamente
ao tratamento com o antimicrobiano, é prescrito a administragdo de alimento
terapéutico pronto para o uso (do inglés, ready-to-use therapeutic food — RUTF)
respeitando a tolerancia de ingestdo da crianga, mas com objetivo de atingir o valor
energético de 100 a 135 kcal/kg/diaria (WHO, 2013).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE DESNUTRICAO
Os modelos animais de desnutricdo foram criados para entender o fenédmeno

fisiologico em condigdes controladas. Existem duas estratégias predominantes nos
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modelos (WOODWARD, 2016) (Tab. 1). A primeira consiste na restricado calérico
proteica a partir de uma dieta completa, restringindo a quantidade do consumo de
ragao. Ja a segunda é a alimentagao ad /ibitum de uma dieta desbalanceada com a
falta de algum componente essencial, mas completa em outros aspectos, como por
exemplo as dietas hipoproteicas, mas isocaldcias ou as dietas deficientes em algum
micronutriente. Por ultimo, ha os modelos de dietas regionais que replicam em
modelo animais 0 consumo humano da regido, de forma que acabam misturando
deficiéncias de proteinas com outros micronutrientes. Porém, apesar da morfometria
ter sido uniformemente utilizada na categorizacdo da desnutricdo humana, poucos
modelos animais buscaram a padronizacao do status nutricional com a morfometria
do animal (ANSTEAD et al., 2001), tornando muito dificil a correlagado dos resultados
obtidos nos modelos com as alteragdes clinicas observadas em humanos
(WOODWARD, 2016). Apesar das limitagbes, o estabelecimento de modelos
animais foi necessario para explorar os efeitos da desnutricido em diferentes niveis,
fatores ndo nutricionais associados, como infecgdes e o efeito de drogas nesses
cenarios (CORTES-BARBERENA et al. 2008).

1.2.1 RESTRIGAO CALORICO PROTEICA

Um modelo amplamente utilizado, a restricdo calorico proteica consiste em
limitar o consumo de ragao diaria do animal, fazendo com que o seu consumo total
seja apenas parte do que o animal com ragcao ad libitum consome. O uso da
restricdo calodrico proteica na literatura esta bastante associado com estudos de
longevidade. As primeiras observagbes de experimentos de restricdo alimentar
realizados em roedores demonstraram um aumento na longevidade dos animais
(OSBORNE et al.,, 1917; McCAY et al., 1943). Desde entéo, diferentes protocolos
foram criados para murinos e a observagao do aumento na expectativa de vida dos
animais apresentou grande variagcado (30 a 50%) conforme o protocolo adotado
(WEINDRUCH e SOHAL, 1997; WANAGAT et al, 1999; SONNTAG et al., 2000;
FONTANA et al, 2010). Contudo, todos esses protocolos foram realizados em
animais adultos.

Posteriormente, os protocolos de restricdo alimentar foram criados

especificamente como modelos de desnutricdo. Para isso, foi aumentando o volume
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de racao restrita, buscando explorar os impactos do status nutricional em 6rgaos e
sistemas, como por exemplo, o imunologico (MITTAL; WOODWARD, 1985). A
literatura apresenta modelos de restricdo que variam de 15% a 50% em relacédo ao
consumo ad libitum (SALAMEH et al., 2019). A restricdo caldrica de 25% da racgéo
total durante o periodo de 24 dias, em camundongos BALB/c com idade de 26 dias,
foi associada com perda de peso e atrofia do timo (NUNEZ et al., 2013). Entretanto,
uma restricdo calorica de 30% por 14 dias em camundongos C57BL/6J de seis
semanas de idade diminuiu os niveis de marcadores inflamatorios (TNF-a) (PAN et
al., 2018). Animais adultos sdo menos sensiveis a restricao alimentar, e os modelos
que observam efeitos deletérios no sistema imunolégico sdo mais agressivos, como
por exemplo, jejum por 48h (LORD et al., 1998; TANAKA et al., 2011). Por outro lado,
poucos modelos aplicam a restricdo caldrica proteica em camundongos jovens,
optando por modelos que restrinjam nutrientes especificos, sem restringir o acesso a
alimentacao (WOODWARD, 2016).

1.2.2 PROTEINA DEFICIENTE

O modelo de dieta deficiente em proteinas € amplamente utilizado néo para
restringir o consumo de ragao do animal, mas sim limitar a disponibilidade de
proteina, tornando a dieta hipoproteica e isocalérica. Porém, mesmo isocaldrica, a
dieta leva a desnutricio em murinos (BROWN et al., 2015a; EYZAGUIRRE-
VELASQUEZ et al., 2017). Em uma versao mais radical, totalmente isenta de
proteina, foi observado a reducdo na altura das vilosidades intestinais em ratos
adultos, diminuindo a area de absorgédo apds 14 dias de dieta (BELMONTE et al.,
2007). As diferentes respostas encontradas na literatura estdo relacionadas aos
diferentes desenhos experimentais utilizados pelos modelos, a idade em que o
animal é submetido a desnutricdo, por exemplo, se mostra um fato decisivo para as
sequelas observadas. Um exemplo disso é a resposta inflamatdria resultante da
desnutricdo. No modelo com a total auséncia de proteinas proposto por Belmonte et
al. (2007), em animais adultos, n&o foi observada nenhuma diferengca nos niveis
plasmaticos de proteina de fase aguda, a1-glicoproteina acida. Entretanto, quando
camundongos jovens (21 dias de vida) recebem dieta hipoproteica (7% de proteina

na composi¢cao da racgao total) pelo periodo de trés semanas, percebe-se 0 aumento
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da quantidade do marcador proé-inflamatério, proteina quimiotatica de mondécitos-1
(MCP-1) nas fezes (BROWNa et al., 2015). Uma dieta ainda mais hipoproteica (4%)
em camundongos da mesma faixa etaria, submetidos a um protocolo de 2 semanas,
aumentou a presenga de marcadores pro-inflamatérios, lipocalina-2 e
mieloperoxidase nas fezes (DALVI et al., 2018). A mesma restrigdo, por um periodo
mais longo, 4 semanas, levou a expressdo aumentada de mRNA de citocinas proé-
inflamatdrias, como TNF-a, MCP-1 e IL1-a, no figado (DALVI et al., 2018). Ou seja,
camundongos de 21 dias sdo mais sensiveis a dietas hipoproteicas em relagcéo a
camundongos adultos.

O modelo hipoproteico mais radical de desnutricdo feita em camundongos
pos-desmame, através de racido constituida por 0.7% de proteina e administracéo
por 16 dias, aumentou o numero de mondécitos e macréfagos na medula éssea e no
sangue dos animais, com modificagdes na expressao dessas células que sugerem
um aumento de susceptibilidade a doencgas infecciosas (CORWARE et al., 2014). Ja
em animais germ-free, uma dieta hipoproteica tornou-os menores em relagdo ao
controle. Interessantemente, a colonizagdo do comensal Lactobacillus plantarum
normalizou o peso e estatura dos animais, mesmo no regime hipoproteico
(SCHWARZER et al., 2016), sugerindo uma relagao direta entre desnutricdo e a

microbiota intestinal.

1.2.3 DIETAS REGIONAIS

As dietas regionais sdo dietas que simulam dietas humanas endémicas.
Paises em desenvolvimento costumam apresentar baixo consumo proteico e alto
consumo de carboidratos simples, porém isso ndo ocorre de forma homogénea,
entdo os modelos regionais simulam condigbes especificas para recriar o fenétipo
especifico da reigdo nos modelos animais (SALAMEH et al., 2019). Nos anos 90, um
grupo pernambucano desenvolveu um modelo de dieta basica do nordeste brasileiro
para murinos (TEODOSIO et al., 1990). Com base em um levantamento no consumo
familiar da regido, e levando em conta menores custos e disponibilidade dos
alimentos, foi formulada uma ragcdo a base de feijdo, farinha de mandioca, carne
seca e batata doce nas proporgdes observadas no consumo humano. O modelo

apresenta redugdo de proteina (total de 7% formulacéo), gordura (total de 8.2% na
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formulacdo), vitaminas e minerais em relagdo a ragcdo controle. Através da
administracdo da dieta, o fendtipo de marasmo, que era observado nas criangas da
regido, foi reproduzido nos animais (TEODOSIO et al., 1990). Camundongos com 10
dias de vida, ainda em amamentacdo, submetidos a dieta basica do Nordeste
brasileiro, apresentaram aumentada permeabilidade no jejuno, relacionada com a
expressao reduzida de uma proteina de zona de oclusdo chamada Claudin-3 (UENO
etal., 2011).

Em paises como a Gana, que a populacdo carente apresenta uma dieta
baseada no consumo de milho, o fenétipo de desnutricdo Kwashiorkor é bastante
presente, sendo associado a esse alto consumo de carboidrato com auséncia de
proteinas (WILLIAMS, 1933). A dieta regional que foi desenvolvida para recriar o
fendtipo de Kwashiorkor em modelo animal €, portanto, hipercaldrica e hipoproteica
(total de 6.4% na formulagdo), com pouca gordura (total de 3.4% na formulagéo) e
minerais. Foi utilizada em modelos com primatas, onde reproduziu o fenétipo apos
41 semanas de tratamento (FOLLIS, 1957). Porém em camundongos a dieta
sozinha nao foi capaz de criar o fendtipo, sendo necessario também o transplante de
microbiota intestinal proveniente de criangas acometidas por Kwashiorkor (SMITH,
2013). Mais uma vez, a microbiota se mostra como um fator relevante dentro de

quadros de desnutrigao.

1.2.4 MICRONUTRIENTES

Dietas hipoproteicas muitas vezes levam também a falta de micronutrientes,
como zinco e selénio, cuja fonte majoritaria sdo produtos de origem animal
(CUNNINGHAM-RUNDLES; MCNEELEY; MOON, 2005; FILTEAU; WOODWARD,
1982). Esses micronutrientes sdo também capazes de atuar regulando o sistema
imunologico. Em um modelo animal, o consumo aumentado de selénio, modulou a
ativagdo e diferenciagdo de células T (HOFFMANN et al., 2010). Modelos com
restricdo de zinco na dieta nao observaram maior permeabilidade no intestino, ou
maior concentragdo de endotoxinas no plasma (ZHONG et al, 2013). Porém,
quando animais com dieta deficitaria em zinco passam por desafios imunoldgicos,
eles apresentam alteragdes, como diminuicido do tamanho das vilosidades frente ao

desafio com Escherichia coli enteroaderente (BOLICK et al., 2014), e colonizagéo
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prolongada por Shigella flexneri, a qual pode ser revertida apds suplementagao de
zinco (MEDEIROS et al., 2019).

Outra auséncia de micronutriente comum na dieta hipoproteica é a da vitamina
A, pois a sua integragdo nas rotas metabdlicas depende de proteinas
transportadoras, como a proteina transportadora de retinol, que € prejudicada por
uma disponibilidade inadequada de aminoacidos no figado (IBRAHIM, 2018). Assim
como nos modelos de restricdo de proteinas, os modelos de restricdo de
micronutrientes sdo capazes de regular a disponibilidade de vitamina A através da
dieta, criando cenarios hiper ou hipovitaminicos (PAVERT et al., 2014). Em um
desses modelos, camundongos fémeas foram submetidos as duas dietas, hiper e
hipovitaminica para vitamina A, durante o periodo pré-gestacional até o momento do
nascimento dos filhotes. Esses ultimos foram mantidos sob o mesmo regime
dietético até a vida adulta (10 semanas de idade). Nessa condig¢ao, foi possivel
observar que as células linféides inatas do tipo 3 eram controladas por sinalizacao
dependente de vitamina A ainda no ambiente intrauterino. O consumo materno de
vitamina A também modificou o tamanho dos 6rgdos linféides secundarios e a
eficiéncia da resposta imune nos filhotes, mesmo quando adultos (PAVERT et al.,
2014).

A vitamina D, responsavel pela homeostase de célcio e o metabolismo ésseo,
também impacta na defesa do organismo (IBRAHIM et al., 2018). Sua influéncia no
sistema imunoloégico é complexa, estando relacionada tanto em vias pré-
inflamatadrias, com fungdo antimicrobiana, como também com supresséo de resposta
anti-inflamatéria (LAGISHETTY et al., 2011; SASSI et al., 2018; WHITE, 2012). Em
um modelo de malaria cerebral em camundongos C57BL/6, a administracdo de
Vitamina D reduziu a resposta inflamatéria, levando a uma patologia mais branda e
maior sobrevivéncia apds o desafio parasitario. Observou-se, no bago, a reducao da
expressao de IFN-y e TNF, e, o aumento, de expressao de IL-10, e das células T.
Enquanto isso, no cérebro, houve a reducdo da expressao das citocinas CXCL9 e
CXCL10, e, de moléculas de citoadeséo (ICAM-1, VCAM-1 e CD36) levando a
reducdo do acumulo de células T patogénicas e, em ultima analise, melhorando a
barreira hematoencefalica dos camundongos infectados com Plasmodium berghei

ANKA (HE et al., 2014). Ainda, camundongos knockout para o receptor de Vitamina
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D apresentaram maior resisténcia a infeccdo por Leishmania major, patdgeno

intracelular causador da leishmaniose (WHITCOMB et al., 2012).

Tabela 1. Modelos murinos de desnutricdo

Tipo de Idade de R
Modelo o o Crescimento Observacoes Referéncia
animais inicio
Restricdo Caldrica (RC)
Menor inflamagéao
15% RC por Machos L (PARK et al.,
7 sem. Perda de peso (diminuigao de
16 sem. C57BL/6* ’ 2017)
MCP-1 no figado)
Machos e -
25% RC por A . ) (NUNEZ et
) fémeas 4 sem. Perda de peso Atrofia do timo
30 dias al., 2013)
BALB/c*
Menor inflamagéao
30% RC por 2 Machos L (PAN et al.,
6 sem. Perda de peso (diminuicéo de
sem. C57BL/6 2018)
TNF-q)
Alteracbes na
50% RC por 9
) ) Machos e acumulagéo de (MITTAL;
dias seguidos
fémeas 3 sem. N.A. colesterol das WOODWAR
de 40% RC . o
) CBA/J* células epiteliais D, 1985)
por 5 dias )
do timo
Alteragbes no
desenvolvimento
100% RC por Machos . ] (TANAKA et
8 sem. Perda de peso de linfécitos B
2 dias C57BL/6J* ) al., 2011)
mediadas por
leptina
Proteina Deficiente
Reducéo da
altura das
] Machos Adultos o (BELMONT
0% de proteina ~ vilosidades
) Sprague- (ndo Perda de peso . o E et al,
por 14 dias ] intestinais,
Dawley** especifico) 2007)
translocagao
microbiana
Adultos Aumento no
0.7% de Fémeas (CORWARE
com 18 Perda de peso numero de
proteina BALB/c . etal., 2014)
monaocitos e

gramas




25

macraéfagos na

medula e sangue

Permeabilidade (EYZAGUIR
Machos intestinal RE-
4% de proteina ,
) Sprague 8 sem. Perda de peso aumentada, VELASQUE
por 20 dias
Dawley encurtamento das Z etal.,
criptas do colon 2017)
Aumento de
4% de proteina Machos lipocalina-2 e (DALVI et
3 sem. N.A.
por 2 sem. C57BL/6 mieloperoxidase al., 2018)
nas fezes
Aumento na
4% de proteina Machos expressdo de (DALVI et
3 sem. N.A.
por 4 sem. C57BL/6 TNF-a, MCP-1 e al., 2018)
IL1-a no figado
Sem atrofia das
vilosidades
7% de proteina Fémeas ] o (BROWN et
) 3 sem. Perda de peso intestinais e
por 14 dias C57BL/6 al., 2015)
aumento de MCP-
1 nas fezes
8.6% de Machos Comprometimento Resisténcia ao (SCHWARZ
proteina por 35 BALB/c 3 sem. no ganho de peso e horménio do ER, et al,,
dias germ free tamanho crescimento 2016)
Dietas Regionais
Dieta basica
Fendtipo de
do nordeste )
o Machos e ] Comprometimento marasmo como .
brasileiro, Vida . N (TEODOSIO
fémeas ) ) no ganho de peso e identificados em
7.8% de ) intrauterina . et al., 1990)
Winstar** tamanho criangas
proteina por
desnutridas
365 dias
Dieta basica
do nordeste )
o Machos e Comprometimento Aumentada
brasileiro, . . (UENO et
fémeas 2 sem. no ganho de peso e permeabilidade
7.8% de . al., 2011)
C57BL/6 tamanho no jejuno

proteina por 6

sem.

Micronutrientes
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Influencia na
Pobre em
. proliferagéo e (HOFFMAN
Selénio (0.08 Machos
3—4sem. N.A. regulagao das N et al.,
mg/kg) por 8 C57BL/6J ] ]
células CD4+ in 2010)
sem. )
vitro
Pobre em o
. Diminuicao do
zinco com
_ tamanho das
desafio I
) o vilosidades,
imunoldégico Machos o (BOLICK et
4 sem. Perda de peso menor infiltrado
por C57BL/6 ) al., 2014)
o de leucécito no
Escherichia
] ileo frente a
coli- . B
infeccéo
enteroaderente
Diferenciacdo das
) células linféides
Dieta sem R . . .
o Fémeas Vida inatas do tipo 3 (PAVERT et
vitamina A por i ) N.A. .
C57BL/6 intrauterina relacionada ao al., 2016)
10 semanas
consumo de
vitamina A

Tabela adaptada a partir da publicacdo de SALAMEH et al (2019). Dados n&o avaliados (N.A.).
Semana (sem.). Camundongos (*). Ratos (**).
1.3 DISBIOSE, DESNUTRICAO E O DESENVOLVIMENTO INFANTIL

O fendtipo de desnutrigdo grave Kwashiorkor, descrito pela primeira vez em
1933 (WILLIAMS, 1933), apresenta um quadro de edema generalizado, esteatose
hepatica, erupgdes cutaneas, ulceragdes e anorexia. E como mencionado
anteriormente, para ser reproduzido em camundongos foi necessario também o
transplante da microbiota proveniente de criangas afetadas para camundongos nao
colonizados (germ-free) (SMITH, 2013). Esse trabalho langou luz na ligagéo entre a
severidade dos quadros de desnutricio e a disbiose. O termo disbiose, é
comumente descrito como a alteracdo na composicdo da microbiota, que ocorre
devido a fatores ambientais ligados ao hospedeiro, e perturba o ecossistema em um
nivel superior a capacidade de resisténcia ou resiliéncia desse a mudanga (LEVY et
al., 2017).

