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Resumo

Doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa, geram alteragdes significativas no
lumen intestinal. Dentre elas ha o aumento nas concentragdes de oxido nitrico (NO) e
aumento da abundancia de Proteobacteria, especialmente da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli. Estas sdo capazes de utilizar nitrato, S-6xidos e N-6xidos como aceptores
terminais de elétrons na respiragao anaerobica. Assim, o excesso de NO produzido durante a
colite pode favorecer a expansdo desta familia. Recentemente foi observado em estudos do
nosso grupo que a IgG pode regular a produgao de NO durante a colite ulcerativa, via ativagao
de receptores FcyR. Diante disso, o objetivo deste trabalho ¢ compreender o papel da IgG no
controle da producdo de 6xido nitrico e seu impacto para o processo disbiotico gerado pela
colite ulcerativa. Visamos testar a hipotese de que IgG controla a expansdo de
Enterobacteriaceae durante respostas inflamatorias intestinais por regular a producdo de NO
por meio de analises multi-6micas de um banco de dados de pacientes portadores de DII,
experimentos in vitro com isolados disbioticos e experimentos in vivo em modelo murino de
colite ulcerativa, induzida por DSS (Sulfato de sédio dextrana). Neste ultimo sistema,
utilizamos animais deficientes para o receptor FcyRIIB, que apresentam alteracdes no seu
repertdrio de IgG reativa a microbiota, e ensaios de competicdo entre linhagens de
Escherichia coli selvagens ou mutantes incapazes de utilizar nitrato na respiragao anaerobia.
O perfil sorologico permitiu agrupar pacientes com diferentes diagnosticos de DII. Um desses
grupos, caracterizado por elevados titulos de ANCA, apresentou diferengas em sua microbiota
intestinal, com maior conteudo relativo de Citrobacter, Escherichia coli e Proteus, entre
outras alteracdes. Além disso, esses pacientes apresentaram alteracdes transcricionais,
caracterizadas por enriquecimento de vias envolvidas na resposta imune e inflamatoria,
indicando que a resposta soroldgica estd relacionada a alteragdes transcricionais e de

microbiota. Animais Fcgr2b™

apresentaram uma colite acentuada apds exposi¢ao ao DSS,
associado a maior producao da quimiocina CXCL1 e translocagdo bacteriana para o figado.
Ainda, nossos dados sugerem que FcyRIIB ¢ importante para "instruir" a ativacdo dos
macrofagos, reprimindo a producdo de NO e induzindo aumento de CD11b. Na auséncia do
receptor, o padrdo de ativagdo ¢ invertido. Também observamos que o uso de nitrato como
aceptor final de elétrons confere alguma vantagem competitiva para bactérias isoladas das

/-

fezes e figado dos animais Fcgr2b”, identificadas presuntivamente como E. coli. Os ensaios

de competicdo utilizando bactérias selvagens e linhagens AnarGnapAnarZ sugerem que 0 uso



de nitrato como aceptor final de elétrons confere uma vantagem para bactérias durante a colite
nos animais Fcgr2b”. Consistente com isso, a inibi¢do de iNOS impede a vantagem
competitiva da linhagem selvagem sobre a mutante e resulta em menor translocacdo da
linhagem selvagem para o figado dos animais Fcgr2b™”. Além disso, vimos que a utilizagdo do
nitrato no crescimento anaerobio gera uma menor produg¢do de indol indicando uma mudanga
fenotipica relacionada a viruléncia da bactéria. Em conclusdo, esses dados demonstram que
IgG interfere na composi¢do da microbiota durante DII em parte por modular a producao de
NO pelo hospedeiro e consequente expansao e eventual translocagdo de linhagens bacterianas

que utilizam o nitrato na respira¢do anaerdbia.

Palavras-chave: Colite; multidmicas; ANCA; nitrato; Escherichia coli.



Abstract

Inflammatory bowel diseases, such as ulcerative colitis, generate changes in the
intestinal lumen. Among them there is an increase in nitric oxide (NO) concentrations and an
increase in the abundance of Proteobacteria, especially from the Enterobacteriaceae family,
such as Escherichia coli. These are capable of using nitrate, S-oxides and N-oxides as
terminal electron acceptors in anaerobic respiration. Thus, the excess of NO produced during
colitis may favor the expansion of this family. It was recently observed in studies by our
group that IgG can regulate NO production during ulcerative colitis, via activation of FcyR
receptors. Therefore, the objective of this work is to understand the role of IgG in controlling
the production of nitric oxide and its impact on the dysbiotic process generated by ulcerative
colitis. We aimed to test the hypothesis that IgG controls the expansion of Enterobacteriaceae
during intestinal inflammatory responses by regulating NO production through multi-omic
analysis of a database of patients with IBD, in vitro experiments with dysbiotic isolates and in
vivo experiments in a murine model of ulcerative colitis, induced by DSS (Sodium dextran
sulfate). In this last system, we used animals deficient for the FcyRIIB receptor, which present
alterations in their microbiota-reactive IgG repertoire, and competition assays between
wild-type Escherichia coli strains or mutants incapable of using nitrate in anaerobic
respiration. The serological profile allowed grouping patients with different IBD diagnosis.
One of these groups, characterized by high titers of ANCA, showed differences in its
intestinal microbiota, with a higher relative content of Citrobacter, Escherichia coli and
Proteus, among other alterations. In addition, these patients had transcriptional alterations,
characterized by enrichment of pathways involved in the immune and inflammatory response,
indicating that the serological response is related to transcriptional and microbiota alterations.
Fcgr2b” animals showed a marked colitis after exposure to DSS, associated with increased
production of the chemokine CXCL1 and bacterial translocation to the liver. Furthermore, our
data suggest that FcyRIIB is important to "instruct" the activation of macrophages, repressing
NO production and inducing an increase in CD11b. In the absence of the receptor, the
activation pattern is reversed. We also observed that the use of nitrate as a final electron
acceptor confers some competitive advantage to bacteria isolated from feces and liver of
Fcgr2b” animals, presumptively identified as E. coli. Competition assays using wild-type
bacteria and AnarGnapAnarZ strains suggest that the use of nitrate as the final electron

acceptor confers an advantage to bacteria during colitis in Fcgr2b” animals. Consistent with



this, inhibition of iNOS prevents the competitive advantage of the wild-type strain over the
mutant and results in less translocation of the wild-type strain into the liver of Fcgr2b™
animals. In addition, we saw that the use of nitrate in anaerobic growth generates a lower
production of indole, indicating a phenotypic change related to the virulence of the bacterium.
In conclusion, these data demonstrate that IgG interferes with the composition of the
microbiota during IBD in part by modulating the production of NO by the host and
consequent expansion and eventual translocation of bacterial strains that use nitrate in

anaerobic respiration.

Keywords: ulcerative colitis; multi-omics; ANCA; nitrate; Escherichia coli.
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1 Revisao bibliografica
1.1 Microbiota intestinal e sua influéncia no intestino e sistema imunolégico

O intestino humano possui uma populagdo diversa de microrganismos em uma
dinamica complexa que exerce influéncia marcante no hospedeiro, tanto na homeostase
quanto na doenga (Thursby e Juge, 2017). O inicio do processo de colonizacdo microbiana
ocorre no nascimento (Sonnenburg e Sonnenburg, 2019) e a estabilizacao das caracteristicas
dessa microbiota acontece apds dois anos de vida, periodo em que se inicia o climax da
colonizacdo intestinal (Rutten et al. 2015). A microbiota pode sofrer modificagdes e
adaptacdes ao longo da vida, devido a fatores como condi¢des ambientais varidveis, por
exemplo, determinadas dietas e uso de antimicrobianos (Dieterich et al., 2018; Sonnenburg e
Sonnenburg, 2019). Contudo, gragas a caracteristica denominada resiliéncia, esta pode se
restabelecer e voltar a sua composi¢cdo anterior a perturbagao (Shin et al., 2015). Dentre os
microrganismos que compdem a microbiota intestinal podemos citar as bactérias, arqueas,
bacteriofagos e outros virus, eucariotos unicelulares e fungos, sendo as bactérias os
microrganismos mais estudados. Estes co-evoluiram com o hospedeiro ao longo de milhares
de anos formando uma relacdo intrincada e mutuamente benéfica (Béckhed, 2005; Gregory
et al., 2018). E é importante ressaltar que o padrdo individual da microbiota ¢ altamente

variavel (Dieterich et al., 2018).