Outras observacdes mostraram que a microbiota parece exercer um papel

fundamental no desenvolvimento do individuo. Camundongos germ-free sao
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menores que a sua contrapartida colonizada, independente do status nutricional.
Porém, ha uma recuperagédo no seu crescimento quando sao colonizados por uma
unica cepa de Lactobacillus plantarum, efeito observado em dieta completa e
hipoproteica (SCHWARZER et al, 2016). O inverso também ocorre, e o
desenvolvimento da microbiota depende do desenvolvimento do hospedeiro. Em um
estudo sobre a microbiota fecal de criangas de Bangladesh, caracterizada do
nascimento até o final do seu segundo ano de vida, através do sequenciamento do
gene 16S rRNA extraido de amostras de fezes, foi observado a existéncia de um
perfil de composicdo da microbiota para cada etapa do desenvolvimento do
individuo (SUBRAMANIAN et al., 2014). Esse cenario foi descrito como
amadurecimento da microbiota bacteriana. Quando criangas em desnutricdo aguda
ou cronica foram avaliadas quanto a composi¢cdo da sua microbiota, percebeu-se
que os perfis eram semelhantes ao de criangas mais novas (SUBRAMANIAN et al.,
2014). Portanto, a composi¢cao da microbiota de criangas desnutridas foi definida
como imatura. Também observaram que o nivel de imaturidade se relacionava com a
severidade da desnutricdo, isto é, quanto mais imaturo era o perfil de composi¢cao da
microbiota, mais grave era o quadro de desnutricdo do infante. Essas criangas,
quando tratadas com alimento terapéutico, RUTF, apresentaram uma melhora
transiente e ndo integral no perfil de maturidade dessa microbiota, mostrando que a
recuperacao nutricional ndo é suficiente para recuperar a disbiose causada pela
desnutricdo (SUBRAMANIAN et al., 2014)

Portanto, dentro da desnutricio a disbiose parece ser um fator a ser
considerado. Camundongos germ-free com 5 semanas de vida foram colonizados
com a microbiota intestinal de criangas do Malawi, e tratados com a dieta regional
que comumente essas criangas recebem e que certamente as leva a desnutrigao
(BLANTON et al.,, 2016). De fato, essa dieta ndo atende os requerimentos
nutricionais de humanos ou mesmo de camundongos. Como resultado, o grupo de
camundongos colonizado pela microbiota oriunda de criangas desnutridas ganhou
menos peso e massa magra em relagdo ao grupo colonizado pela microbiota
derivada de criangas saudaveis, ainda que os dois estivessem submetidos a mesma
dieta deficiente. Quando os animais dos dois diferentes grupos passaram a coabitar,

e, portanto, trocar microbiota a partir do comportamento coprofago, aqueles com
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microbiota imatura ganharam mais massa magra e peso em relagéo aos animais que
nao passaram por coabitacdo. Isso indicou que a microbiota parece se desenvolver
junto com as necessidades do hospedeiro ao longo do tempo. Além disso, uma
microbiota imatura pode restringir o crescimento do individuo (BLANTON et al.,
2016). Portanto, o desenvolvimento de dietas especificas para o amadurecimento da
microbiota poderia melhorar o quadro de desnutricdo e os indices de biomarcadores
e mediadores de crescimento para esses individuos (GEHRIG et al., 2019). Visto
que a maior parte das publicagcdes € dirigida a desnutricdo aguda e a fotografia
pontual desse cenario, e nao suas sequelas (KANE; DINH; WARD, 2014), um maior
numero de estudos que possa relacionar os efeitos cronicos da disbiose e sequelas
no desenvolvimento é fundamental para a aquisicdo de maior conhecimento nessa
area e por isso a necessidade de desenvolvimento de modelos animais para a

desnutrigcao.

1.4 MICROBIOTAE O SISTEMA IMUNOLOGICO

Assim como a microbiota se relaciona com o desenvolvimento e status nutrici-
onal do individuo, ela também se relaciona com o sistema imunoldgico através de
uma via de mao dupla, onde os dois componentes atuam um sobre o outro. Se por
um lado, a microbiota é tolerada e modulada pelo sistema imunolégico, por outro, o
sistema imunologico amadurece e se regula com a presenga da microbiota, seja
através de seus metabdlitos, padrdoes moleculares associados a eles ou até pelo
contato direto (BELKAID; HARRISON, 2017). Uma estratégia para garantir a
homeostase entre os dois € a distancia fisica entre o tecido epitelial e a microbiota,
pois limita a possibilidade de translocagdo de microrganismos para o tecido. No
intestino, isso ocorre através de alguns componentes, sendo os principais: 0 muco,
0os peptideos antimicrobianos (ambos produzidos principalmente pelas células
epiteliais) e a imunoglobulina A (IgA), produzidos pelos linfécitos B. O muco é res-
ponsavel pela protecdo mecanica e impede a translocacdo, possibilitando a
ancoragem dos comensais (McGUCKIN et al., 2011; SCHROEDER, 2019). Ja os
peptideos antimicrobianos limitam e controlam as populagdes de microrganismos
(HOOPER; MACPHERSON, 2010). Alguns desses peptideos sdo expressos de

forma constitutiva, enquanto outros precisam de sinalizagdes da propria microbiota
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para sua expressdao (HOOPER; MACPHERSON, 2010). A IgA, por sua vez, é
essencial para a manutencdo da homeostase da microbiota intestinal em mamiferos,
definindo a tolerancia e a exclusdo de patdégenos (MCLOUGHLIN et al., 2016;
MOOR et at., 2017; BUNKER; BENDELAC, 2018; DONALDSON et al., 2018). Ela
controla a interagdo da microbiota com o seu hospedeiro ligando-se e recobrindo
esses comensais (WAAIJ et al., 1996; BUNKER; BENDELAC, 2018), regulando a
expressado de epitopos dos mesmos, de forma a diminuir sinais pro-inflamatoérios,
(PETERSON et al., 2007) e prevenindo a adesdo desses organismos no tecido
epitelial (BOULLIER et al, 2009; FERNANDEZ et al., 2003). Entretanto, em contextos
inflamatdrios, como na doenca inflamatdria intestinal, incluindo a doenca de Crohn, a
ligagdo com a IgA é apresentada de forma disfuncional ocorrendo em organismos
ndo comensais (PALM et al.,, 2014; VILADOMIU et al., 2017). Em uma coorte de
criancas em estado de desnutrigdo crbnica, foi observada a diminuicdo de
comensais reconhecidos por IgA e um aumento do reconhecimento de patobiontes
(KAU et al., 2015).

Embora esses mecanismos garantam a distancia fisica mantida em prol da
homeostase, antigenos e produtos metabdlicos de bactérias comensais sao
detectaveis em tecidos periféricos (BALMER et al., 2014; CLARKE et al., 2010). Um
exemplo disso sdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Mamiferos nao dispde
de mecanismos para digerir fibras, enquanto bactérias comensais o fazem através
da fermentacao e o resultado do processo sdo os AGCC (CUMMINGS et al., 1987).
Eles sao utilizados como fonte de energia pelos enterécitos, mas também, ligam-se
aos receptores acoplados a proteina G na membrana de células epiteliais e
hematopoiéticas, atuando como inibidores de histonas deacetilases, modulando a
expressao génica dessas células (MACIA et al., 2015; MASLOWSKI et al., 2009). O
aumento de AGCC circulante, tanto por meio de dieta quanto por administracéao
direta (propionato), leva ao aumento da geragdo de macréfagos e precursores de
células dendriticas (TROMPETTE et al., 2014). Também sao observados efeitos re-
guladores na expresséo de citocinas. O butirato, por exemplo, reduziu a expresséo
de TNF-a, MCP-1, IL-6 em cultura de macréfagos ligados a adipocitos (OHIRA et al.,
2013). Como também ja foi descrito o efeito antiinflamatdério no célon de camundon-
gos e humanos (ANDOH; TSUJIKAWA; FUJIYAMA, 2003). Além disso, a atuacao da
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microbiota sobre a hematopoese € observada ha mais de 30 anos, quando
camundongos tiveram bactérias gram-negativas depletadas da sua microbiota
intestinal, através do uso de antibidticos, acarretando na diminuigcdo de células pro-
genitoras de granulécitos e macréfagos (GORIS et. al,1986). A inibicao das histonas
deacetilases também foi observada em macréfagos da lamina prépria do intestino,
regulando negativamente a expressao mediadores pro-inflamatorios (CHANG et al.,
2014; SINGH et al., 2014).

Porém, essa regulagdo mutua dos dois sistemas pode gerar sequelas quando
ha o comprometimento de um deles, principalmente durante a infancia, periodo de
amadurecimento do sistema imunologico. Disbioses antes dos dois anos estao
relacionadas com efeitos de longo prazo, como o desenvolvimento de doengas in-
flamatorias (ARRIETA et al., 2014). Criangas em desnutricdo sdo mais susceptiveis a
disbiose e quadros de inflamacgao intestinal (ROBERTSON, 2020). A desnutricao,
quando muito grave, compromete a integridade da mucosa intestinal (PETERSON,;
ARTIS, 2014), aumentando a translocagdo de microrganismos nos tecidos e a
presenga de marcadores pro-inflamatorios (PRENDERGAST, KELLY, 2012). A
deficiéncia de micronutrientes, como zinco, vitamina A e vitamina D, também
ocasiona lesdes no epitélio levando a inflamagao do tecido (ASSA et al., 2014;
WANG et al, 2012). Esse quadro em criangas com desnutricdo cronica parece
impactar diretamente em seu desenvolvimento, visto que o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 apresenta uma correlagéo inversa com marcadores pro-
inflamatérios (PRENDERGAST et al., 2014). Além do tecido epitelial presente no
intestino, a pele de criangas com Kwashiorkor também tem sua integridade
comprometida (GROVER; EE, 2009), o que aumenta ainda mais a exposi¢cdo a
patdgenos e marcadores pro-inflamatorios. Infelizmente, poucos modelos animais
exploram os efeitos dessa exposicdo para a fisiologia do individuo, porém ¢é
observado um efeito somatico em que a desnutricio é potencializada pela
inflamagé&o do intestino e vice-versa (IBRAHIM et at., 2017).

Um modelo utilizado para compreensdo da relagdo da microbiota com o
sistema imunologico € o dos animais germ-free. Camundongos germ-free
apresentam menor secregao de IgA e peptideos antimicrobianos, um estado imaturo

do tecido linfatico associado ao intestino e menor numero de linfécitos intestinais
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(HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012). Em contrapartida, camundongos
tratados com acidos graxos de cadeia curta, produto comum do metabolismo
fermentativo de bactérias comensais, apresentaram proliferacdo de células T
regulatorias (Tregs) (ARPAIA et al., 2013), em especifico o butirato, produto comum
da classe Clostridia (FURUSAWA et at., 2013). Ja as células Tregs atuam também
no controle da homeostase em mucosas, regulando a diferenciagéo de células T, e
podendo suprimir respostas inflamatérias (KAMADA; NONEZ, 2013).

Essa interagdo entre a microbiota e o sistema imunoldgico abriu a
possibilidade de terapias baseadas na modulacdo da microbiota. Criangas indianas
com 2 a 5 anos de idade e cometidas por desnutricdo cronica tiveram uma
recuperacao no seu crescimento apos doses diarias, pelo periodo de seis meses, de
50 ml do probiético contendo apenas uma cepa de bactéria, Lactobacillus
acidophilus, (SARAN; GOPALAN; KRISHNA, 2002). Camundongos sob desnutricao
energético-proteica tratados com probidtico também tiveram melhor resultado frente
ao desafio imunoldgico de infecgdo por Salmonella enterica sorovar Typhimurium
(GALDEANO et al., 2011). Em outro trabalho, camundongos desnutridos e com
infeccao por rotavirus foram tratados com probiotico (Lactobacillus reuteri) e tiveram

a diarreia, sintoma classico dessa infecgao, diminuido (PREIDIS et al., 2012).

1.5 IMPACTO DOS ANTIBIOTICOS NA MICROBIOTA INTESTINAL E IMUNIDADE

Essas mudancas normalmente estdo associadas com diminuigdo de
diversidade, perda de taxons, mudangas metabdlicas na microbiota e maior
suceptibilidade a colonizagdo de patdégenos (LANGE et al., 2016). Esses efeitos
podem persistir para além do uso da droga. O uso de curto prazo, especialmente em
criancas com até 2 anos de idade, pode levar a alteragdes crénicas na composi¢ao e
funcionalidade da microbiota (VANGAY et al, 2015). Um estudo administrou
Clindamicina em humanos adultos e saudaveis por uma semana, e reportou
impactos na microbiota que persistiram de 6 meses até dois anos apds o uso do
farmaco (JERNBERG et al, 2007). Uma unica dose de Clindamicina em
camundongos diminui a diversidade da microbiota dos animais por pelo menos 28
dias, e tornou os animais mais susceptiveis a infec¢ao por C. difficile (BUFFIE et al.,

2011). Uma possivel explicagdo para o longo efeito do uso de antimicrobiano na
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microbiota sdo as relagdes ecoldgicas. Os diferentes taxons que compde a
microbiota se relacionam entre si, e muitas vezes a propria existéncia de um
depende da existéncia de outro. Um exemplo disso, € um trabalho que usou
Vancomicina, a qual tem como alvo bactérias Gram-positivas, e observou a
eliminacao do filo Gram-negativo Bacteroidetes no ceco de camundongos (UBEDA
et al., 2010).

As diferentes classes de antibiéticos apresentam diferentes perfils de
perturbagdo na microbiota. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, resultam em
reducao das bacilos aerdébicos Gram-negativos sem a colonizagao compensatoria de
bactérias Gram-positivas ou outros organismos, como leveduras (BORZIO et al,,
2001; LEUR et al., 1997). Em humanos adultos, a redugédo observada varia muito
entre individuos e normalmente é restaurada apds 4 semanas do fim do uso do
antimicrobiano (DETHLEFSEN et al, 2008). Ja na classe dos antimicrobianos
glicopeptideos, como as vancomicinas, o tratamento oral reduz varias espécies de
Enterococcus, Bifidobacteria, Bacteroides e Clostridia mas promove o crescimento
de cepas menos sensiveis aos antimicrobianos de algumas espécies do género
Enterococcus, da familia Lactobacillaceae e Enterobacteriaceae (com espécies
patogénicas em potencial) (EDLUND et al., 1997; YIN et al., 2015). Ja a clindamicina,
da classe das lincosamidas, causa perturbacées na microbiota que sdo observadas
a longo prazo, e aumenta a suceptibilidade ao desenvolvimento de enterocolitis
associada a C. difficile (ALMEIDA et al., 2015; LOFMARK et al., 2006; NYBERG et
al., 2007). As cefalosporinas de terceira geragdo, como a ceftriaxona que €
excretada nas fezes em altas concentragdes, sdo capazes de depletar a familia das
Enterobacteriaceae, mas faciltam o crescimento dos géneros Enterococcus e
Candida, como também as infecg¢des por C. difficile (LAWLEY et al., 2009; UBEDA,
PAMER, 2012). Na classe dos Nitroimidazdlicos, o metronidazol apresenta grande
eficacia contra anaerdébicos, mas apresenta pouca mudancga nos taxons cultivaveis,
e aumento do género Lactobacillus spp (SULLIVAN et al., 2001; UBEDA, PAMER,
2012). Entretanto, metronidazol combinado com claritromicina, um macrdlido para o
tratamento de infeccdo por Helicobacter pylori, promove crescimento de
Enterococcus spp., enquanto reduz E. coli, Bifidobacteria spp., Clostridia e

Bacteroides spp. (ADAMSSON et al., 1999). Nos beta-lactamicos, a amoxicilina tem
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efeito moderado em reducédo da microbiota cultivavel, porém depleta Lactobacillus
spp. e aumenta as cepas resistentes na familia Enterobacteriaceae (JERNBERG et
al., 2007; UBEDA e PAMER, 2012). Na maioria das pessoas tratadas, as
perturbagdes causadas pela amoxicilina se apresentam por 30 dias apés o fim do
tratamento, porém, alguns individuos apresentam alteragbes por até 2 meses (LA
COCHETIERE et al., 2005).

Camundongos tratados desde o nascimento até a 6 semana de vida, com
colistina e vancomicina, cujos alvos s&o bactérias Gram-negativos e Gram-positivos,
respectivamente, apresentaram reducgao de foliculos linféides isolados (BOUSKRA et
al., 2008). Esses fazem parte do sistema imunolégico que esta associado a mucosa,
adaptados para captacdo de antigeno. A expressdo génica de células T também
pode ser modificada com o uso de antimicrobianos. Em camundongos tratados com
um coquetel de ampicilina, vancomicina, neomicina e metronidazol, as células T do
tipo y® expressaram menor numero de Reg3y, um tipo de lectina que tem como alvo
organismos Gram-positivos (ISMAIL et al., 2011). Um outro coquetel parecido,
formado por ampicilina, gentamicina, metronidazol, neomicina e vancomicina,
administrado por 10 dias em camundongos, reduziu a produgao das citocinas IFNy
and IL-17 por linfécitos T CD4 do intestino delgado (A HILL et al., 2009).

Os efeitos negativos do uso de antimicrobianos também sao observados
durante a infeccdo, como a do virus Influenza. A microbiota induz a expressao de
duas pro-citocinas, pro-IL-13 e pro-IL-18, que contribuem na defensa para o virus
influenza (ICHINOHE et al., 2011). Apds 4 semanas de tratamento com coquetel de
vancomicina, neomicina, metronidazol e ampicilina, a producédo dessas pro-citocinas
foi diminuida e a titulagéo viral no pulm&o teve um aumento significativo (ICHINOHE
et al., 2011). Este efeito também é observado para bactérias patogénicas.
Camundongos tratados com estreptomicina por apenas 2 dias foram desafiados com
Salmonella serovar Typhimurium apresentaram uma correlagdo positiva entre o
escore de patologia no tecido e a perturbagdo na microbiota, ou seja, apds o uso do
antimicrobiano os animais tornaram-se mais susceptiveis a infecgdo. Foi detectado
também um aumento na expressao de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, MCP-1 e
IL-6) (UBEDA; PAMER, 2012).
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1.6 ANTIBIOTICO COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DA DESNUTRICAO

Para atender demanda e maximizar os lucros, a industria pecuaria buscou
mecanismos para maior ganho de massa dos animais em um menor tempo. No final
da década de 40, estudos com subdoses de antimicrobianos mostraram a
capacidade desses em aumentar a taxa de crescimento dos animais, reduzir a
mortalidade e diminuir a incidéncia de infec¢gdes (MOORE et al.,, 1946; HARNED et
al., 1948; KNOEBEL e BLACK, 1952; BLACK e BRATZLER, 1952; JUKES et al,,
1950 ; STOKSTAD e JUKES, 1950). Essas observagdes levaram ao amplo uso de
antimicrobianos pela industria. Em animais jovens, uma meta-analise revelou que as
subdoses de antimicrobianos aumentaram as taxas de crescimento dos animais em
até 16% (CROMWELL, 2002). Simultaneamente, esses efeitos (ganho de massa,
reducdo da mortalidade e infecgbes) eram também interessantes para o tratamento
da desnutricao infantil. A partir disso, buscou-se estudar os efeitos das subdoses de
antimicrobianos aplicados a essa condicdo. Em Nairobi, no Quénia, criangas
internadas com desnutricdo severa, mas sem sinal de infeccéo ativa, foram tratadas
com subdoses de aureomicina. O grupo tratado apresentou a volta de apetite mais
rapida, com consequente ganho de peso e menor incidéncia de infecgdes durante o
tratamento (MACDOUGALL, 1957). Esses dados, eventualmente, reforcariam a
possibilidade de uso deste tratamento de pacientes com desnutricio em locais de
maior circulagdo de doengas infecciosas.