O numero de microrganismos que colonizam o intestino foi estimado em 10'* (Zhang
e Frenette, 2019). A maioria dos microrganismos presentes no intestino humano sao
bactérias estritamente anaerobias (Mahowald et al., 2009) e pertencem predominantemente
aos filos Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos por Proteobacteria, Actinobacteria e
Verrucomicrobia (Zhang et al., 2020; Baumler e Sperandio, 2016). O co6lon ¢ a parte que
apresenta a maior diversidade e maior nimero de células microbianas (Tungland, 2018),
tornando-o um dos ecossistemas mais densamente colonizados do corpo. Ele abriga
principalmente bactérias das familias Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae,

Lachnospiraceae e Ruminococcaceae (Hall et al., 2017).

A comunidade microbiana desempenha um papel indispensavel na resisténcia a
patogenos, formando uma barreira que impede a colonizagdo de bactérias de espécies ou
linhagens diferentes, além de induzir a secrecdo de AMPs (Peptideos Antimicrobianos),

produzidos principalmente pelas células de Paneth, células secretoras especializadas da
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mucosa (Moens e Veldhoen, 2012; Bevins e Salzman, 2011). A microbiota regula
significativamente o desenvolvimento e a fun¢ao do sistema imunoldgico inato e adaptativo,
modulando a atividade imune (Negi et al., 2019%). Uma microbiota equilibrada no intestino ¢
de grande importancia na fun¢do imunoldgica e, consequentemente, na manuten¢do da

homeostase (McAleer e Kolls, 2018).

Além desta funcionalidade, a microbiota também influencia no desenvolvimento ¢ na
fisiologia do hospedeiro. A fisiologia pode alterar-se a nivel celular pela agdo do
microbioma por sinalizagdo celular, proliferacdo e biossintese de neurotransmissores
(Ijssennagger et al., 2015; Yano et al., 2015), gerando alteracdes na mucosa € até mesmo
uma modificacdo sistémica, afetando assim a homeostase, funcdo de barreira, metabolismo ¢
respostas imunes (Yano et al., 2015; Reinhardt et al., 2012; Cho et al., 2012). Entre outros
aspectos fisiologicos que a microbiota modula podemos citar a morfogénese do o6rgao,
vascularizagdo intestinal, carcinogénese, massa Ossea € também o comportamento do
hospedeiro (Sommer e Béckhed, 2013). Segundo Sommer e Béickhed, essa microbiota
também facilita o metabolismo e promove a adiposidade do hospedeiro, expandindo as
fontes de nutrientes, produzindo vitaminas essenciais e realizando o metabolismo de

xenobidticos.

O maior tecido imunoldgico do corpo ¢ o tecido linféide associado ao intestino
(GALT) e existe um equilibrio reciproco entre este tecido e a microbiota indigena
(Chistiakov et al., 2015). A microbiota emite sinais que levam as células imunolédgicas a
gerar respostas pré e anti-inflamatdrias (Negi et al., 2019b). As bactérias intestinais sdo a
principal fonte de antigenos naturais que estimulam o GALT e induzem a tolerancia
imunoldgica (Chistiakov et al., 2015). Dentre as bactérias intestinais, observou-se que
Bacteroides fragilis e varias linhagens comensais de Clostridium induzem a diferenciagdo de
células Treg (células T reguladoras) no célon e sua maturacdo funcional, gerando uma

resposta tolerogénica (Luu et al., 2017).

O epitélio intestinal e as Células Dendriticas (CDs) reconhecem as bactérias
patogénicas e comensais por meio dos chamados Receptores de Reconhecimento de Padroes
(PRRs) na sua superficie, como os receptores semelhantes a Toll (TLRs). Eles sdo
responsaveis por defender o hospedeiro contra patdégenos, por regular a abundancia de

micrébios comensais e por manter a integridade do tecido. Outros PRRs relacionados a
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modula¢do da composicdo da microbiota intestinal sdo os receptores semelhantes a NOD
(NLRs). Eles realizam a identificagdo, através do reconhecimento de elementos
microbianos, ou PAMPs (Padroes Moleculares Associados a Patdgenos) (Zheng et al.,
2020).0s PPRs possuem um papel central na ativacao do sistema imunolédgico, sendo que a
ligagdo de derivados microbianos aos PPRs leva ao recrutamento de células imunes do
sistema imunolédgico inato e adaptativo, como células T, células plasmaticas e macrofagos,
para o local da infecgdo, além de promover a secrecao de quimiocinas e citocinas (Dieterich
et al., 2018). Cada bactéria gera um padrdo individual de citocinas, podendo ser pré ou
anti-inflamatorias, como 1L-23, IL-12p70 e IL-10. Esta particularidade mostra o ajuste fino
entre o sistema imunologico do hospedeiro e a microbiota e, dependendo do microbioma,
vemos uma resposta de inflamagdo ou tolerancia (Manuzak et al., 2012; Dieterich et al.,

2018).

Grande parte dos anticorpos imunoglobulina A (IgA) produzidos pelas células
plasmaticas localizadas nas Placas de Peyer (PPs) ocorre apos ativacdo de TLR das células T
e B por antigenos microbianos. Esta imunoglobulina reveste uma fra¢do substancial da
microbiota, limitando a translocagdo para tecidos extra-intestinais (Bunker et al., 2018).
Zeng ¢ colaboradores (2016), utilizando modelo murino, observaram que as
Imunoglobulinas G também sdo capazes de limitar a translocacdo microbiana. Comumente
alguns tipos de IgG se ligam a proteobactérias intestinais podendo limitar sua translocacao

para os demais tecidos do hospedeiro, tanto na homeostase quanto na inflamagao.
1.2 Imunoglobulina G e a microbiota indigena

A simbiose entre hospedeiro e microbiota ¢ crucial para o hospedeiro instruir o
sistema imunologico, construir tolerancia imunoldgica adequada, prevenir a invasdo de
patogenos e receber metabolitos essenciais (Pickard et al.,, 2017). A manutencao da
homeostase do trato gastrointestinal ¢ essencial para combater a disfungdo intestinal, assim
como distirbios sistémicos (Lach et al., 2018; Zheng et al., 2020). Durante a homeostase,
macrofagos, células dendriticas e células T CD4+ sdo hiporresponsivas a estimulagdo das
bactérias comensais, impedindo assim uma resposta inflamatoéria (Clement et al., 2012).
Contudo, em processos infecciosos observa-se uma resposta imune tanto contra os

microrganismos patogénicos quanto os comensais (Hand et al., 2012).
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Uma caracteristica da resposta imune adaptativa intestinal ¢ a produc¢ao de grandes
quantidades de imunoglobulinas (Ig) IgA e IgG, isotipos de anticorpos predominantemente
encontrados na superficie da mucosa intestinal (Cerutti ¢ Rescigno, 2008; Armstrong et al.,
2019). Essas imunoglobulinas conferem protecdo durante infecg¢des, ligando-se a patdgenos
e revestindo-os no limen intestinal (Armstrong et al., 2019). Cisalpino e colaboradores
(2017), demonstraram em experimentos utilizando camundongos germ-free, que animais
isentos de microbiota apresentavam menor concentracdo de IgG circulantes e essa menor
concentracdo era reversivel a partir da convencionalizacdo desses animais, onde se
administrou fezes de animais convencionais por gavagem oral. Este trabalho ilustra bem o
papel da microbiota na producdo da IgG sistémica. A imunoglobulina G induzida pela
microbiota intestinal além de atuar localmente também ¢ capaz de controlar infecg¢des

sistémicas por bactérias simbidticas e patdgenos (Zeng et al., 2016; Cisalpino et al., 2017).

A maioria dos estudos indicam a IgA como um marcador de patégenos, porém
grande parte da IgA secretada no intestino liga bactérias sem seletividade (Gommerman et
al., 2014). Em contraste, a IgG tem se mostrado mais seletiva, sendo geralmente destinada a
suprimir a invasdao de patdgenos (Pickard et al., 2017). Niveis elevados de bactérias
revestidas com IgA e IgG sdo um trago caracteristico observado em doencgas inflamatoérias
intestinais (DII) (Harmsen et al., 2012; Rengarajan et al., 2019). Segundo Rengarajan e
colaboradores (2019), os subtipos de DII mostram padrdes diferentes de bactérias ligadas as
Igs. Pacientes com doenga de Crohn (DC) apresentam elevadas propor¢des de bactérias
ligadas a IgA e IgG, o que esta relacionado ao estagio mais grave da doenca. Ja pacientes
com colite ulcerativa (UC) apresentam aumento da quantidade de bactérias ligadas a IgG

apenas. Estes resultados propdem que as Igs podem ser usadas como marcadores de DIIs.