Porém, os mecanismos de atuagao dos antimicrobianos como promotores de
crescimento ndo estdo ainda totalmente elucidados. Contudo, considera-se que a
microbiota bacteriana € um dos fatores principais, pois além de ser alvo direto dos
antimicrobianos, animais germ-free tratados com subdoses de penicilina néo
mostraram crescimento (COATES et al., 1963). Alguns autores sugerem que a
utilizacado de subdoses de antibidticos poderia inibir infecgdes subclinicas, a
colonizagao de patdégenos e diminuir a inflamagao causada pela disbiose decorrente
da desnutrigdo, reduzindo, assim, a ocorréncia de enteropatias (GASKINS;
COLLIER; ANDERSON, 2002; JONES et al., 2014). Apesar dos beneficios da
microbiota intestinal, ha também um custo energético na sua manutencéo (DIBNER;
RICHARDS, 2005). Logo, a diminuicdo em abundancia de microrganismos

acarretaria em uma economia caldrica. Além disso, a profilaxia com antimicrobianos
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para criangas desnutridas € interessante pois elas sdao mais susceptiveis e nao
apresentam sinais clinicos classicos para de infeccao para pneumonia, bacteremia e
infecgdes urinarias (LAZZERINI; TICKELL, 2011; CHRISTIE, C. D.; HEIKENS, G. T;
McFARLANE, D. E, 1988).

As evidéncias de crescimento associado ao uso de antimicrobiano levaram a
modificagdo de diretrizes para o tratamento da desnutrigdo infantil crénica e aguda
pela OMS. Em 1981, foi publicado um guia preconizando como tratamento de
primeira linha, em ambiente hospitalar, o0 uso de antimicrobiano mesmo na auséncia
de infecgao aparente. Em 1999, as diretrizes foram atualizadas, mas manteve-se a
recomendagao do tratamento com Cotrimoxazol (25 mg of sulfametoxazol + 5 mg of
trimetoprima/kg) para criangas em desnutricdo crbénica ou aguda, mesmo na
auséncia de infec¢do, e até mesmo fora do ambiente hospitalar (WHO, 1999; WHO
2005).

O sulfametoxazol e a trimetoprima atuam inibindo diferentes etapas da via da
sintese do acido félico niveis da sintese do acido félico em microrganismos. O acido
félico € um cofator vital para a sintese de bases nitrogenadas. Portanto, os
antimicrobianos individualmente apresentam efeito bacteriostatico de amplo espectro.
Porém, quando administrados juntos na froma de Cotrimoxazol, seu efeito sinérgico
na mesma via acaba tornando-o bactericida (MASTERS et al, 2003). O
Cotrimoxazol teve uma grande importancia nos anos 1980 do século passado,
durante a epidemia da AIDS, pela protecao a diversos patdégenos oportunistas
(RUSKIN; LARIVIERE, 1991). Atualmente, o uso deste farmaco em paises em
desenvolvimento ainda ocorre de maneira significativa, devido ao fato de apresentar
amplo espectro de atuagdo em microrganismos, ser bastante toleravel aos pacientes,
estar fora da patente e ter precos acessiveis (CHURCH et al., 2015).

A resisténcia bacteriana aos medicamentos é uma preocupagdo no
tratamento da desnutricdo. De fato, varios paises africanos, amplamente acometidos
pela desnutricdo infantil, apresentam altas taxas de resisténcia in vitro para
ampicilina e Cotrimoxazol (BACHOU et al., 2006a; BACHOU et al, 2006b;
BABIREKERE-IRISO et al, 2006; NOORANI et al., 2005; RABASA, 2002;
BAHWERE et al, 2001). Entretanto, a resisténcia observada in vitro nao

necessariamente é observada com efeito clinico. No Malaui, um estudo randomizado
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e duplo-cego testou trés linhas de tratamento (placebo, amoxicilina e uma
cefalosporina de terceira geragdo chamada cefdinir) em criangas com desnutrigao
cronica (TREHAN et al., 2013). A inclusdo do cefdinir como um tratamento
alternativo, pois muitos trabalhos apontam uma alta taxa de genes de resisténcia a
antimicrobianos em paises da Africa Subsaariana (ASHLEY et al, 2011;
MANDOMANO et al. 2010; OKEKE et al., 2007; REDDY et al., 2010; WOERTHER et
al.,, 2011). Nao houve diferenga estatistica entre os antimicrobianos em relagéo ao
ganho de peso, mas ambos antibidticos apresentaram ganho superior ao placebo
(TREHAN et al., 2013). Ja o Cotrimoxazol foi utilizado de forma profilatica em
criangas desnutridas e portadoras de HIV, diminuindo quase pela metade a
mortalidade e apresentando melhoras no ganho de peso e altura em relagdo ao
placebo (CHINTU et al., 2004; PRENDERGAST et al., 2011). Por outro lado, um
estudo multicéntrico, duplo-cego, randomizado e incluindo grupo placebo, realizado
no Quénia, utilizando Cotrimoxazol, s6 observou reducdo da mortalidade em
criangas HIV soro positivas com desnutricdo aguda. O efeito ndo foi observado para
as criangas soro negativas (BERKLEY et al., 2016).

Porém, mesmo apds a estabilizagdo dos casos graves de desnutricao infantil,
ha uma alta taxa de mortalidade apds a alta hospitalar, ou a finalizagdo do
tratamento com antimicrobianos e a RUTF. No Malawi, um estudo de
acompanhamento posterior ao tratamento de desnutricdo aguda em criangas
observou uma coorte de 1024 individuos por um ano. Nesse periodo 17% das
criangas morreram (KERAC et al., 2014). Um estudo semelhante realizado em
Bangladesh acompanhou criangas por 3 meses, obtendo uma mortalidade de 9%
apo6s a finalizagado do tratamento (CHISTI et al., 2014). Portanto a recuperagéo do
status nutricional, e o tratamento com antimicrobiano, ndo garantem a sobrevivéncia
do individuo, & possivel que a normalizagdo da microbiota melhore as taxas de
sobrevivéncia.

Dessa forma, uma das dificuldades imposta na recuperacao dessas criancas
€ a disbiose consequente da desnutricdo e muito provavelmente também pelo
tratamento associado com antimicrobianos. Mesmo o uso de antimicrobiano por
periodos curtos parece ter efeito de longo prazo sobre a composi¢cao da microbiota
intestinal (LANGE et al., 2016; ISAAC et al., 2016). O que implicaria, entre outros, no
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desenvolvimento do sistema imunolégico desses individuos, possivelmente
deixando-os mais susceptiveis a infecgdes, doencgas inflamatorias, e ironicamente, a
colonizagdo por patogenos (JONES et al., 2014). Portanto o presente trabalho
justifica-se pela necessidade de adaptar um modelo animal de desnutricdo infantil
que possibilitaria explorar a interagao entre a desnutricdo, a microbiota intestinal e o
sistema imunologico. Para esse fim, foi utilizado o protocolo de desnutricdo de Mittal
e Woodward (1985) para recriar em camundongos C57BL/6 o fendtipo de
desnutrigdo infantil, e diferentemente do trabalho original, caracterizar as alteragbes
fenotipicas na presenca e auséncia do tratamento preconizado pela OMS, e

principalmente, o impacto dessas situagdes na microbiota intestinal dos animais.
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1.7 HIPOTESE

Um modelo murino de desnutricdo infantil pode reproduzir os fendtipos
morfométricos e alteragdo na microbiota intestinal encontrados em humanos, de
forma que o modelo possa ser utilizado para dimensionar o impacto do tratamento

com antimicrobianos na condicdo de desnutricio.

1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral

Adaptar um modelo animal de desnutricdo infantil em camundongos C57BL/6
e caracterizar os efeitos da desnutricdo e da recuperagao nutricional em relagcédo as
caracteristicas morfométricas e da microbiota intestinal, como também frente ao

tratamento preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude com Cotrimoxazol.

1.8.2 Objetivos Especificos
1.7.2.1. Adaptar um protocolo experimental de desnutricdo infantil,
considerando as principais caracteristicas clinicas e de tratamento em
humanos, em camundongos C57BL/6.
1.7.2.2. Caracterizar mudancas fenotipicas nos animais utilizando o protocolo
gerado.
1.7.2.3. Caracterizar as mudangas na composi¢cdo da microbiota decorrentes
da desnutricdo e do tratamento coadjuvante com antimicrobianos.
1.7.2.4. Caracterizar o grau de recuperacao da disbiose ap6s a normalizagao
da nutricdo considerando o uso ou nao uso de tratamento coadjuvante aos

antimicrobianos.
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2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para esse trabalho foram criados 4 grupos experimentais: 1) controle n&o
tratado (CTRL); 2) submetido a desnutricdo (DES); 3) tratado com Cotrimoxazol
(CMX); 4) duplo tratado, submetidos tanto a desnutricdo, quanto ao Cotrimoxazol
(DES + CMX). As diferentes avaliagdes realizadas nesses grupos se deram em 3
tempos experimentais distintos: #1 — anterior a qualquer intervengao; #2 - apés o
término dos protocolos de desnutricido e Cotrimoxazol; #3 - apds recuperacao
nutricional dos animais submetidos a desnutricdo e/ou Cotrimoxazol (Fig. 1). O
numero de amostras nao € uniforme entre os resultados, e por isso, esta descrito em

cada resultado.

Figura 1. Desenho experimental

g

C57BL/6 ° ° ® ° ° °
IDADE CAMUNDONGOS 3 sem. 4 sem. 5 sem. 6 sem. 7 sem. 8 sem.
TEMPO EXPERIMENTAL  #1 #2 #3

Linha do tempo, relativa a idade do camundongo, expressa em semanas (sem.)
identificando os tempos experimentais #1, #2 e #3, como também, a duragdo de
cada protocolo.

2.2 DECLARACAO ETICA
Todos os experimentos animais aqui apresentados foram realizados conforme
o projeto aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Santa Catarina, sob numero de protocolo 5560250219.
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2.3 MODELO ANIMAL

Como modelo animal foram selecionados camundongos C57BL/6 machos e
fémeas. Os protocolos experimentais foram iniciados apdés o desmame, ou seja,
posterior a 18 dias de vida. Os animais foram provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (BS-MIP), e foram alocados na experimentacdo do mesmo
biotério até o momento de sua eutanasia. Foram mantidos sob temperatura
controlada de 21 = 2 °C, com fotoperiodo de 12h, em gaiolas do tipo microisolador
em estante ventilada. A selegcdo dos animais para composi¢gdo dos grupos
experimentais deu-se de forma aleatéria, respeitando o limite de 5 animais por
microisolador. Machos e fémeas foram mantidos separados. Bebedouros,
microisoladores e maravalha foram autoclavados antes do uso. A racdo era
balanceada (Tab. 2) e ionizada, especifica para camundongos de laboratério, do tipo
Puro Lab 22PB da marca Puro Trato Nutricdo Animal. Para a eutanasia, os animais
foram anestesiados (Ketamina 25 pl + Xilazina 17 pl via intraperitonial — IP) e
submetidos a deslocamento cervical. Os pontos finais humanitarios foram definidos
conforme preconiza o National Centre for the Replacement, Refinement and
Reduction of Animals in Research — NC3Rs (RICHARDSON, 2014). Sendo eles:
diminuicdo de temperatura corporal, diminuicdo maior que 10% da massa corporal
diaria, apresentacdo de tumor e demonstragcdo de dor segundo a escala Grimace
(LANGFORD et al., 2010).



Tabela 2. Niveis de garantia dos componentes da ragao conforme fornecedor

Calcio (min)
Calcio (max)
Extrato Etéreo (min)
Foésforo (min)
Fibra Bruta (max)
Matéria Mineral (max)
Proteina Bruta (min)
Cobre (min)
lodo (min)
Vitamina B12 (min)
Vitamina B1 (min)
Vitamina C (min)
Acido Félico (min)
Ferro (min)

Sodio (min)

2.4 PROTOCOLO DE DESNUTRIGAO

10 g/kg
12 g/kg
40 g/kg
8.000 mg/kg
70 g/kg
80 g/kg
220 g/kg
10 mg/kg
2 mg/kg
23 ug/kg
5 mg/kg
50 mg/kg
1 mg/kg
51 mg/kg

2.700 mg/kg
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O modelo foi feito a partir do proposto por Mittal e Woodward (1985), o qual

reduziu 40% da oferta de ragao diaria a partir do 21° dia de vida do animal. Para

essa reducgao, é necessaria a criagdo de uma curva de consumo normal. Portanto,

nesse trabalho aqui apresentado, os animais com trés semanas de idade foram

pesados diariamente por 40 dias (Fig. 2). Durante esse periodo, além do peso

individual aferido, também foi mensurado o volume de ragdo consumida. Afim de nao

criar um viés comportamental, os animais ndo foram individualizados durante os

experimentos. Portanto, o consumo de ragéo foi calculado através de uma média de
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consumo. Essa média foi calculada a partir da diferengca no volume da ragéo
presente nos microisoladores de um dia para o outro, e dividida pelo numero de
animais presentes no microisolador. Assim, foi estabelecida a média de consumo de
ragao diaria dos animais. Essa médias foram utilizadas para calcular a redugcéo da
oferta de ragao diaria em 40%. Os valores estabelecidos, apds a redugao, foram de

1,7 g/dia/animal para machos, e 1,4 g/dia/animal para fémeas.

2.5 PROTOCOLO DE RECUPERACAO ALIMENTAR

ApoOs as trés semanas de desnutricao iniciou-se o periodo de recuperacao, que
durou duas semanas. Seu objetivo foi a restituicdo da disponibilidade de ragdo ad
libitum de forma gradual, visto que anteriormente o nosso grupo nao obteve uma boa
resposta resposta a recuperagao quando a racao foi disponibilizada de uma so6 vez
(Leticia F. Martendal, comunicagao pessoal). Portanto, nessas duas semanas, houve
um incremento de 0.5 g de ragdo na dose diaria por animal no microisolador. Esse
aumento é feito até o momento onde a dose de ragao diaria ja € suficientemente
grande de forma que ainda ha racao disponivel no dia seguinte, esse momento varia
entre 0os grupos mas ocorre durante o periodo das duas semanas, onde é realizada
a recuperacao. Apoés esse periodo, o0 consumo de racao € totalmente normalizado, e

a disponibilidade da mesma torna-se ad libitum.

2.6 TRATAMENTO COM ANTIMICROBIANO

Foi administrado 10 pL de Cotrimoxazol (25 mg de sulfametazol + 5mg de
trimetropima/ml) por dia para cada animal, pelo periodo de duas semanas, conforme
preconiza a OMS (1999) para os casos de desnutricdo severa, mas sem infecgéo
aparente. O Cotrimoxazol foi manipulado em uma farmacia veterinaria com sabor de
banana, com o propdésito de maior palatabilidade aos animais. Para aplicacao dele,
utilizou-se um sistema formado por cénula e seringa. Apds a contengao fisica dos
animais, o conteudo da seringa foi despejado em suas cavidade orais e foi
observado o comportamento de degluticdo para garantir a ingestdao completa do
farmaco. Para viabilizar o volume de aplicacédo, foi utilizado agua ultrapurificada

(MiliQ) junto com o antimicrobiano, totalizando um volume de 50 pl por aplicacao.
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2.7 AVALIACAO DE PESO E TAMANHO

Os animais foram pesados diariamente em uma balanca localizada no biotério,
com auxilio de um copo Becker para contencdo. O tamanho deles foi mensurado por
meio de um paquimetro, em duas medi¢des, uma para corpo outra para cauda. Em
posicao anatdmica o corpo foi considerado da ponta do nariz ao comeco da cauda. A
cauda foi considerada toda porg¢ao final sem pelos aparentes. As medidas de
tamanho sé se deram nos tempos experimentais (#1, #2, #3), devido ao uso da
anestesia para os procedimentos seguintes. Com essas, foi possivel determinar o
indice de Massa Corporal (IMC) dos animais nos tempos experimentais. Para isso foi

utilizada a equagéo onde o peso (kg) foi dividido pela altura (m) ao quadrado.

2.8 ANALISE HEMATOLOGICA

Sob anestesia (Ketamina 25 ul + Xilazina 17 pl via intraperitonial), foi coletado
0 sangue a partir de pung¢ao cardiaca utilizando seringa de 1 ml com agulha do tipo
26g 1/2. Com isso, foi preparado um esfregaco em lamina histolégica corada com
Pandtico Rapido, e posterior contagem diferencial dos leucdcitos por microscopia.
Também, a partir da coleta de sangue, foi feita a centrifugacdo do sangue total (na
velocidade de 2000 x g durante 8 minutos) para analise de parametros bioquimicos

no soro (colesterol, proteinas totais, albumina e globulina).

2.9 PARAMETROS GERAIS DE ORGAOS
Apos eutanasia, foram isolados intestinos (grosso e delgado), bacgo, figado,
coracao e rim. O comprimento dos dois intestinos e do baco foi medido com

paquimetro. O figado, coracao, rim e bago foram pesados em balanga de precisao.

2.10 EXTRACAO DE DNA TOTAL DAS FEZES

Para caracterizar a microbiota intestinal, foi utilizado a extracdo de DNA a partir
das fezes dos animais. Todos os grupos foram submetidos a coleta de fezes nos 3
tempos experimentais. Para isso, os animais foram contidos e conforme defecavam
suas fezes eram coletadas em microtubos de 2 ml autoclavados. As amostras foram

mantidas em ultra freezer (-80°C) até o processamento (FOUHY et al., 2015).
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A extracdo do DNA foi realizada a partir do kit QiaAMP Fast DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) conforme as orientacbes do fabricante, exceto que, no
final do processo, as amostras foram eluidas em 50 pyL de H20 miliQ. Brevemente,
as amostras foram pesadas, diluidas de forma mecanica com auxilio de uma
ponteira estéril em 1.4mL de solugao para lise de fezes dentro do préprio microtubo
e homogeneizadas por 1 min através de vortex. Foram mantidas em banho seco a
95 °C por 5 min, homogeneizadas e centrifugadas (por 1 min a 20.000 x g). O
volume 1.2 mL do sobrenadante foi transferido para novos microtubos e a isso,
adicionou-se a pastilha inhibitEX para remover inibidores de PCR comumente
presentes nas fezes. O conteudo foi homogeinizado por 1 min com vortex e as
amostras foram incubadas por 1 min a temperatura ambiente. Apds centrifugagao
(de 3 min por 20.000 x g), o sobrenadante total foi transferido para um novo
microtubo, e novamente centrifugado nas mesmas condigcdbes. Em um novo
microtubo, foi adicionado 15 uL de proteinase K junto com o sobrenadante da
centrifugacéo e a solugdo AL do kit. Apdés homogeneizagdo por 15 segundos no
vortex, a amostra foi incubada, em banho seco, a 70°C por 10 min. Para condensar
o DNA, adicionou-se 200 pL de etanol, seguido de homogeneizagdo por 15
segundos. E tudo isso foi pipetato em uma coluna disponibilizada pelo kit e
centrifugado (por 1 min a 20.000 x g). A coluna foi transferida a um novo tubo coletor
e, em seguida, foi adicionado 500 pL da solugdo AW1, disponibilizada pelo Kkit,
seguida de nova centrifugacado sob as mesmas condicdes, e movendo a coluna para
um novo tubo coletor. Nesse, foi adicionado 500 L da solugdo AW2, e novamente
centrifugado (por 3 min a 20.000 x g). Mais uma vez, a coluna foi transferida a um
novo tubo coletor e, dessa vez, ela centrifugada sem adigdo de nenhuma solugéo.
Por fim, o conteudo da coluna foi eluido em 50 pL de H20 miliQ (incubado por 2 min
a temperatura ambiente e centrifugado por 1 min a 20.000 x g). A amostra resultante
foi preservada em freezer a -20°C.

O DNA foi quantificado através de fluorometria (DOWNS; WILFINGER, 1983)
com o Qubit™ (Thermo Fisher Scientific) utilizando o Qubit™ dsDNA BR Assay Kit
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific). Para a quantificagdo, foi preparada uma
solucdo de trabalho com o Qubit™ dsDNA BR Reagent diluido 1:200 em Qubit™

dsDNA BR Buffer. O volume final para analise de cada amostra e cada padrao,
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preparado conforme instrugdes do fabricante, foi de 200 pL, sendo 198 pL de
solugdo de trabalho e 2 puL de amostra. As amostras foram homogeneizadas por
vortex e incubadas por 2 min em temperatura ambiente. Logo em seguida foi
realizada a leitura das curvas padrbes e das amostras, estabelecendo a
concentracdo de DNA contido em cada uma. A qualidade das amostras foi medida a
partir de espectrofotbmetro NanoVue™ Plus. Para isso 2 pl da amostra
homogeneizada foram pipetadas na placa leitora. Foram consideradas as relagdes
de absorbancia de 260/280, para identificar a pureza do DNA frente a
contaminagdes de RNA, e valores proximos a 1.8 foram considerados 6timos, e
260/230 para identificar a pureza de DNA frente a contaminagao por proteina, e os
valores préximos a 2.0 foram considerados 6timos (BOGNER; KILLEEN, 2006). Para
ultima confirmacgéo da integridade da amostra foi realizado corridas de eletroforese
em gel de agarose 1%, com marcador de 1 kb, coradas em brometo e visualizadas

por meio de fotodocumentador. As amostras foram armazenadas em -20°C.

2.11 SEQUENCIAMENTO POR SINTESE

O sequenciamento por sintese foi realizado através da plataforma Illumina
HiSeg2500 (lllumina Inc, Estados Unidos) amplificando a regido V3-V4 do gene
rRNA 16S. Os iniciadores utilizados foram 515F e 806R (Tab. 3) associados a
sequéncias barcode especificas para identificacdo de cada amostra, conforme
descrito por Yu et al. (2005). A amplificacdo, por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), foi realizada utilizando 15 pl de Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New
England Biolabs, Estados Unidos), 0,2 ul de iniciadores forward e reverse e 10 ng de
DNA template. As condicdes da amplificagdo foram 98°C por 1 minutos para
desnaturacao inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturacédo a 98°C por 10 segundos,
anelamento a 50°C por 30 segundos e extensado a 72°C por 60 segundos, além de
um passo de extensao final a 72°C por 5 minutos. O produto da reacao foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 2%, no qual o produto proveniente da PCR foi
misturado em volumes iguais de loading buffer contendo SYBR green.

As amostras que apresentaram sua banda principal entre 400 e 450 pares de
base foram selecionadas para o sequenciamento. Elas foram extraidas do gel

utilizando o Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com as
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instrucdes do fabricante. As bibliotecas foram geradas utilizando TruSeq® DNA
PCR-Free Sample Preparation Kit (lllumina, Estados Unidos), conforme as
instrucdes do fabricante, com adicdo dos adaptadores. A qualidade da biblioteca foi
aferida por medigdes em fluorimetro Qubit™ 2.0 (Thermo Scientific, Estados Unidos)
e pelo sistema 2100 Bionalyzer (Agilent Technologies, Inc, Estados Unidos). Por fim,
as amostras foram sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq2500 (lllumina Inc,
Estados Unidos), resultando na geragao de paired-end reads de 250 pb e efetuado

na empresa GenOne (Rio de Janeiro, Brasil).

Tabela 3. Iniciadores utilizados para PCR do sequenciamento por sintese

Nome Tamanho do fragmento Sequéncia do Iniciador (5' - 3')
341F 292 pb CCTAYGGGRBGCASCAG
806R 292 pb GGACTACHVGGGTWTCTAAT

2.12 ANALISE BIOINFORMATICA DO SEQUENCIAMENTO POR SINTESE

Para as analises de metagenbmica as sequéncias foram previamente
ajustadas para remogdo dos adaptadores pela empresa que realizou o
sequenciamento. A analise de qualidade das sequéncias foi realizada utilizando
FastQC, disponivel pela prépria lllumina no site <www.illumina.com/products/by-
type/informatics-products/basespace-sequence-hub/apps/fastqc.html>. Sequéncias
de baixa qualidade com tamanho inferior a 200 e com valor de phred score menor
que 33 foram filtradas e retiradas da analise através da ferramenta Trimmomatic
versdo 0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). O pareamento das sequéncias
paired-end foi realizado pela metodologia de denoising com auxilio do DADA2,
fornecido pelo QIIME 2 (BOLYEN et al., 2019). Além do alinhamento das sequéncias,
o DADAZ2 foi responsavel pela identificagcdo de quimeras, filtragem de singletons e
geragcao de amplicon sequence variant (AVS). Apos a etapa de denoising, foi
realizada uma nova filtragem para remogao de AVS raras, utilizando um ponto de
corte para variantes com frequéncia minima de 2%. A identificagdo taxondémica foi
realizada a partir da base de dados do SILVA versdo 132 (QUAST et al., 2012),

utilizando classificadores disponibilizados pelo QIIME 2 para a regido V3/V4 do gene
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rRNA16S e a metodologia de classificacdo consenso do VSEARCH (ROGNES et al,,
2016).

2.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados morfométricos foram analisados, e tiveram suas figuras geradas,
a partir do programa GraphPad Prism 5.0. A distribuicdo Gaussiana das amostras foi
verificada a partir do teste de D'Agostino e Pearson. O conjunto de dados com
distribuicdo ndo paramétrica foi analisado pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-teste
de Dunns. Enquanto o conjunto de dados com distribuicdo paramétrica, foi
submetido a uma ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.

As analises estatisticas de sequenciamento foram realizadas com o software R
versao 4.0.2 (R CORE TEAM, 2020). Para avaliagdo das alteragdes na microbiota
intestinal em relagdo as abundancias total e relativa, levando em consideragao os
diferentes grupos experimentais, foi utilizado o pacote phyloseq (MCMURDIE;
HOLMES, 2013).

Para as analises de alpha-diversidade, foram calculados os indices de
espécies observadas, o indice de riqueza Chao1 e os indices de diversidade
Shannon e Simpson, através do pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013).
Apos o calculo dos indices, a analise de distribuicao de frequéncias e o teste de
Shapiro-Wilk foram aplicados para acessar a normalidade das amostras. Para
amostras paramétricas foram aplicados os testes de Student (t) ou ANOVA seguido
de teste de comparagdes multiplas de Tukey, de acordo com as variaveis analisadas.
Ja para amostras ndo paramétricas, foram empregados os testes de Mann-Whitney-
Wilcoxon ou gerado um modelo linear generalizado, seguido de ANOVA e Tukey.

A beta-diversidade também foi acessada utilizando o pacote phyloseq
(MCMURDIE; HOLMES, 2013) e o pacote vegan (OKSANEN et al., 2019). Os dados
de ordenagdo foram mensurados utilizando as metodologias de analise de
coordenadas principais (PCA) e de escalonamento multidimensional ndo métrico
(nMDS), ambas baseadas no indice de dissimilaridade de Bray-Curtis. Para
determinar as diferencas estatisticas entre os grupos, foi realizado a analise de
PERMANOVA (teste de adonis com 999 permutac¢des) (ANDERSON, 2001).
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Para a acessar as diferencas na abundancia de taxons da microbiota intestinal
entre os grupos experimentais, foi utilizado o pacote DESeq2 c, que realiza a analise
diferencial baseada em um modelo de distribuicdo binominal negativa. A correlagéo
entre as diferengcas de taxons e os grupos experimentais foi determinada pela
metodologia de analise linear discriminante do tamanho do efeito (LEfSe) (SEGATA

et al., 2011). As diferengas foram considerdas significativas quando p<0.05.
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3 RESULTADOS

Primeiramente, animais controles sem qualquer intervencdo foram
acompanhados durante 40 dias e utilizados para determiner a curva de peso e
consumo de ragao para os o0s dois sexos de camundongos da linhagem C57BL/6
(Fig. 2). Os dois sexos iniciaram o acompanhamento pesando cerca de 10 g, fémeas
com média de 11,15 £ 1,84 g, enquanto os machos iniciaram com 9,93 + 1,36 g.
Apos 21 dias, fémeas passaram a pesar 15,88 + 0,34 g e machos 19,47 + 2,03 g. No
final do acompanhamento o peso final registrado para fémeas foi de 16,93 £ 1,67 g
machos 23,13 + 2,11 g. Portanto, machos apresentam massa média maior que
fémeas da mesma faixa etaria (p= 0.0017). Para estabelecer a dose diaria a ser
utilizada na desnutrigdo foi considerada a média do consumo de ragado nos primeiros
14 dias experimentais. Para as fémeas, o valor médio foi de 2,43 g, para os machos
foi de 2,84 g. Como o protocolo de desnutricdo determina uma redugédo em 40% do
consumo de racgdo diario, os valores calculados foram de 1,46 g/dia/animal para

fémeas e 1,70 g/dia/animal para machos.

Figura 2. Curva de peso e consumo normal de ragcao de camundongos C57BL/6

controle, machos e fémeas
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DIAS EXPERIMENTAIS

A curva de crescimento € representada pela média + DP durante os dias experimentais (a
partir da terceira semana de vida dos animais). O consumo de ragdo esta representado
como média de consumo diario por animal nas linhas continuas da figura. Em preto, animais
controle macho (n=6). Em vermelho, animais controle fémea (n=14). Os pontos representam
os dias em que os dados foram coletados. O acompanhamento de machos foi realizado em
dois experimentos independentes, o de fémeas em 4 experimentos independentes.
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O mesmo acompanhamento de peso foi realizado para os grupos experimen-
tais formados para esse trabalho: CTRL, CMX, DES e DES + CMX (Fig. 3). Os ani-
mais iniciaram o acompanhamento na terceira semana de vida e com peso proximo
a 10 g. Os grupos submetidos a desnutricdo, DES e DES + CMX mantiveram seu
peso préoximo de 10 g durante todo o protocolo de desnutricdo. Ao final desse perio-
do (21° dia experimental), as fémeas DES pesavam de 9,76 + 0,73 g, e as DES +
CMX 8,95 + 0,71 g. Os machos DES pesavam 11,12 £ 0,96 g e os DES + CMX pe-
savam 10,36 = 0,78 g. Em contrapartida, nesse mesmo periodo, 0s grupos com ra-
cao ad libitum ganharam peso. No dia 21° dia experimental o grupo macho CTRL
pesava 19,27 + 1,70 g e o macho CMX pesava 18,06 + 1,11 g. As médias das fé-
meas foram inferiores aos machos, porém superior aos animais com desnutricdo. A
meédia do grupo fémea CTRL foi de 15,37 £ 0,92 g e CMX de 15,96 = 1,41 g. O pro-
tocolo de recuperacgao, que acontece nos 14 dias posteriores a desnutricdo, permitiu
que 0s grupos se equiparassem. Apos recuperacao, os machos CTRL pesavam 19
g, CMX pesava 19,83 g, DES pesava 18,55 g e DES + CMX pesava 17,76 g. As fé-
meas CTRL pesavam 16,25 g, CMX pesava 17,23 g, DES pesava 17,97 g e DES +
CMX pesava 18,60 g.
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Figura 3. Curva de peso dos grupos experimentais CTRL, DES, CMX e DES +

CMX, para machos e fémeas
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Medida de peso (g) representada por média (linha continua) + DP (linha tracejada) por dia
experimental. Area em cinza claro representa o protocolo de desnutricdo. Area cinza escuro
representa o protocolo de recuperagao alimentar. Machos: Controle em preto (CTRL, n=9),
Cotrimoxazol em vermelho (CMX, n=10), Desnutridos em azul (DES, n=9), Desnutrido + Cotrimozaxol
em verde (DES + ANT, n=7). Fémeas: Controle em preto (CTRL, n=14), Cotrimoxazol em vermelho
(CMX, n=11), Desnutridos em azul (DES, n=10), Desnutrido + Cotrimozaxol em verde (DES + CMX,
n=7).

Os animais também foram avaliados quanto ao indice de massa corporal
(IMC) durante os diferentes tempos experimentais, #1 (inicio do protocolo), #2 (final
da desnutricdo), #3 (recuperacéao) (Fig. 4). Machos e fémeas iniciam o protocolo ex-
perimental com IMCs préximos, sendo em média 0,096 e 0,085 respectivamente.
Apos a desnutricdo (#2) os animais que sofrem desnutricido apresentaram indices
menores (p<0.0001) em relagdo aos que ndo sofrem essa restricdo. O tratamento
com Cotrimoxazol nao alterou o IMC quando comparado com animais submetidos
ao mesmo regime nutricional. Apds o protocolo de recuperagao (#3) a diferenca en-

tre o IMC de todos os grupos experimentais nao é significativa para os dois sexos.
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Figura 4. O protocolo de desnutricdao reduz significativamente o IMC para
machos e fémeas
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Média + DP do indice de Massa Corporal apresentado pelos animais no inicio do protocolo (#1), ao
final do protocolo de desnutricdo (#2) e apds a recuperagédo (#3). Em vermelho, os animais que
tratados com Cotrimoxazol, em preto os animais ndo tratados (N.T.). (A) IMC dos machos
experimentais. Tempo #1 (n=4), #2 (CTRL n=5, CMX n=7, DES n=5, DES+CMX n=4), #3 (CTRL n=3,
CMX n=3, DES n=3, DES+CMX n=6). (B) IMC das fémeas experimentais. Tempo #1 (n=3), #2 (CTRL
n=7, CMX n=4, DES n=3, DES+CMX n=7), #3 (CTRL n=4, CMX n=4, DES n=3, DES+CMX n=3).
Avaliou-se somente a diferenga entre os grupos do mesmo tempo experimental. Diferenga nao
significativa (ns), ***p<0.001 Anova de duas vias, teste post hoc de Tukey.

A média de ganho de peso diario é maior nas primeiras trés semanas
experimentais (Fig 5.). Nesse periodo, onde acontece a desnutricdo, os animais com
racao ad libitum ganham 0,4 g/dia (machos) e 0,2 g/dia (fémeas) (Fig. 5A e B). Nas
duas semanas posteriores o ganho de peso diario decresce nos dois sexos (Fig. 5C
e D). Para os animais que sofrem o protocolo de desnutrigdo, 0 momento de ganho
de peso é invertido. Eles ndo conseguem ganhar peso durante a desnutricdo, mas
recuperam esse peso posteriormente. Em média, o valor de ganho de peso diario na
recuperacao é de 0,4 g para machos e 0,6 g para fémeas. O Cotrimoxazol nao
apresentou diferenca no ganho diario de massa dos animais, com exceg¢ao das
fémeas durante a recuperacgéo, onde o grupo DES + CMX apresentou um ganho de

peso diario superior em relagéo ao grupo DES (p<0.0197).
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Figura 5. Ganho de peso diario para machos e fémeas durante a desnutrigao e

recuperagao alimentar
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Média + DP do ganho de peso diario, em gramas, dos animais em diferentes momentos
experimentais. Em preto os grupos nao tratados e em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol.
As medidas sado apresentadas em centimetros. (A) Machos durante o periodo de desnutrigdo (CTRL
n=8, CMX n=10, DES n=9 e DES + CMX n=7). (B) Fémeas durante o periodo de desnutricao (CTRL
n=14, CMX n=11, DES n=10 e DES + CMX n=7). (C) Machos durante o periodo de recuperagao
(CTRL n=4, CMX n=3, DES n=4 e DES + CMX n=4). (D) Fémeas durante o periodo de recuperagao
(CTRL n=4, CMX n=4, DES n=3 e DES + CMX n=3). Diferenca ndo significativa (ns), *p<0.01,
***n<0.0001 Anova de duas vias, teste post hoc de Tukey.

Além do acompanhamento do peso dos animais foram também avaliados

parametros de comprimento para corpo, cauda, intestinos, baco e fémur também
foram analisados para machos (Fig. 6) e fémeas (Fig. 8). O corpo dos machos inicia
o experimento (#1) medindo 6,7 + 0,35 cm. Apos a desnutricdo (#2) os grupos com
racao ad libitum, CTRL e CMX, mediram respectivamente 8,09 £ 0,37 e 8,05 + 0,19
cm. Em contrapartida os grupos restritos, DES e DES + CMX mediram 6,94 + 0,43 e
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6,55 + 0,37 cm. Apds a recuperagao (#3) o tamanho médio dos grupos se aproxima.
Sendo para CTRL 9,0 + 0,60, CMX 8,92 + 0,85, DES 9,13 + 0,82 e DES + CMX 8,91
+ 0,70 cm (Fig. 6A). O mesmo fenémeno é observado no tamanho da cauda dos
animais (Fig. 6B). A cauda no tempo #1 mede 6,10 £ 0,21 cm. Apds trés semanas
(#2) os grupos CTRL e CMX medem 7,68 + 0,48 e 7,13 = 0,18, respectivamente.
Entretanto os grupos DES e DES + CMX apresentam médias menores, 6,00 + 0,43 e
6,27 + 0,53, respectivamente. Apds o protocolo de recuperagao (#3), ndo ha mais
diferenca no comprimento da cauda entre os grupos experimentais, a média e
desvio de cada grupo é de CTRL 8,49 + 0,45, CMX 8,20 + 0,62, DES 8,53 £ 0,27 e
DES + CMX 8,33 + 0,60 cm.