Alguns marcadores soroldgicos como anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA),
anticorpo citoplasmatico anti-neutr6filo (ANCA), anticorpos anti-flagelina (anti-CBirl) e
anti-porina de membrana externa C (anti-OmpC) estdo associados ao curso da doenga e aos
fendtipos da DII  (Schirmer et al., 2019). Estudos ja demonstraram que a IgG sérica
anti-flagelina ¢ elevada em pacientes com doenga de Crohn, cerca de 50% dos pacientes
com DC apresentaram reatividade sérica ao anti-CBirl, enquanto os pacientes com colite
ulcerativa, pacientes com outras doencas inflamatérias gastrointestinais e controles
apresentam pouca ou nenhuma reatividade a essa flagelina. Este dado indica a flagelina

como um importante componente para a resposta imune associada a DC. (Lodes et al, 2004;
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Targan et al., 2005) Targan e colaboradores, 2005, demonstraram que o nivel de resposta ao
anti-CBirl ¢ maior em pacientes que apresentam concentracdes crescentes de ASCA e
anti-OmpC, o que ¢ consistente com o conceito de que esse subconjunto de pacientes t€ém
uma propensdo a responder a multiplos antigenos bacterianos. O anticorpo ANCA esta
associado a maioria dos casos de colite ulcerativa (UC), 60% a 70% dos pacientes com UC e
apenas 25% dos pacientes com doenga de Crohn produzem estes anticorpos especificos. No
trabalho de Cohavy e colaboradores, 2000, sugere-se que 0 ANCA identificasse um ou mais
antigenos expressos por bactérias residentes no cdlon, definindo alvos microbianos da
resposta imune associada a doenca. Estes trabalhos demonstraram também que a IgG
anti-OmpC estd elevada em pacientes com UC em comparagdo com controles saudaveis.
Diversas associagdes entre marcadores sorologicos e DIIs ja foram tragados, contudo ainda
ndo foi visto uma associagdo especifica entre o perfil soroldgico e a microbiota dos
hospedeiros. Neste trabalho focaremos nos marcadores sorologicos das IgGs anti-OmpC,

Anti-CBirl e ANCA.

A IgG ¢ uma imunoglobulina definida como uma glicoproteina de 150 kDa,
composta por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. As cadeias pesadas sdo compostas
por um dominio variavel (Vy) e trés dominios constantes (CHI, CH2 e CH3). As cadeias
leves consistem em um dominio variavel (VL) e um dominio constante (CL). A por¢ao Fab
(fragmento de ligacdo ao antigeno) responsavel pela interacao especifica entre o antigeno e a
IgG, ¢ formada pelas cadeias VH e CH1, VL e CL. J4 a por¢ao Fc ("fragmento cristalino”) ¢
formado pelos dominios CH2 e CH3 (Zeng et al., 2016; Thomson, 2016). A IgG humana ¢
dividida nas subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4, numerados de acordo com sua quantidade
no soro e baseadas nas diferencas antigénicas na estrutura da cadeia pesada (Smith et al.,
2019). Ela pode mediar trés principais mecanismos efetores. A primeira forma ¢ através da
neutralizacdo de patogenos e/ou toxinas onde a IgG liga-se as proteinas de superficie do
microrganismo alvo e neutraliza a capacidade de entrar nas células do hospedeiro e sua
replicacdo. A segunda ¢ por meio da ativagdo do sistema complemento (Smith et al., 2019;
Tortora et al., 2017; Thomson, 2016). E a terceira, a opsonizacdo de patdogenos que se
replicam fora das células: a por¢ao Fab da IgG se liga aos antigenos, a por¢ao Fc associa-se
com receptores FcyR e desencadeiam as respostas das células efetoras, como macréofagos e
neutrofilos, para a protecdo contra a infeccdo (Bournazos et al., 2020; Thomson, 2016;