O comprimento do intestino delgado também apresenta o padrédo de diferenga
apo6s desnutricdo (Fig. 6C). No tempo #1 o 6rgdao mede 27,96 + 4,28 cm. Apds a
desnutricdo (#2) os grupos apresentam médias 34,04 + 2,47 cm (CTRL), 30,17 %
1,98 cm (CMX), 31,04 + 1,07 cm (DES) e 28,50 *+ 5,22 cm (DES + CMX). A menor
média, do grupo DES + CMX, mostrou-se menor (p<0.01) do que o CTRL. A
recuperacao (#3) volta a equalizar as diferengas, e o comprimento médio para os
grupos é em média 37,70 £ 1,57 para CTRL, 37,57 + 2,30 para CMX, 39,91 + 2,40
para DES, 36,67 + 2,65 para DES + CMX. O comprimento do intestino grosso (Fig.
6D) no tempo #1 foi de 3,82 £ 0,56 cm. Apds o protocolo de desnutrigdo a média
subiu para 5,98 + 0,66 para o grupo CTRL, 6,72 + 0,53 para o CMX, 6,14 + 0,65 para
DES e 4,85 £ 0,21 cm para DES + CMX, fazendo desse ultimo o unico a apresentar
diferenga estatistica sendo significativamente menor em relagao ao CMX (p<0.001).
Mais uma vez, apds a recuperagédo (#3), os grupos nao apresentaram diferenca
(CTRL7,4+1,00; CMX 6,77 £0,82; DES 7,71 £ 0,40; DES + CMX 7,73 £ 0,75 cm).

Em relagdo ao comprimento do baco os animais do tempo #1 apresentaram
em média 1,06 + 0,18 cm (Fig. 6E). Apds a desnutricao (#2) os grupos mediram em
média CTRL 1,36 + 0,23, CMX 1,10 + 0,17, DES 0,94 + 0,11 e DES + CMX 1,07 %
0,42 cm. Fazendo do grupo DES a menor média de todos, significativamente
diferente do CTRL (p<0.01). A recuperagéao (#3) apresenta médias de 1,27 + 0,19 cm
para CTRL, 1,32 + 0,18 cm para CMX, 1,49 + 0,23 cm para DES e 1,12 £ 0,07 cm
para DES + CMX. Essas ultimas se mostraram as mais diferentes, com DES + CMX

sendo significativamente menor (p<0.001). O comprimento do fémur apds a
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recuperacao (#3) foi uniforme, com a média de todos os grupos sendo 1,62 + 0,18

cm.

Figura 6. Parametros gerais de comprimento em machos
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Média + DP dos parametros gerais de comprimento para machos dos grupos experimentais no inicio
do protocolo (#1), ao final do protocolo de desnutricdo (#2) e apds a recuperacao (#3). Em preto os
grupos nao tratados e em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol. As medidas sé&o
apresentadas em centimetros de: (A) corpo; (B) cauda; (C) intestino delgado; (D) intestino grosso; (E)
baco; (F) fémur. Diferenga nao significativa (ns), *p<0.1, **p<0.01, ***p<0.001. Foi aplicado ANOVA de
duas vias, teste post hoc de Tukey. Tempo #1, n=4. Tempo #2 (CTRL n=8, CMX= 7, DES n=5, DES +

CMX n=4) Tempo #3 (CTRL n=10, CMX n=6, DES n=7, DES + CMX n=10).
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Além do comprimento, parametros de peso dos 6rgaos dos animais machos
também foram mensurados (Fig. 7). O bacgo inicia seu peso com uma média de
0,040 + 0,008 g. Apés a desnutricao (#2) o CTRL tem a maior média 0,051 + 0,005 g,
seguido do CMX com 0,035 = 0,115 g, e as duas menores médias, com diferenga
significativa em relagcdo ao controle (p<0.01), sdo DES e DES + CMX,
respectivamente 0,017 + 0,005 g e 0,029 + 0,023 g. Apos a recuperagao (#3) ndo ha
diferenca entre os grupos CTRL (0,045 = 0,015 g), CMX ( 0,061 + 0,023 g), DES
(0,072 £ 0,017 g) e DES + CMX (0,055 £ 0,032 g) (Fig. 7A). O peso do figado nao
apresentou diferenca entre os grupos apos recuperagao, as meédias foram 1,47 +
0,30 g para CTRL, 1,24 £ 0,34 g para CMX, 1,55+ 0,18 gpara DES e 1,29+ 0,16 g
para DES + CMX (Fig. 7B). O rim também n&o apresentou diferenga entre as médias
apos recuperagao (CTRL pesando 0,17 £ 0,03 g, CMX pesando 0,15 + 0,03 g, DES
pesando 0,16 £+ 0,02 g e DES + CMX pesando 0,17 + 0,03 g) (Fig. 7C). Por fim, o
coragao, também nao apresentou diferenca entre os grupos CTRL (0,18 + 0,04 g),
CMX (0,16 £ 0,04 g), DES (0,16 + 0,02 g) e DES + CMX (0,13 £ 0,02 g) (Fig. 7D).
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Figura 7. Parametros gerais de peso dos érgaos em machos
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Média + DP dos parémetros gerais de peso dos 6rgaos dos grupos experimentais machos no inicio
do protocolo (#1), ao final do protocolo de desnutrigdo (#2) e apods a recuperagao (#3). E preto os
grupos nao tratados e em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol. Os valores sdo apresenta-
dos em gramas de: (A) bago; (B) figado; (C) rim; (D) coragado. *p<0.1, ANOVA de duas vias, teste post
hoc de Tukey. Tempo #1, n=4. Tempo #2 (CTRL n=8, CMX= 7, DES n=5, DES + CMX n=4) Tempo #3
(CTRL n=10, CMX n=6, DES n=7, DES + CMX n=10).

Da mesma forma que os machos, as fémeas também foram acompanhadas

quanto ao seu comprimento (Fig. 8). O comprimento do corpo no tempo #1 foi de
7,17 £ 0,57 cm. ApoOs a desnutricdo os grupos desnutridos, DES (6,7 + 0,44 cm) e
DES + CMX (6,37 £ 0,52 cm), ficaram menores (p<0.0001) em relagdo aos grupos
com ragao ad libitum, CTRL (7,75 £ 0,24 cm) e CMX (7,76 = 0,38 cm). Na
recuperacao as médias foram semelhantes para todos os grupos, CTRL (9,07 + 0,30
cm), CMX (9,12 £ 0,25 cm), DES (9,27 + 0,25 cm) e DES + CMX (9,33 £ 0,29 cm)
(Fig. 7A). O comprimento da cauda inicia no valor de 5,97 + 0,21 cm. E apos a
desnutricdo os grupos CTRL (7,51 + 0,34 cm) e CMX (7,37 + 0,33) ndo apresentam
diferenga, nem os grupos com desnutridos DES (6,66 £ 0,70 cm) e DES + CMX

(5,97 £ 0,56 cm) diferem entre si. Devido ao grande desvio padrao do grupo DES ele
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também nao apresenta diferenca com CMX, porém DES é menor que o CTRL
(p<0.001). Por sua vez, o grupo DES + CMX é menor (p<0.0001) em relagcdo ao
CTRL e, também. CMX. Apds a recuperagao os grupos apresentaram diferencas. O
grupo CTRL (8,27 + 0,25 cm) foi menor (p<0.01) em relagdo ao CMX (8,82 £ 0,27
cm). O grupo DES + CMX (7,97 £ 0,25 cm) foi o menor entre todos, e apresentou
diferenca com DES (8,67 + 0,06 cm) e CMX (Fig. 8B).

Quanto ao comprimento do intestino delgado as fémeas do tempo #1 medem
29 + 1,73 cm. Apos a desnutrigdo os grupos CTRL (32,38 + 2,24 cm), CMX (30,14 £
4,63 cm), DES (30,57 + 2,31 cm) e DES + CMX (29,40 £ 2,11 cm) ndo apresentaram
diferenca. Apds a recuperagao os grupos CTRL (36,07 £ 2,94 cm), CMX (36,25 +
2,06 cm), DES (35,00 £ 1,00 cm) e DES + CMX (36,00 + 2,65 cm) também nao
apresentaram diferenca (Fig. 8C). O comprimento do intestino grosso iniciou com
4,37 + 0,42 cm. No tempo #2 nao houve diferenca entre as médias dos grupos CTRL
(7,12 £1,42 cm), CMX (7,31 + 1,86 cm), DES (6,79 + 2,03 cm) e DES + CMX (6,10 *
0,63 cm). Tampouco a recuperagdo causou apresentou diferenga entre os grupos
CTRL (7,00 + 0,84 cm), CMX (6,87 £ 0,63 cm), DES (8,33 £ 0,58 cm) e DES + CMX
(7,50 + 1,00 cm) (Fig. 8D).

O comprimento do bago no tempo #1 foi uniforme, 1,10 £ 0,00 cm. Apds a
desnutricdo o grupo CTRL (1,21 + 0,21 cm) apresentou maior média, mas nao
apresentou diferenca com CMX (1,1 £ 0,11 cm) e com DES + CMX (1,06 £ 0,23 cm),
porém o grupo DES (0,94 + 0,11 cm) foi menor (p<0.01). Apds a recuperagao, 0s
grupos CTRL (1,15 £ 0,23 cm), CMX (1,12 + 0,05 cm), DES (1,47 + 0,06 cm) e DES
+ CMX (1,33 = 0,32 cm) ndo apresentam diferenga (Fig. 8E). O comprimento do
fémur, no tempo 33, foi bastante uniforme, e as médias de todos os grupos juntos foi
de 1,68 £ 0,05 cm (Fig. 8F).

Os parametros de peso de alguns érgaos também foram estabelecidos para
fémeas (Fig. 9). O peso inicial do bago foi de 0,039 + 0,007 g. Apds a desnutri¢cdo, o
grupo CTRL (0,048 + 0,025 g) foi 0 que apresentou a maior massa, apesar disso néo
ha diferenga para CMX (0,033 £ 0,009 g), ja os grupos DES (0,014 + 0,002 cm) e
DES + CMX (0,019 + 0,013 cm) foram menores (p<0.001) em relacdo ao CTRL.
Apoés a recuperagao, o grupo CTRL (0,040 + 0,030 g) apresentou o maior desvio

padrdo entre os tratamentos, e sua média ndo foi significativamente diferente de
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CMX (0,031 + 0,009 g) e nem DES + CMX (0,031 + 0,011 g). O grupo DES (0,094 +
0,008 g) apresentou a maior meédia em relagdo a todos os outros grupos (p<0.01)
(Fig. 9A). O peso do figado apds a recuperagao nédo apresenta diferenga entre os
grupos CTRL (1,133 £ 0,304 g), CMX (1,198 + 0,147 g), DES (1,156 + 0,185 g) e
DES + CMX (1,421 £ 0,838 g) (Fig. 9B). O peso do rim apds a recuperagao também
nao apresentou diferenga entre os grupos CTRL (0,150 £ 0,023 g), CMX (0,159 %
0,034 g), DES (0,186 + 0,040 g) e DES + CMX (0,148 £ 0,010 g) (Fig. 9C). O peso
do coragdo apods a recuperagdo também ndo apresentou diferenga entre os grupos
CTRL (0,129 % 0,031 g), CMX (0,145 + 0,043 g), DES (0,134 + 0,010 g) e DES +
CMX (0,142 £ 0,018 g) (Fig. 9D).
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Figura 8. Parametros gerais de comprimento em fémeas

COMPRIMENTO CORPO (cm)
~ -
1 1
ool —»
Wil
:l 5
w
COMPRIMENTO CAUDA (cm)
~ o
1 1
e
[ 13
oge|0¢ :l:
w

o

-
=]
1

50+

40

0. ii *f %5 *3

COMPRIMENTO INTESTINO DELGADO (cm)
8
1
.
COMPRIMENTO INTESTINC GROSSO (cm)
-
1
-
n

g
o
1

2.0+

=

o
|

L}

o
W
1
2
=]
1

e
o

by
o

COMPRIMENTO BAGO (cm)
T
]
Ll ]
Biium
L
=1
< Soi
=
L ]
i1
COMPRIMENTO FEMUR (cm)
G

T T T T
P \:Q,"l« Eig % % CTRL #3 DES #3

Média + DP dos parémetros gerais de comprimento para fémeas dos grupos experimentais no inicio
do protocolo (#1), ao final do protocolo de desnutricao (#2) e apds a recuperagao (#3). Em preto os
grupos nao tratados e em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol. As medidas sao
apresentadas em centimetros de: (A) corpo; (B) cauda; (C) intestino delgado; (D) Comprimento
intestino grosso; (E) bago; (F) fémur. Diferenga nao significativa (ns), *p<0.1, **p<0.01, ***p<0.001
ANOVA de duas vias, teste post hoc de Tukey. Tempo #1, n=3. Tempo #2 (CTRL n=10, CMX= 7, DES
n=7, DES + CMX n=6) Tempo #3 (CTRL n=8, CMX n=4, DES n=3, DES + CMX n=3).



61

Figura 9. Parametros gerais de peso de 6rgaos em fémeas
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Média + DP dos parametros gerais de peso dos 6rgaos dos grupos experimentais fémeas no inicio do
protocolo (#1), ao final do protocolo de desnutricdo (#2) e apos a recuperagao (#3). Em preto os
grupos nao tratdos e em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol. Os valores sé&o
apresentados em gramas de: (A) bago; (B) figado; (C) rim; (D) coragao. Diferenga nao significativa
(ns), *p<0.1, **p<0.001, ANOVA de duas vias, teste post hoc de Tukey. Tempo #1, n=3. Tempo #2
(CTRL n=10, CMX= 7, DES n=7, DES + CMX n=6) Tempo #3 (CTRL n=8, CMX n=4, DES n=3, DES +
CMX n=3).
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Infelizmente, devido a falta de recursos, os parametros bioquimicos foram
estabelecidos apenas para os camundongos machos CTRL e DES apds o protocolo
de desnutrigdo (Fig. 10). A albumina n&o foi diferente entre os grupos CTRL (1,82 +
0,18 g/dL) e DES (1,85 + 0,10 g/dL) (Fig. 10A). Nao houve diferenga no colesterol
CTRL (63,12 £ 6,15 mg/dL) e DES (57,00 £ 9,49 mg/dL) (Fig. 10B). Porém as
proteinas totais do grupo DES (3,28 + 0,14 g/dL) ficaram diminuidas (p<0.001) em
relagcdo ao CTRL (3,72 £ 0,21 g/dL) (Fig. 10C). As globulinas do grupo DES (1,42 +
0,13 g/dL) ficaram diminuidas (p<0.0001) em relagdo ao CTRL (1,90 £ 0,18 g/dL)
(Fig. 10D). E por isso, a relagao albumina/globulina € aumentada no grupo DES em

relacdo ao grupo CTRL (p<0.001).

Figura 10. Parametros bioquimicos do sangue de machos apés desnutrigao
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Em relacdo a composicdo celular, primeiramente foram mensurados os
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leucdcitos por contagem diferencial em lamina histoldgica por esfregaco (Fig. 11).
Machos apds a desnutrigdo n&o apresentaram diferengas significativas entre todos
os grupos experimentais (Fig. 11A). Os linfocitos, tipo de células mais abundante
entre os identificados, tiveram médias diferentes, mas com grandes desvios nos
grupos CTRL (78,40 £ 12,80 x103mm3), CMX (81,17 £ 16,50 x103mm3), DES CMX
(91,00 + 8,41 x103/mm3) e DES + CMX (67,00 = 7,55 x10%/mm?3). Os linfécitos
ativados também né&o foram identificados de forma homogénea entre os grupos,
CTRL (5,8 £ 5,90 x103%mm3), CMX (6,5 £ 6,70 x103/mm3), DES (2,0 + 4,00
x103/mm3) e DES + CMX (9,00 + 6,56 x103%mm?3). O mesmo se deu para os
neutrofilos dos grupos CTRL (12,80 * 10,28 x10%mm3), CMX (7,83 + 10,32
x103/mm3), DES (6,25 + 9,25 x103/mm?3) e DES + CMX (18,00 + 6,25 x103/mm?3). E
para os mondcitos dos grupos CTRL (1,0 £ 1,0 x103mm?3), CMX (2,7 + 34
x103/mm?3), DES (0,5 + 1,0 x103/mm?3) e DES + CMX (3,3 + 3,5 x103/mm?3). Apds a
recuperacao dos machos (#3) houve diferengas quando aos linfocitos e neutrdfilos
(Fig. 11B). A média dos linfocitos CTRL (80,17 * 12,14 x103mm?3) e CMX (68,14 +
15,50 x10%/mm?3) ndo apresentaram diferenga entre os grupos, porém o grupos DES
(79,67 * 8,52 x103/mm3) foi menor (p<0.01) em relagédo ao grupo DES + CMX (86,43
+ 4,76 x103/mm?3). Os linfocitos ativados ndo apresentaram diferencga entre os grupos
CTRL (1,5 = 1,22 x103/mm?3), CMX (2,83 + 3,76 x103/mm?3), DES (4,28 + 1,11
x103%mm3) e DES + CMX (4,28 + 3,09 x10%mm3). Porém os neutréfilos
apresentaram diferenca entre os mesmos grupos que os linfécitos, mas com a
relagdo inversa, DES (22,14 *+ 10,30 x103/mm3) foram mais abundantes em relagao
a DES + CMX (8,57 + 2,22 x10%/mm?3), os outros dois grupos CTRL (18,33 + 12,24
x103/mm3) e CMX (14,67 + 3,98 x103/mm3) ndo apresentaram diferenca. Os
mondcitos foram encontrados em valores pequenos, € nao apresentaram diferencga
para os grupos CTRL (0,00 x103/mm?3), CMX (1,17 = 2,4 x103/mm?3), DES (1,14 +
1,68 x103/mm3) e DES + CMX (0,71 £ 1,11 x103/mm?).