Dacéron, 2014).
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Os FcyR sdo receptores para a regido constante (Fc) das imunoglobulinas IgG (Wang
e Jonsson, 2019). Estes receptores sdao divididos em dois grupos principais: tipo I e tipo II.
FcyR tipo I, foco deste trabalho, incluem receptores candnicos classificados como ativadores
ou inibidores, com base nos motivos de sinalizagdo em seu dominio intracelular (Figura 1).
Nos humanos, os principais FcyRs de ativacdo sdo FcyRI, FcyRlIla, FcyRIlc e FeyRIlla.
Estes contém motivos de ativagdo de tirosina-imunorreceptor (ITAMs) presentes na cadeia o
do dominio intracelular de FcyR (para FcyRIla e FcyRIlc) ou na cadeia FcRy associada,
necessaria para a expressao e sinalizacdo de FcyRI e FcyRIIla. Os ITAMs sdo responsaveis
pela expressao do receptor, montagem de superficie e sinalizagdo. O FcyRIIB ¢ o Unico
FcyR tipo I inibidor e ¢ codificado por FCGR2B e contém um motivo inibidor de
tirosina-imunorreceptor (ITIM) em sua regido citoplasmatica (Bournazos e Ravetch, 2017;
Bournazos et al., 2020). Ele ¢ essencial para regular o limiar de ativagdo de células da
linhagem linfoide (células B), regulando as respostas de anticorpos e mantendo a tolerancia
(Bournazos e Ravetch, 2017). Apenas o FcyRIIIb nao apresenta dominios de transducao de
sinal (ITAM ou ITIM), ele ¢ expresso como uma proteina ancorada a GPI
(glicosilfosfatidilinositol. Contudo, ainda ¢ capaz de transduzir sinais de ativagdo por meio
da reticulagdo do receptor, especialmente através da associa¢do e sinergia com receptores
ativadores como o FcyRIla (Unkeless et al., 1995; Zhou and Brown, 1994). J4 os FcyR tipo
IT pertencem a familia de receptores de lectina do tipo C, como CD23 e DC-SIGN (ou
CD209), que apresentam uma estrutura oligomérica estabilizada por uma haste helicoidal o
na regido extracelular de ligacdo ao ligante (Pincetic et al., 2014; Bournazos e Ravetch,
2017). Além dos FcyRs temos os FcRs neonatais (FcRn) responsaveis por modular a
meia-vida e a reciclagem de IgG (Ghetie e Ward, 2000). O FcRn se liga a por¢do Fc de IgG
com alta afinidade (Daéron, 2014).
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Figura 1. Receptores Fcy candnicos e nao can6nicos de humanos e murinos. Em ambas as
espécies, os FcyRs candnicos se diferem em receptores de alta ou baixa afinidade pela
porg¢do Fc da imunoglobulina G e pelas vias de sinalizagao que desencadeiam, sendo elas de
ativagao ou inibicdo. Com exce¢do de FcyRIIA e FcyRIIC humanos, um FcyR ativador
geralmente consiste em uma cadeia O de ligagdo ao ligante e um dimero de cadeia y
transdutora de sinal, que contém motivos ativadores baseados em tirosina imunorreceptor
(ITAMs). Em humanos, também hd um receptor capaz de transduzir sinais de ativacdo sem
o ITAM, denominado FcyRIIIB. Este receptor é ligado ao glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Em
relagdo aos FcyR inibidores, o unico é o FcyRIIB, ele apresenta uma cadeia Unica que
contém um motivo inibitdrio baseado em tirosina imunorreceptor (ITIM) em seu dominio
citoplasmatico. O FcR neonatal ndo canbnico é membro da familia das proteinas do
complexo de histocompatibilidade principal de classe | e responsavel pela regulagdo da
meia-vida da imunoglobulina G. SIGNR1 de camundongo ou DC-SIGN humano sdo proteinas
lectinas do tipo C que se ligam a glicoformas de IgG ricas em residuos terminais de acido
sidlico e estdo envolvidas na atividade anti-inflamatéria da IgG. Imagem e legenda retirada

e adaptada da referéncia Bournazos e Ravetch, 2017.

A maioria das células efetoras sdo capazes de expressar tanto FcyRs ativadores

quanto inibidores. E as sinaliza¢des opostas destes receptores determinam o resultado na
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inflamagdo mediada por IgGs, para atingir respostas celulares equilibradas (Bournazos et al.,
2020). A expressao dos FcyR ¢ modulada pelas citocinas, onde citocinas pro-inflamatorias
geram aumento da expressdo de FcyRs de ativagdo e os sinais anti-inflamatorios regulam
negativamente a ativa¢do de FcyRs, aumentando a expressao de FcyRIIB (Bournazos et al.,
2017). A especificidade e afinidade da ligacdo da porcdo Fc com os diferentes FcyRs sdo
definidos pela sequéncia de aminoacidos primaria das classes e subclasses de IgG, assim
como estrutura e composi¢do da por¢do Fc (Bournazos et al., 2020). Os FcyRI sao
receptores de alta afinidade e apresentam trés dominios extracelulares enquanto FcyRII e
FcyRIII se ligam com menor afinidade por possuirem apenas dois dominios extracelulares

(Luetal., 2011).