Para as fémeas ndo houve diferenca apdés a desnutricdo (Fig. 11C). Os
linfécitos dos grupos CTRL (83,83 + 17,57 x103/mm3), CMX (85,75 £ 9,39 x103/mm?3),
DES (94,67 = 7,57 x103/mm?) e DES + CMX (77,25 + 19,34 x103/mm3) tiveram
grandes desvios. Linfocitos ativados nado foram identificados no grupo DES, e

apareceram de forma muito variada nos outros grupos, CTRL (1,83 = 2,71
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x103/mm3), CMX (6,25 + 7,23 x103/mm?3), e DES + CMX (6,25 + 5,19 x103/mm3). Os
neutréfilos também apareceram de forma variada entre as amostras, com a maior
média sendo a do grupo CTRL (14,5 + 18,14 x103/mm?3), em relagdo aos grupos
CMX (6,5 = 3,10 x103/mm3), DES (5,33 = 7,57 x103/mm?3) e DES + CMX (10,25 +
7,09 x103/mm3). Os mondcitos ndo foram identificados no grupo DES e de uma
maneira ndo homogénea nos outros grupos CTRL (1,17 = 1,60 x10%/mm?3), CMX
(0,50 £ 0,58 x103mm?3) e DES + CMX (1,50 + 1,91 x103/mm3). Apds recuperagéo
ainda n&o séo identificadas diferengas entre os tratamentos (Fig. 11D). Os linfocitos,
ainda sado o tipo celular mais abundante entre os grupos CTRL (78,50 + 9,11
x103/mm3), CMX (82,67 + 10,12 x103/mm?3), e DES (91,00 + 3,00 x103/mm?) e DES +
CMX (92,67 = 1,53 x103/mm3). Os linfocitos ativados estdo presentes nos grupos
CTRL (4,00 + 2,97 x103mm?3), CMX (2,67 = 2,08 x103/mm3), e DES (3,00 + 2,65
x103/mm3) e DES + CMX (0,67 + 1,15 x103/mm3). Os neutrofilos também estdo
presentes nos grupos CTRL (18,83 + 9,06 x103/mm?3), CMX (11,33 + 2,30 x103/mm?3),
e DES (8,00 + 4,36 x103/mm3) e DES + CMX (7,33 = 0,58 x103/mm3). Nao foram

identificados mondcitos nas amostras.
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Figura 11. Leucograma de machos e fémeas apos o protocolo desnutricao e

recuperagcao
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Média £ DP da contagem diferencial de leucécitos dos grupos experimentais ao final do protocolo de
desnutricdo (#2) e apds a recuperacdo (#3) representados em numeros absolutos por milimetro
cubico. Em azul os grupos tratados submetidos ao protocolo de desnutrigdo. (A) Machos #2. (B) Ma-
chos #3. (C) Fémeas #2. (D) Fémeas #3. *p<0.1, Anova de duas vias, teste post hoc de Tukey. Ma-
chos #2 (CTRL n=5, CMX=6, DES n=4, DES + CMX n=3). Fémeas #2 (CTRL n=6, CMX=4, DES n=3,
DES + CMX n=4). Machos #3 (CTRL n=6, CMX n=6, DES n=7, DES + CMX n=7). Fémeas #3 (CTRL

n=6, CMX n=3, DES n=3, DES + CMX n=3)

A avaliagdo da composicdo do bacterioma foi realizada através de

sequenciamento por sintese, na plataforma Illlumina. No total foram sequenciadas 42

amostas de machos e fémeas. As amostras de machos para cada tempo
experimental foram: #1 — CTRL (n=3); tempo experimental #2 — CTRL (n=3), DES
(n=3), CMX e DES+CMX (n=3); tempo experimental #3 - CTRL (n=3), DES (n=3),

CMX e DES+CMX (n=3). Para as fémeas ndo houve sequenciamento do ultimo

tempo experimental, sendo sequenciado somente: tempo experimental #1 - CTRL

(n=3); tempo experimental #2 - CTRL (n=3), DES (n=3), CMX e DES+CMX (n=3).
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O sequenciamento gerou aproximadamente 4.7 milhdes de leituras (reads), com
uma meédia de 112.253,74 leituras por amostra. Essas sequéncias foram
classificadas em unidades taxonémicas operacionais (OTUs), e em meédia, foram
identificadas 436,30 OTUs por amostra. A curva de rarefagdo de todas as amostras
atingiu um platd, o que demonstra que o sequenciamento apresentou uma boa

cobertura quanto a riqueza de espécies (Fig. 12).

Figura 12. Curva de rarefagdao do sequenciamento
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As OTUs geradas foram identificadas a partir do banco de dados SILVA, e
com isso, foi feita a avaliagdo da composicdo da microbiota dos animais. Em um
primeiro momento, essa avaliacdo buscou a diferengca entre os tempos
experimentais, utilizando somente os animais controles, sem distingdo de sexo (Fig.
13). Pode-se observar com isso que o bacterioma dos animais tinha sua riqueza
aumentada conforme os animais amadurecem (Fig. 13A). Para observar a riqueza,
diversidade-alfa, foram utilizados 4 indices: Observed, Chao1, Shannon e Simpson.

Para os indices Observed e Chao1, houve um aumento significativo da média nos
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tempos experimentais #2 e #3 em relagdo ao tempo #1. A média para #1 foi de
417.33 e 417.48, respectivamente para Observed e Chao1. No tempo #2, foi 468.67
e 468.73 (p=0.0421 para Observed e p=0.0426 para Chao1). E no tempo #3 foi
485.00 e 485.09 3 (p=0.0078 para Observed e p=0.0079 para Chao1).

A homogeneidade foi comparada entre os tempos experimentais. Para isso,
utilizou-se a dispersao beta, que avalia a distdncia dos pontos em relacdo ao
centroide. E nesse ponto ndo ha diferenca entre os tempos experimentais. Porém,
utilizando da analise de varidncia por permutagdo usando distancia de matrizes
(ADONIS) (p<0.002), percebemos que os centroides dos grupos estdo localizados
em diferentes posi¢cdes. Entdo, apesar dos grupos apresentarem um numero
homogéneo de espécies, a composi¢cado dos grupos difere (Fig. 13B). A abundancia
relativa permitiu a identificacdo da representagcdo dos filos, bem como sua
modulagdo com o envelhecimento dos animais. Os filos Bacteroidetes e Firmicutes
foram os dois filos mais representados em todos os tempos experimentais, com
Bacteroidetes sendo o maior entre os dois (Fig. 14). O grupo Epsilonproteobacteria
também esteve presente em todos os tempos experimentais. No tempo #3 ha um

aumento da abundéancia relativa das Proteobacterias e Patescibacteria (Fig. 14).
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Figura 13. A microbiota intestinal dos animais nao esta completamente madura
no inicio do protocolo de desnutricao
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Riqueza, diversidade e abundancia relativa de OTUs identificadas em amostras de fezes de animais
controle, machos (n=3) e fémeas (n=3), nos trés tempos experimentais (#1, #2, #3). (A) Diagrama de
caixa representando medidas de diversidade alfa (indices: Observed, Chao1, Shannon, Simpson) nos
tempos experimentais 1 (vermelho), 2 (verde) e 3 (azul). (B) Analise de Coordenadas Principais dos
indices de diversidade de Bray-Curtis para os animais nos tempos experimentais 1 (vermelho), 2
(laranja) e 3 (verde).*p<0.01, **p<0.001 Anova de uma via, teste post hoc de Tukey.



69

Figura 14. Abundancia relativa dos filos da microbiota intestinal dos animais

controle nos trés tempos experimentais
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Utilizando da analise discriminante linear (LDA) com efeito de tamanho

(LEfSe) proposta por Segata (2011), foi possivel identificar tdxons aumentados de

forma significativa em cada tempo experimental (Fig. 15). Os camundongos mais

jovens, do tempo experimental #1, apresentaram 4 taxons aumentados em relagao

aos outros dois tempos, o tempo #2 apresentou um unico taxon. Ja o ultimo tempo

experimental, #3, onde os animais se encontram mais velhos, apresentou a maior

quantidade de tdxons aumentados, no total foram 33 téaxons idenficados (Fig. 15A).
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Figura 15. Grupos de bactérias da microbiota intestinal de animais controle
expandidos em cada tempo experimental
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Apos a analise do desenvolvimento normal da microbiota através do tempo,
procurou-se estabelecer as mudangas ocasionadas pelos protocolos de desnutricdo
e administracdo de antimicrobiano. Os dois modificaram o bacterioma de animais
machos tanto em relacdo a diversidade (Fig. 16) quanto para abundancia relativa
(Fig. 17), o mesmo foi observado na diversidade (Fig. 20) e abundancia relativa (Fig.
21) de fémeas. Entretanto, a mudanga nao foi observada em relagdo ao numero de
especies, ainda que o tratamento com Cotrimoxazol apresentou as menores médias
para os indices de diversidade alfa, os grupos nao tiveram diferengas significativas
para nenhum dos sexos (Fig. 16A e 20A). A homogeneidade e a posicdo dos
centroides para analise da diversidade beta também nao apresentaram diferenca
estatistica para machos (Fig 16B). Porém, houve diferenga sim para fémeas, com
centroides bem diferentes, com o efeito do antibiético sendo mais significativo
(p<0.003) em relagao a desnutri¢do (p<0.016) (Fig. 20B). Nos dois sexos a relagao
Firmicutes/Bacteroidetes foi modificada, com a expansao do ultimo. Esse efeito é

agravado com o uso de Cotrimoxazol. Porém, o grupo que é fig. (Fig. 17 e 21C).
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Figura 16. O uso de Cotrimoxazol nao atua na diversidade microbiana dos
camundongos machos
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Figura 17. A relacdao Firmicutes/Bacteroidetes é alterada pelo protocolo de

desnutricdo e tratamento com Cotrimoxazol em camundongos machos
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Devido aos diferentes impactos que os tratamentos ocasionam em cada sexo,
as analises por método LEfSe foram realizadas para machos (Fig. 18 e 19) e para
fémeas (Fig. 22 e 23). Machos, logo apds a finalizagdo do protocolo de desnutrigéo e
tratamento com antimicrobiano, apresentam diminuicdo de diferentes taxons em
relagcdo ao grupo controle. O tratamento com Cotrimoxazol resultou na reducéo de
31 OTUs, enquanto para a desnutricdo esse numero foi de 16 OTUs. Os dois
tratamentos possibilitaram a expansdo de um unico grupo. No caso do
antimicrobiano foi a expansdo de um género incultivavel da familia Rikenellaceae,
conhecido como RC9 gut group. Para a desnutrigdo foi o grupo Ruminococcaceae
UCG-005. As fémeas por sua vez, apresentaram um resultado curioso. Os dois
protocolos apresentaram um aumento no numero de espécies em relacdo ao
controle (Fig. 22). A desnutricdo aumentou 21 OTUs em contraposicdo com a
controle que apresentou somente 3 OTUs aumentadas. Enquanto o antimicrobiano
aumentou 29 OTUs, e nenhum aumento do grupo controle. O grupo duplo tratado
(DES + CMX) foi comparado em relagédo ao aumento e diminuigdo de espécies com
0S grupos que passaram por um dos tratamentos (Fig. 23). Para os dois sexos, 0

duplo tratado apresentou o maior numero de espécies aumentadas.
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Figura 18. O uso de Cotrimoxazol reduz um maior numero de espécies da

microbiota intestinal do que a desnutricao em camundongos machos

A
B ctRe NN oEs
I

| | ] |

1 ] I I 1
; : : Ruminococcaceaeucc_o13 [

Bilophila
Lactococtus

m
@
a
T
2
o
=S
o
0
=
=)
o
3

Sphingurﬁunada(eée

Sphlnguﬁwnnadaleé

Sphingoﬁ'\cnas :

Alphaprofenbacteria

A(idubaciteria :

Acidobacteriales

Acidobacteriia

Streptococcaceae |
LachnospiraceaeUCG_010
Ruminococcaceae |

uncultured

Anaerotmncus

: Oscillibagter : : :
| ] |

| | I |
-6.0 —4.8 —3.6 —2.4 =12 00 1.2 2.4 36 4.8 6.0
LDA SCORE (log 10)

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
: f ' Rikenellaceacrcaguigroup NN
: : Peptococcaceae :

ué\(u\tursd : : :

Clostridiales

UBA181S

Enterobacteriales

Sphingomonas

Sﬁhingomohadales .

Ruminiclostridiumé -

Acetatifactor

sphingomonadaceae |

C;and\darusArthromiEu:S

Lactococcus :

Eﬁba(t&riumxylanupll:i\umgmurj

T&zzerel\e}: : :

Clostridiaceael '

LachnospiraceaeFCS020group |

Léchnoc\osfr\d\um :

Sireptococcaceae

LéchncspiréceanCGioos

T;'zzerel\a .

Escherichia: Shigella -

Erysipelotrichia

Etysipelotrichales

Lachnospiraceae

Anaerotruncus

R:uminococgaceae :
LachnospiraceaelCG 001
uncultured :

Roseburia
R;.:min\clost:ridium
uncultured ° : :

| | |

2 46 6.0

I
1.8 3.

i I
-8.0 -6.6 -5.2 -3.8 -2.4 -1.0 0.4
LDA SCORE (log 10)

Analise discriminante linear e ordenados por tamanho de efeito utilizando o método LEfSe
demonstrando o aumento significativo de taxons em escala logaritmica. Taxons de bactérias
aumentados em amostras de machos CTRL (n=3), CMX (n=3), DES (n=3) no tempo experimental #2.
Comparacgao entre grupos: (A) Controle e Desnutrido e (B) Controle e Cotrimoxazol.



Figura 19. O tratamento com Cotrimoxazol
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Figura 20. A diversidade da microbiota intestinal é pouco alterada em fémeas
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Figura 21. A relagao Firmicutes/Bacteroidetes é alterada pelo protocolo de

desnutricao e tratamento com Cotrimoxazol em camundongos fémeas
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Figura 22. A desnutricido e o uso de Cotrimoxazol aumentaram os grupos

microbianos compondo a microbiota intestinal de fémeas
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Figura 23. O tratamento com Cotrimoxazol mitiga os efeitos da reducao de

espécies na microbiota intestinal causados pela desnutricao em fémeas
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Cotrimoxazol e Desnutrido + Cotrimoxazol.
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Apos a finalizagdo do protocolo de desnutricdo aconteceu a recuperagao
nutricional, com o aumento gradual do volume de ragido ofertado por dia durante
duas semanas. Apds esse periodo, a microbiota dos animais foi avaliada novamente.
E com isso, foi observado que a recuperacdo nutricional ndo garante a recuperagao
do bacterioma dos animais que passaram nem pelo protocolo de desnutricdo ou que
foram tratados com Cotrimoxazol (Fig. 24). Os indices de diversidade alfa nao
apresentaram diferengas estatisticas, com excecao de Shannon em que os animais
DES apresentaram menor riqueza em relagdo aos animais controle (p<0.036) (Fig.
24A). Duas semanas apos o tratamento com antimicrobiano, a diversidade beta dos
animais que tratados com Cotrimoxazol apresentou o centroide diferente em relagéo
aos outros (p<0.031) (Fig. 24B). A abundancia relativa dos filos manteve a proporgéo
Firmicutes/Bacteroidetes alteradas nos animais que foram desnutridos, ou tratados
com antimicrobianos (Fig. 25).

As analises por LefSe mostraram a diminuicdo que os tratamentos causaram
mesmo apos a recuperacdo (Fig. 26). Os animais recuperados da desnutricdo
apresentam a diminuigdo de 16 OTUs (Fig. 26A), os animais que fizeram uso de
Cotrimoxazol também apresentam a diminui¢cdo de 16 OTUs em relagédo ao controle
(Fig. 26B). Porém, diferentemente do grupo que so6 sofre a desnutricao, eles também
apresentam 2 OTUs aumentadas, o género Parasutterella e Family Xl AD3011
group. O maior aumento se deu na comparagao dos grupos DES, ou CMX, com
DES + CMX (Fig. 27). Em comparagado ao grupo desnutrido, o duplo tratamento
resultou no aumento de 69 taxons no tempo #3 de avaliacao, equivalente a duas
semanas de finalizado o uso do antimicorbiano. J4 em relagdo ao grupo CMX, esse
numero foi de 26. As duas comparagdes mostraram um grande aumento de

Firmicutes e Clostridia.
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Figura 24. A recuperacao nutricional dos animais nao garante a recuperagao da

composicao da microbiota intestinal
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Figura 25. A relacdo Bacteroidetes/Firmicutes continua alterada na microbiota
intestinal dos animais desnutridos e/ou tratados com Cotrimoxazol mesmo

apos a recuperagao nutricional
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Figura 26. A disbiose causada pela desnutricao e pelo uso de Cotrimoxazol é

mantida apds o protocolo de recuperagao
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Andlise discriminante linear e ordenados por tamanho de efeito utilizando o método LEfSe
demonstrando o aumento significativo de taxons em escala logaritmica. Taxons de bactérias
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Figura 27. O uso do antimicrobiano no quadro de desnutrigao resulta no

aumento de diversos grupos de bactérias na microbiota intestinal
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Andlise discriminante linear e ordenados por tamanho de efeito utilizando o método LEfSe
demonstrando o aumento significativo de taxons em escala logaritmica. Taxons de bactérias
aumentados em amostras de machos DES (n=3), CMX (n=3), DES + CMX (n=3) no tempo
experimental #3. Comparagao entre grupos: (A) Desnutrido e Desnutrido + Cotrimoxazol, (B)

Cotrimoxazol e Desnutrido + Cotrimoxazol.
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Considerando os resultados de aumento de um numero expressivo de OTUs
nos animais que passaram pelo protocolo de desnutricdo e receberam tratamento
com antimicrobiano, foi realizada uma analise de comparacgao direta entre a
composi¢ao da microbiota desse grupo de animais com os do grupo controle, para
conhecer se 0 aumento dessas OTUs poderia resultar na normalizagao da
microbiota comensal dos animais do grupo DES + CMX. Os animais com duplo
tratamento, DES + CMX, apresentam o aumento de 23 grupos bacterianos em
relagdo ao controle e diminuigao de 14 grupos (Fig. 28), pelo que o tratamento do
antimicrobiano nos animais desnutridos nao resulta na normalizagdo da microbiota

intestinal, mesmo apds a recuperagao nutricional.
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Figura 28. A microbiota intestinal nao é normalizada apés os animais
desnutridos serem tratados com Cotrimoxazol
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Comparacgao entre grupos: Controle e Desnutrido + Cotrimoxazol.
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4 DISCUSSAO

Nesse trabalho, buscou-se estabelecer o modelo de desnutricdo em
camundongos C57BL/6 ainda na infancia. Espera-se que recriando o fendtipo de
desnutricdo infantil nos animais, através da restricdo da alimentacédo, o fenébmeno
possa ser melhor estudado, sem a implicagdo de envolver sujeitos humanos que
naturalmente se encontram fragilizados. Atualmente, o protocolo preconizado pela
OMS para desnutricdo € o tratamento com Cotrimoxazol. Porém, o impacto desse,
bem como a persisténcia desse impacto no quadro de desnutri¢gao infantil ndo havia
ainda sido explorado. Por meio do modelo aqui apresentado, pudemos investigar a
microbiota dos animais durante a desnutricdo, apds a recuperagao e com presenca
ou auséncia do tratamento. E, dessa forma, entender melhor as possiveis sequelas
da desnutrigdo e do tratamento com antimicrobiano.

Os camundongos C57BL/6 apresentam dimorfismo sexual de tamanho.
Machos sdo maiores, e, portanto, consomem mais racédo do que as fémeas (Fig. 2).
O fendmeno ja é bem conhecido e descrito nas fichas técnicas dos laboratorios que
comercializam a linhagem (The Jackson Laboratory). Machos adultos podem pesar
até 5g a mais do que as fémeas. Por essa razdo, o protocolo de desnutricao foi
padronizado a partir das curvas de consumo de ragéo e ganho de peso de cada um
dos sexos. Portanto, durante a realizacdo do protocolo os machos receberam um
volume maior de racao (1,70 g/dia/animal) em relagao as fémeas (1,46 g/dia/animal).

O protocolo de desnutricao é aplicado da 3" a 6" semana de vida do individuo.

Esse é também o periodo em que os animais controle apresentam maior ascengao
na curva de ganho de peso (Fig. 3). Ou seja, € um periodo em que os animais ainda
estdo em crescimento, ndo sendo considerados adultos, atingindo a maturidade
sexual somente a partir da sétima semana de vida (KEMPERMANN; KUHN; GAGE,
1997). Dessa forma, o protocolo de desnutricdo € aplicado durante um importante
momento para o desenvolvimento do individuo, assim como ocorre na desnutricdo
infantil.

O final do protocolo de desnutricdo € o momento de maior diferenca de peso
entre os grupos de alimentacao ad libitum e os grupos desnutridos. Para os machos

esse déficit de peso foi de 44%, enquanto para as fémeas foi de 35%. Esses valores
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se aproximam ao encontrado por Mittal e Woodward (1985) que desenvolveram um
modelo de desnutricdo severa em camundongos para o estudo das células epiteliais
do timo e que serviu de base para o desenvolvimento do nosso modelo. Também foi
definida como severa a desnutricdo criada no modelo de Cortés-Barberena et al.
(2008), em que os camundongos com apenas 1 dia de vida tiveram sua alimentagao
restrita pelo numero de mamas disponiveis para os filhotes, e apresentaram déficit
de peso superior ou igual a 40%. Segundo dados globais levantados pela OMS, uma
menina de 5 anos de idade deveria pesar, em média, 17.5 kg (WHO, 2020a). Com
um déficit de 40%, ela passaria a pesar 10.5 kg. Esse valor representa o z-escore de
3. Portanto, essa crianga estaria sobrevivendo a uma forma aguda e severa de
desnutricado, similar ao que observarmos em nosso modelo animal.

O periodo em que ocorre a desnutricdo, € o momento onde os animais
controle apresentam a maior média de ganho de peso diario (Fig. 5). Em
contrapartida, os animais desnutridos ndo conseguem ganhar peso. Porém, apds
essas trés semanas de desnutricdo, € iniciado o protocolo de recuperacdo. E a
relagdo de ganho de peso diario € invertida, os animais anteriormente desnutridos
passam a ter uma média de ganho de peso diario superior ao controle. Portanto,
mais que proporcionar um ganho de peso, o protocolo de recuperacgao foi capaz de
retornar o IMC dos animais ao mesmo valor observados nos camundongos com
ragao ad libitum (Fig. 4). O uso de Cotrimoxazol ndo apresentou efeito no ganho de
massa dos animais, estando associado a desnutrigdo ou nao.

Além da massa, a desnutricdo também impactou o tamanho dos individuos.
Machos e fémeas apdés o protocolo de desnutricdo apresentaram comprimento
inferior @ sua contrapartida com ragao ad libitum (Fig. 6 e 8). Essa caracteristica,
tamanho inferior a idade, é observada na desnutricao infantil crénica. Porém, o
protocolo de recuperagdo normalizou o comprimento dos animais, que nao
apresentaram déficit de crescimento na vida adulta.

Interessantemente, a desnutrigdo também alterou o comprimento do intestino
grosso nos animais machos (Fig. 6C e D). O intestino grosso em camundongos é
relativamente maior que em humanos, e tem também maior funcionalidade, visto
que € rico em microorganismos responsaveis pela fermentagdo do seu conteudo,

funcdo que em humanos é majoritariamente executada no intestino delgado
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(HUGENHOLTZ; VOS, 2017). Os machos DES + CMX apresentaram o menor
comprimento para os dois intestinos, porém o mesmo efeito ndo foi observado nas
fémeas (Fig. 8C e D), sugerindo a necessidade de ampliagdo do numero amostral
para melhor compreensédo do fendmeno. Outros trabalhos também n&o observaram
alteracao do comprimento do intestino apds tratamento com antimicrobiano (GRASA
et al, 2015; SUAREZ-ZAMORANO et al., 2015; GE et al., 2017). Entretanto,
camundongos GF apresentam maior comprimento do intestino, sugerindo que exista
algum ponto no desenvolvimento do animal, ou na diversidade de microorganismo
que o colonizam, que é capaz de alterar a formagao do 6rgdo como um todo.

O impacto da microbiota no desenvolvimento, vai além dos 6rgaos em que ela
estda diretamente relacionada. De fato, camundongos GF também apresentam
figado, coragdo, rim e bago menores do que a sua contrapartida colonizada
(SCHWARZE et al., 2016). Quando esses mesmos animais sao inoculados com uma
Unica espécie de bactéria, Lactobacillus plantarum, o fenétipo de tamanho dos
orgaos € recuperado (SCHWARZE et al., 2016). Bagos menores também foram
observados em tratamentos com antimicrobiano (OCHOA-REPARAZ et al., 2009;
REIKVAM et al., 2011; YOSHIYA et al., 2011; ZHANG et al., 2015; JOSEFSDOTTIR
et al.,, 2017; THACKRAY et al., 2018). Porém, o tratamento com Cotrimoxazol nesse
trabalho foi insuficiente para gerar esse fenotipo (Fig. 6E e 8E). Provavelmente
devido a redundancia de fungdes que a microbiota apresenta, seria necessario a
deplecdo de um maior numero de espécies para que a diminuicao desses o0rgaos
fosse observada. A desnutricdo, por sua vez, foi capaz de reduzir o peso do bago
para machos e fémeas (Fig. 7A e 9A), mostrando-se como um protocolo bastante
agressivo. Esse efeito, de redugcdo do bago, também foi observado em outros
modelos de desnutricdo. Uma dieta hipoproteica, com somente 0.1% de proteina,
reduziu o numero de células mononucleares no bago de camundongos BALB/c em
apenas 4 dias (MANHART et al., 2000).

Criancas desnutridas apresentam parametros bioquimicos séricos, como
albumina e proteinas totais, diminuidos (BARTZ et al, 2014). De forma geral,
albumina sérica é utilizada para mensurar o status nutricional, enquanto globulina
sérica reflete a severidade da inflamagdo crénica (WU et al, 2019). Porém,

identificamos somente a redugdo das globulinas no nosso modelo, e, por



91

consequéncia, das proteinas totais (Fig. 10C). Essa redugcdo pode impactar
negativamente a quantidade de imunoglobulinas, como ja identificado por outros
trabalhos com restricdo protéica (AMARAL et al, 2006). A redugdo de células
secretoras de anticorpos foi observada em modelo de desnutricdo de porcos, apds o
desafio imunoldgico feito com virus atenuado da vacina humana para rotavirus, no
sangue e no intestino (MICHAEL et al., 2020). Ja a redug&o do colesterol total que &
relacionada a mortalidade em diversas patologias, ndo apresenta um perfil classico
na desnutricido (KELLER, 2019). De fato, no nosso modelo ndo foi observada a
reducao no colesterol total sérico (Fig 10B).

O sangue, como tecido, apresenta uma grande renovacgao. As células que o
compde tem uma vida util curta (OGAWA, 1993). Essa renovacao depende de
diversos fatores, desde o estado nutricional do individuo até niveis inflamatérios
(SANTOS et al., 2017). A contagem diferencial de leucdcitos no sangue, apresenta
suas limitagdes, porém pode ser utilizada de forma muito ampla em diversos
ambientes de pesquisa. Entretanto, utilizando essa metodologia, o modelo né&o
apresentou leucopenia (Fig. 11), sintoma comum em quadros de desnutricdo
(LEANDRO-MERHI et al., 2017; NAJERA et al., 2002; SAVINO, 2002). Também nao
houve diferenca nos outros tipos celulares mensurados, seja na desnutrigdo ou apés
a recuperacao. Porém, o numero de células ndo garante a normal funcionalidade do
organismo. Por exemplo, monécitos e macréfagos de camundongos submetidos a
uma dieta hipoproteica se apresentaram em normal quantidade, porém essas
células expressaram mais arginase in vitro e in vivo, e, dessa forma aumentaram a
suceptibilidade do individuo a patégenos (CORWARE et al., 2014).

Em suma, podemos afirmar que o protocolo de desnutricdo resulta em
animais com fenotipo de desnutricido aguda durante um periodo crucial para o
desenvolvimento. Ao final do protocolo, os animais desnutridos se encontram com
metade do peso dos animais controle e também tamanho reduzido. A recuperacao
alimentar foi capaz de recuperar esse fendtipo morfométrico, normalizando o
tamanho dos animais que passaram por desnutricdo. O tratamento com
Cotrimoxazol n&o interferiu nem promoveu excesso no ganho de peso. Ao contrario
do que é observado na criacdo de animais de corte, onde o uso de antimicrobianos é

feito de forma rotineira para, entre outros efeitos, promover o ganho de peso mais
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acelerado nesses animais (BROOM, 2017).

O sequenciamento por sintese permitiu ir além da morfometria para
caracterizar o modelo aqui proposto na perspectiva da composicado da microbiota.
Através do sequenciamento do gene 16S rRNA extraido de fezes, foi possivel
identificar mudangcas na microbiota conforme o tratamento dos grupos
experimentais. Para confirmar que o esforgo amostral foi 0 mesmo para todas as
amostras, retirando um possivel viés, foi utilizada a curva de rarefagdo. A curva de
rarefacdo mostra a profundidade em que as amostras foram sequenciadas, onde o
eixo y € o numero de espécies encontradas enquanto o x representa o esforgo de
sequenciamento. Atingir um platdé no numero de espécies identificadas significa que
independente do numero de sequenciamentos realizados posteriormente, ndo sera
identificada mais nenhuma espécie nova (HUGHES et al., 2001). Todas as amostras
aqui apresentadas atingiram esse platé (Fig. 12). Portanto, o sequenciamento
realizado é representativo de virtualmente todos os organismos portadores do gene
16S rRNA que foram extraidos com sucesso das amostras de fezes dos animais.

Assim como observado pela morfometria, que o animal ainda esta em
desenvolvimento no tempo experimental #1, a composi¢cao da microbiota também
nao esta totalmente madura quando é iniciado o protocolo de desnutricido.
Primeiramente, apenas os animais controle foram analisados quanto a sua
microbiota, comparando a sua composi¢cao em relagdo aos tempos experimentais
(Fig. 13). Através dos indices de diversidade alfa, foi possivel quantificar a riqueza
de espécies nas amostras. Os indices Observed e Chao1, que apontam a riqueza de
OTUs totais, tiveram sua menor média no tempo experimental #1, sendo esse o
menos rico. Essa média cresceu ao longo do tempo, atingindo seu pico no ultimo
tempo experimental (#3) (p=0.0078) (Fig 13A). Dessa forma, o tempo experimental
#3 € o mais rico em numero de espécies em comparagao aos outros dois. A
diferenga sé ocorre nos indices que observam o nimero total de espécies. indices
como Shannon e Simpson, que atribuem peso a equidade da representacao das
espécies (HILL et al., 2003) ndo apresentaram diferenca significante entre os tempos
experimentais.

Essa hipotese, da microbiota ainda ndo madura no inicio do protocolo de

desnutricao, é reforcada pelo indice de diversidade beta. A diversidade beta pondera
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nao so a riqueza dentro da amostra, mas também a diversidade de uma amostra em
relagdo a outra, considerando o numero e equidade de espécies. O indice de
diversidade de Bray-Curtis, utilizado para calcular a diversidade beta, aponta o
tempo experimental #2 como um perfil de transicdo entre o tempo #1 e #3 (Fig. 13B).

Apesar disso, a abundancia relativa dos filos € mantida com uma prevaléncia
de Bacteroidetes e Firmicutes durante todos os tempos experimentais (Fig. 14),
como ja observado em diversos trabalhos esses dois filos predominam em
camundongos C57BL/6 (PARKER et al., 2018; SON et al., 2019; WANG et al., 2018).
Essa predominancia também ocorre em humanos, onde esses filos chegam a
representar 90% da abundancia da microbiota intestinal (ARUMUGAM et al., 2011;
SEGATA et al., 2012), seguidos pelos filos Actinobactérias e Proteobactéria que
somam os outros 10% restantes (ARUMUGAM et al., 2011; SEGATA et al., 2012).

O amadurecimento da microbiota dos animais aumenta a quantidade de
representantes de todos esses quatro filos (Fig. 15). As Prevotellaceae, familia
dentro de Bacteroidetes, foi a familia com maior aumento no tempo experimental #3
em relagdo a todos os outros dois tempos, seguida de Ruminococcaceae, uma
familia de Firmicutes. Em terceiro lugar, Enterobacteriaceae, uma ordem de
Proteobacteria, onde também esta contido o género Klebsiella sp. E o filo
Actinobactéria também aparece entre as bactérias aumentadas.

Houve um aumento de um quinto grupo, Saccharibacteria, que faz parte de
uma proposta recente de um filo denominado Filo Candidato de Radiacao, do inglés
candidate phyla radiation (CPR) (BROWN et al., 2015b). Esse filo é caracterizado
por conter organismos com pequenos genomas. Esses genomas reduzidos
acarrentam em dificuldade de cultivo, j3 que o crescimento do organismo é
dependente de condigdes muito especificas que sado fornecidas pelo seu meio.
Dessa forma, € um grupo recente, que s6 pdde ser descrito a partir do advento da
metagendémica, embora acredita-se que o grupo represente cerca de 15% de todo
dominio bactéria. A metagendmica modificou nossa compreenséo filogenética e
possibilitou a formag¢do de uma nova arvore da vida (CASTELLE; BANFIELD, 2018).
Estudos que apresentem essas bactérias fazendo parte da microbiota intestinal sao
bastante recentes (YIMAGOU et al, 2020). Nos animais de tempo experimental #3

foi identificado o aumento dos taxons: género CandidatusSaccharimonas sp., familia
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Saccharimonadacea, ordem Saccharimonadales e classe Saccharimonadia.

ApOs a analise da microbiota dos individuos controle em relagao ao tempo, foi
feita a analise do tempo experimental #2, onde ocorreu a primeira perturbagdo da
microbiota. Esse € o momento onde o protocolo com Cotrimoxazol e o protocolo de
desnutricdo foram finalizados. No entanto, essa perturbacdo ndo foi observada
através da diversidade alfa que ndo foi menor nos grupos que passam por algum
desses protocolos, sejam os animais machos (Fig. 16A) ou fémeas (Fig. 20A). Em
criancas HIV soro positivas que fizeram o uso profilatico de Cotrimoxazol, também
nao foi observado diminuicdo da diversidade alfa. Porém, quando esses individuos
tém sua microbiota analisada quanto aos genes de resisténcia, percebe-se um
aumento da diversidade alfa para os genes de resisténcia (D’'SOUZA et al., 2019). A
perturbacao ficou mais evidente através da diversidade beta, modificada a partir do
uso de antimicrobiano. O grupo tratado com Cotrimoxazol gerou amostras mais
semelhantes entre si, independente do status nutricional, mostrando que, na
modulac&o da microbiota, o antimicrobiano atua mais que a desnutricéo (Fig. 16B e
20B). A abundancia relativa é também mais perturbada devido ao uso de
antimicrobiano (Fig. 17 e 21). Os camundongos tratados somente com Cotrimoxazol
apresentaram aumento na relacdo Bacteroidetes/Firmicutes. O mesmo resultado, a
expansao de Bacteroidetes e reducdo de Firmicutes, foi observado em humanos
adultos atendidos em hospital por motivos de doencgas ndo digestiva (bronquites,
infeccado do trato urinario, pneumonia ou bacterimia) e tratados com antimicrobianos
das classes Fluroquinolonas e B-lactadmicos. Esses individuos tiveram sua microbiota
sequenciada a partir de fezes doadas antes e depois do tratamento, que teve
duracao de sete dias (PANDA et al., 2014).

O efeito do uso de Cotrimoxazol fica mais evidente na analise por LEfSe (Fig.
18), onde mais de 31 OTUs foram diminuidas em relagao ao controle, enquanto que
para a desnutricdo, esse numero foi somente de 16 OTUs. Entretanto, os dois
tratamentos ocasionaram a perda de Ruminococcaceae, uma familia dentro de
Firmicutes. Esta familia teve um dos primeiros organismos a serem identificados
compondo a microbiota humana (RAJILIE-STOJANOVIE; VOS, 2014). A perda de
diversidade de Ruminococcaceae esta relacionada com dietas de baixo teor em

fibras, e por consequéncia, maior ganho de peso dos animais (MENNI et al., 2017).
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Além disso, espécies de Ruminococcus sp. ja foram identificadas em bebés recém
nascidos, fazendo parte da microbiota humana desde muito cedo (MORELLI, 2008).
O género tem um papel importante na protecdo do hospedeiro, pois produz
bacteriocina A, uma toxina proteinacea capaz de inibir o crescimento in vitro de
diversos patégenos da classe Clostridia, inclusive Clostridioides difficile (DABARD et
al., 2001), agente causador da colite pseudomembranosa. Lactococcus Sp. e
Streptococcaceae também sdo perdidos nos dois protocolos (desnutricdo e
Cotrimoxazol), sendo também pertencentes ao filo Firmicutes.

A perda de firmicutes e consequente aumento na relagéo
Bacteroidetes/Firmicutes € classicamente observada na disbiose presente em
quadros de obesidade (HILDEBRANDT et al., 2009; LEY et al., 2006; WIT et al.,
2012). Em camundongos que tem o gene ob deletado, e portanto ndo tem atuacgéo
da proteina leptina que atua como um fator de saciedade, foi observado o0 mesmo
aumento na relacdo Bacteroidetes/Firmicutes (BACKHED et al., 2004). Nesse
trabalho, a analise metagendmica revelou o aumento da expressdao de genes
presentes nessa microbiota que sdo importantes para sintese do acidos graxos de
cadeia curta que podem ser utilizados na lipogénese hepatica. Dessa forma, essa
alteracdo do microbioma associada com obesidade poderia ter maior capacidade de
absorver e metabolizar calorias da dieta. Tal observacdo poderia explicar, pelo
menos em parte, o ganho de peso de pessoas e outros animais, tratados com
antibicrobiano para esse fim, como também o porqué individuos recuperados de
desnutricdo apresentam tendéncias a obesidade (WHO, 2017). Sobreviventes da
“‘grande fome” causada pela Segunda Guerra Mundial tém sido extensivamente
estudados em diferentes contextos. Ravelli et al. (1976) mostrou a prevaléncia de
obesidade em homens de 19 anos, cujas maes tiveram desnutrigdo durante o inicio
da gestacéao, superior em relagao ao resto da populagdo. Um levantamento realizado
em uma regido carente de Maceié mostrou que a prevaléncia de criangas com
alguma forma de desnutricdo na regido era de 20.8%. No mesmo contexto, 13% dos
adolescentes apresentavam IMC elevado e 11% tinham estatura inferior a idade
devido a desnutricdo. Os adultos, por sua vez, apresentavam quadro de obesidade
(25%), mas também estatura diminuida (22%). Por fim, obesidade e desnutricdo

coexistiam em 30% das familias. O estudo conclui que a obesidade € uma possivel
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consequéncia da desnutricdo infantil (FLORENCIO et al., 2001).

O género Rikenellaceae RC9 gut group, aumentado em camundongos
tratados com Cotrimoxazol, apresenta pouca descricdo na literatura pois sua
existéncia so6 foi evidenciada recentemente através da metagenémica. Porém, em
um modelo de doencga arterial coronariana desenvolvido em ratos, foi observado que
mudangas na microbiota contribuiram com a patogénese devido ao aumento da
permeabilidade do intestino. Essa mudanca da microbiota consistia no aumento de
quatro géneros, entre eles, Rikenellaceae RC9 gut group (SUN et al., 2019). Dessa
forma, é possivel que os animais tratados com Cotrimoxazol tenham sua
permeabilidade intestinal aumentada, o que possibilitaria a formacdo de quadros
inflamatdrios no intestino. Por sua vez, os animais que passaram pela desnutricio
tiveram o aumento de Ruminococcaceae UCG-013. Esse género também é pouco
descrito na literatura e, até agora, nenhum trabalho descreveu seu aumento
vinculado a desnutrigao.

As diferencas fisiologicas dos sexos decorrem pelos hormdnios que cada um
deles produz em maior quantidade. A sinalizacdo hormonal se da de forma
sistémica, e por isso, diferengcas entre os sexos sao observadas por todo o
organismo, incluindo a composi¢cdo da microbiota de animais da mesma espécie
(KIM et al., 2020). Dessa forma, tratamentos com antimicrobiano tém impactos
diferente na microbiota de machos e de fémeas (VEMURI et al., 2018). Essas
diferengcas podem ser tdo grandes a ponto de influenciar o comportamento dos
individuos. Fémeas de hamster tratadas com Enrofloxacina, antimicrobiano de amplo
espectro, apresentaram niveis reduzidos de agressividade. O mesmo fenétipo so6 foi
observado em machos quando esses passaram pelo tratamento por uma segunda
vez (SYLVIA et al., 2017).

E observada a diferenca entre os sexos também nesse trabalho. Fémeas,
diferentemente dos machos, apresentaram um aumento de espécies em relagdo ao
controle apos tanto a desnutricdo quanto o tratamento com Cotrimoxazol (Fig. 22).
Para o grupo desnutrido, 21 OTUs foram aumentadas e o género Ruminococcaceae
UCG-014 foi o que apresentou maior aumento. Ele esta contido na mesma familia
do género aumentado nos machos desnutridos. As fémeas ainda apresentaram

aumento do género Ruminococcaceae UCG-005. A familia Ruminococcaceae vém
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sendo vinculada a fenétipos de emagrecimento (MENNI et al., 2017). Em uma dieta
indutora de obesidade, camundongos expostos a baixas temperaturas apresentaram
uma mudanga na microbiota intestinal ligada com aumento de atividade metabdlica.
O aumento de 4 taxons, entre eles a familia Ruminococcaceae, e a diminuicdo de
outros trés foi relacionado com a mudanga que impediu o ganho de peso dos
animais (ZIeTAK et al., 2016). Dessa forma, podemos inferir que modula¢des no
numero de Ruminococcaceae sp. estejam atreladas com adaptacbes metabdlicas
causadas por condigdes energéticas, no caso do nosso trabalho, ao déficit calérico.
Houve também a diminuicdo de representantes da familia Sphingomonadaceae nas
fémeas desnutridas. Essa familia apresenta baixa frequéncia na composicdo da
microbiota humana, porém parece fazer parte do nucleo base da microbiota da
nossa espécie, ou seja, taxons cuja a presenca € necessaria para caracterizagao de
uma microbiota saudavel (D’AURIA et al., 2013).

As fémeas tratadas com Cotrimoxazol apresentaram somente aumento de
taxons em relagao ao controle, nenhuma diminuicdo. Um resultado que precisa ser
confirmado e melhor explorado em trabalhos futuros, visto que o antimicrobiano
deveria atuar sobre algumas espécies ocasionando a diminuicdo de taxons. A
expansado de algumas bactérias pode ocorrer devido ao uso do farmaco, como
observado para os machos. O fendmeno ocorre pela relagdo ecoldgica que existe
entre os individuos que compdem a microbiota. Ou seja, apés a atuagédo do
antimicrobiano, e a consequente diminui¢cao de individuos, cria-se nichos vazios que
serao ocupados por outros individuos nao afetados pelo farmaco, ocasionando a
expansao desses. Porém, isso nao explica o perfil das fémeas apds a desnutricao,
onde o uso de antimicrobiano somente aumentou € ndo diminuiu nenhum grupo de
bactérias (Fig. 22). Ainda assim, a expansao de Bacteroidetes, efeito que foi descrito
para os machos desnutridos, também foi observada para as fémeas.

Os animais que foram submetidos aos dois protocolos simultaneamente
(Cotrimoxazol e desnutrigdo) apresentam maior aumento do numero de espécies em
relagdo aos animais que passaram por um unico protocolo, efeito observado em
machos (Fig. 19) e fémeas (Fig. 23). Esse aumento do numero de espécies néo
necessariamente significa um quadro mais saudavel. De fato, entre os grupos

aumentados para os machos DES + CMX em relagao ao grupo DES, temos género
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Helicobacter sp., que tem como famoso representante a espécie H. pylori cuja
infeccdo é a causa principal para gastrite crénica e ulcera péptica na mucosa
gastrica (BLASER, 1999; CAMILO et al., 2017). Outro género aumentado € Bilophila
sp. Uma espécie desse género, B. wadsworthia, tem seu aumento associado com
dietas ricas em gorduras em humanos (DAVID et al., 2013). E em camundongos
atua de forma sinergética com dieta hipercaldrica promovendo maior quadro de
inflamacao instestinal e alteracbes no metabolismo do acido biliar que ocasionaram
esteatose hepatica (NATIVIDAD et al., 2018). Entretanto, quando comparamos o
grupo DES + CMX com CMX ha um aumento do filo Firmicutes. Isso também foi
observado na abundancia relativa dos filos (Fig. 17). Esse aumento de Firmicutes
restaura a relacao Bacteroidetes/Firmicutes que é alterada quando os protocolos de
desnutricdo e Cotrimoxazol sdo aplicados individualmente.

As fémeas com duplo tratamento (Cotrimoxazol e desnutricdo) também
apresentaram um aumento do numero de espécies em relagdo aos grupos de
tratamento unico (Fig. 23). Em relagdo as fémeas desnutridas, as de duplo
tratamento tiveram aumento da classe Clostridia, e, dentro dela, mais
especificamente, da familia Ruminococcaceae. Ja em relagdo as fémeas tratadas
com Cotrimoxazol, houve o aumento dos dois filos, Bacteroidetes e Actinobacteria.
Curiosamente, o género Blautia esteve aumentado nas fémeas DES + CMX em
relagdo tanto ao grupo DES quanto CMX. Em um trabalho com humanos adultos
esse foi 0o Unico género de bactéria que teve alguma correlagdo com acumulo de
gordura visceral. Quanto maior a quantidade de representantes do género, menor o
acumulo de gordura, independente do sexo dos individuos (OZATO et al., 2019). Em
um outro estudo, a microbiota de criancas obesas foi comparada com a de criangas
nao-obesas. As criangas obesas apresentavam reducdo de Blautia sp., e essa
reducdo era maior caso a crianga também tivesse resisténcia a insulina. Nesse
mesmo trabalho, foi proposto que a reducdo de Blautia sp. se relaciona com o
aumento de marcadores pré-inflamatorios, o que levaria a um agravamento do
fenotipo da obesidade, através de observacdes in vivo e in vitro (BENITEZ-PAEZ et
al., 2020). Dessa forma, o aumento de Blautia sp. no grupo DES + CMX pode ser
visto como recuperacao da disbiose causada pelos dois protocolos quando esses

sao aplicados de forma independente.
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As duas semanas de recuperagao que garantiram a normalizagdo do peso
dos animais, mas ndo normalizaram a composi¢cdo da microbiota, tanto para animais
que se recuperaram da desnutricdo, quanto para 0s que cessaram o uso de
antimicrobiano (Fig. 26). Os primeiros, tiveram a redugéao de 16 OTUs em relagao ao
controle. E o mesmo numero de OTUs observadas previamente a recuperacéo,
porém nao sao todos os mesmos taxons. Uma das diminui¢des ndo observadas
anteriormente € a de Lactobacillus sp., género vinculado com o crescimento normal
do individuo (SCHWARZE et al, 2016). Apesar dos camundongos terem
normalizado seu tamanho, a redugao de Lactobacillus sp. observada no modelo aqui
proposto pode ser um dos fatores responsaveis pela estatura reduzida em criangas
recuperadas da desnutricdo infantil. Membros da familia Rikenellaceae estéo
ausentes em criangas com Kwashiorkor, no nosso modelo, o género Rikenella sp.
estava diminuido em animais recuperados de desnutricdo (ALOU et al., 2017).

Ja os animais apds duas semanas cessado o uso de Cotrimoxazol
apresentaram uma diminuicao de OTUs em relagdo ao periodo de uso do farmaco,
de 31 para 16. Apesar da recuperagao de alguns taxons, a familia Lachnospiraceae
e a ordem Clostridiales continuaram. A ordem, da qual o patégeno Clostridioides
difficile faz parte, € também representada por diversos organismos comensais.
Esses comensais exercem papel importante na fermentacdo de alimentos e
producao de butirato (PRYDE et al., 2002), um acido graxo de cadeia curta utilizado
como fonte de energia pelos colondcitos (CLAUSEN; MORTENSEN, 1995).

A comparagdo do grupo duplo tratado (DES + CMX) com os grupos que
passaram somente por um tratamento apds a recuperagao € a analise que mostrou
maior diferenga de taxons observada nesse trabalho (Fig. 27). Apdés as duas
semanas de recuperacao, as diferencas entre DES e DES + CMX se amplificaram
passando de 22 taxons aumentados, no tempo experimental #2, para 69, no tempo
experimental #3. O aumento ocorreu em trés filos: Actinobacteria, Firmicutes e
Proteobacteria. A comparagao com CMX também apresentou aumento, passando de
15 para 26 taxons. Mesmo com diferente efeito, os dois tiveram aumento do filo
Firmicutes, em especifico da ordem Clostridia.

Esse resultado sugere uma mitigagcdo do tratamento com Cotrimoxazol no

quadro de desnutricdo. O uso profilatico de Cotrimoxazol ja foi avaliado em criangas
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HIV soro positivas da Uganda e do Zimbabue. O microbioma delas nao foi
comparado com o de outras criangas, mas sim entre o grupo que teve 0 uso
profilatico continuado e o que teve o uso descontinuado. Nao foram identificadas
diferengas significativas na microbiota dos grupos, porém marcadores de inflamagao
sistémica estavam reduzidos no grupo de uso continuado (BOURKE et al., 2019).

Porém quando a composigdo da microbiota originada pelo tratamento do
antimicrobiano nos animais desnutridos € comparada com o animal controle,
percebe-se que o tratamento ndo resulta na normalizagdo da microbiota intestinal,
mesmo apoés a recuperagao nutricional (Fig. 28). Os animais com duplo tratamento,
DES + CMX, apresentam o aumento de 23 grupos bacterianos em relagdo ao
controle. Entre os grupos aumentados estdo as Saccharimonas, cujo aumento foi
anteriormente identificado no amadurecimento da microbiota (Fig. 15). Outro grupo
foi RuminococcaceaeUCG 14, o aumento desse género também foi observado nos
animais que passaram somente pela desnutricdo. Além dos aumentos, o duplo
tratamento também gerou diminuicdo de grupos em relagdo ao controle, 14 grupos
de bactérias foram diminuidos. O género Prevotella, que também apresentaram
expansdo com o amadurecimento da microbiota (Fig. 15), tiveram uma espécie
diminuida no duplo tratamento.

O uso de antimicrobiano em criancas traz sequelas na composicido da
microbiota que perduram para muito além do uso do farmaco (KORPELA et al.,
2016). E trabalhos que relacionam a diminuicdo da mortalidade de criangas
desnutridas com o uso profilatico de antimicrobianos tém sido questionados por
outros trabalhos que demonstram nao haver diferenga entre os grupos tratados com
o placebo (NEL, 2018). Considerando esses achados com os resultados obtidos no
presente trabalho, considera-se que o0 uso do antimicrobiano no tratamento da
desnutricdo resulta em um outro perfil de microbiota intestinal e ndo na sua
normalizagéo, portanto enquanto o unico tratamento for com o uso de antimicrobiano
para quadros de desnutricdo severa, deve-se considerar terapias posteriores que
ajudem no reestabelecimento dessa microbiota.

Em resumo, foi desenvolvido por meio dessa dissertagcdo um modelo animal
de desnutrigdo infantil severa e aguda em camundongos C57BL/6, machos e fémeas.

O modelo, que atua através da restricao alimentar, recriou o fenétipo morfométrico
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observado em humanos desnutridos. Os animais, submetidos ao protocolo de
desnutricdo por trés semanas, tiveram déficit de crescimento. O peso e a altura foi
significamente menor do que o normal para sua faixa etaria. A globulina sérica
também foi reduzida. Além desses, o protocolo impactou no peso do bago dos
animais. Portanto, foi possivel produzir um fendtipo de desnutrigdo infantil em
camundongos C57BL/6 machos e fémeas.

A avaliagdo da microbiota intestinal mostrou que o modelo aqui proposto é
iniciado durante um periodo em que a microbiota ainda apresenta um perfil de
composi¢cao juvenil, ndo estando totalmente madura. Dessa forma, a disbiose
ocasionada pelo protocolo de desnutricdo € mantida, mesmo apds a recuperagao
nutricional, o que também ¢é observado na desnutricdo infantil. Essa disbiose é
caracterizada pela diminuicdo de representantes de todos os filos, sendo os
Firmicutes os mais afetados, com marcada alteragdo na relagao
Bacteroidetes/Firmicutes. O uso do antimicrobiano no tratamento da desnutricao
ocasiona o desenvolvimento de uma disbiose diferente daquela resultante da
desnutricdo. Portanto, ndo normaliza a composi¢do da microbiota, de fato gerando
um terceiro perfil disbiético.

As observagbes aqui apresentadas precisam ser mais exploradas pois as
anadlises feitas consideraram somente os aspectos gerais do perfil da microbiota na
cinética experimental aplicada e os tratamentos aplicados aos animais de
experimentagdo. Consideramos que analises funcionais dos diferentes perfis de
microbiota apresentados possam proporcionar dados qualitativos das mudancgas
observadas ao longo do protocolo, entendendo melhor os efeitos da desnutricédo e
do seu tratamento com antimicrobiano. Além disso, uma determinagdo do perfil
bioquimico dos animais ao longo do protocolo desenvolvido, assim como uma
avaliagao quanti e qualitativa dos diferentes componentes do sistema imunoldgico,
sdo metas futuras dessa linha de trabalho.

Finalmente, o modelo aqui apresentado pode ser utilizado para resolver
questdes tdo antigas como o uso profilatico ou ndo de antimicrobiano em quadros de
desnutricdo infantil. Como também para preposicdo de novas terapias para a
desnutricdo, que nao somente restaurem o fendétipo morfométrico do individuo, mas

também se preocupem com a composi¢cao da microbiota. Assim, minimizando as
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sequelas causadas por essa que € uma das condigdes mais cruéis que uma crianga

pode ser submetida.

5 CONCLUSAO

O presente trabalho reproduziu com sucesso um modelo de desnutricio
infantil na linhagem de camundongos C57BL/6 para os dois sexos e, pela primeira
vez, caracterizou o impacto desse modelo em paradmetros morfométricos,
bioquimicos e impacto na microbiota intestinal.

A caracterizagao observou a reprodugao de varios parametros clinicos que
sao também encontrados na desnutricdo infantii humana, como diminuicdo de
tamanho e peso e alteragcbes bioquimicas no soro. Sendo assim, o modelo podera
ser empregado no estudo da desnutricao infantil humana.

Além disso, o modelo permitiu determinar quantitativa e qualitativamente os
efeitos na microbiota comensal tanto da desnutricdo como no uso do Cotrimoxazol,
antimicrobiano preconizado pela OMS no tratamento de criancas desnutridas. O
principal achado nesse sentido determinou que esse tratamento nao restaura a
microbiota comensal mas resulta num outro tipo de disbiose, cujos efeitos
subsequentes permanecem desconhecidos.

Como limitagbes do estudo devem-se mencionar a necessidade de
aprofundar a caracterizagdo bioquimica e imunoldgica do modelo de desnutricao
aqui avaliado.

Como perspectiva, considera-se que a analise funcional das mudancgas na
microbiota em relacido a alteracdao de vias metabdlicas quanto da dindmica do
sistema imune, devem fornecer dados importantes sobre as sequelas da desnutricao
infantil em longo prazo.

Por ultimo, a aplicagdo do modelo desenvolvido combinado com outros
fatores, como desafios com patégenos ou em animais suscetiveis a doencas
autoimunes ou alérgicas, permitiria conhecer as sequelas em longo prazo da
desnutricdo sofrida na infancia sobre outro tipo de patologias sem direta relagdo com
a desnutricdo, o que por sua vez contribuiria a conhecer com maior precisdo os

impactos da desnutricao infantil na populagao em geral.
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