Em camundongos ha quatro diferentes subclasses de IgG, sendo elas IgG1, 1gG2a,
IgG2b e 1gG3, que se ligam com afinidade e especificidade variadas a diferentes receptores
FcyR. Assim como em humanos, nos camundongos, os tipos de FcyR sdo classificados em
ativadores como FcyRI, FcyRIIl e FcyRIV e inibidores, FcyRIIB. Interessantemente,
FcyRIIB ¢ conservado em camundongos e humanos. Em humanos, IgG1 e IgG3 sdo as
subclasses de IgG mais pro-inflamatorias. Em camundongos, no entanto, [gG2a e IgG2b sao
as moléculas de IgG mais pro-inflamatorias € mostram uma atividade maior do que IgG1 e
IgG3 de camundongo em modelos in vivo (Nimmerjahn e Ravetch, 2008). As linhagens de
camundongo knockout disponiveis para determinados receptores Fc e camundongos
transgénicos com FcR humanos oferecem oportunidades para o estudo da biologia destes

receptores tanto em camundongos quanto em humanos (Masuda et al., 2009).

A microbiota intestinal induz a producao de IgG capazes de se ligarem de maneira
cruzada a membros da familia Enterobacteriaceae patogénicas para conferir prote¢dao contra
infecgdes sistémicas, desempenhando um papel importante na formagdo do microbioma
intestinal e na imunidade contra patdégenos entéricos Gram-negativos desde o inicio da vida
até a idade adulta (Amir et al., 2022). Alguns autores como Castro-Dopico e Clatworthy
mostraram que a IgG anti-microbiana ¢ um componente central durante a resposta
inflamatoria intestinal em modelos de DII, como colite induzida por DSS, e infeccdo de
mucosa, identificando potenciais estratégias terapéuticas para DII. Contudo, IgG e FcyRs
desempenham papéis essenciais também no processo de regulacdo da resposta imune e

controle da expansdo de bactérias comensais (Castro-Dopico e Clatworthy, 2019). Ainda
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sdo necessarios novos estudos para elucidar melhor os sinais e mecanismos que determinam

a geracao dessas respostas de IgG a microbiota em diferentes contextos.
1.3 Disbiose intestinal — desenvolvimento da colite ulcerativa e efeito do 6xido nitrico

Uma interacdo fina entre o hospedeiro e a microbiota determina o resultado da satde
ou doenca. Dada a ampla gama de efeitos na fisiologia do hospedeiro e seu papel na
inducdo, educacao e fungdo do sistema imunologico, de acordo com o grau de intensidade da
perturbac@o na microbiota, pode-se acabar gerando doencas relacionadas ao intestino, como
doengas inflamatorias intestinais (DII) e distirbios metabolicos, bem como em doengas que
afetam outros sistemas, incluindo aterosclerose, autismo, asma e diabetes tipo I (Dieterich et

al., 2018; Schirmer et al., 2019).

O desequilibrio da microbiota intestinal, ou perda da sua homeostase, ¢ chamado de
disbiose, sendo responsavel por inimeros quadros patologicos no organismo. A disbiose
gera uma modificacdo nas respostas imunes, favorecendo um estado de inflamagao (Mota et
al., 2018). Também ¢ capaz de alterar a sensibilidade visceral, permeabilidade e motilidade
intestinais (Passos e Moraes-Filho, 2017). Conforme ilustrado na figura 2, durante a
disbiose, observamos uma perda drastica da diversidade e redu¢ao no numero de bactérias
principalmente dos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Em consequéncia dessa redugdo, ocorre
perda da fun¢do de barreira contra colonizagdo, exercida pela microbiota, levando a uma
expansdo de bactérias encontradas em menor abundancia em condi¢des de eubiose,
especialmente do filo Proteobacteria, bactérias Gram-negativas anaerdbicas facultativas.
Essa expansdo envolve a alteracdo do microambiente metabdlico intestinal favorecendo
organismos capazes de realizar respiracdo aerobica e anaerdbica (Litvak et al., 2017). O
limen do co6lon saudavel ¢ anaerdbico, o que promove uma dominancia de anaerdbios
obrigatorios na composicao da microbiota intestinal. O epitélio do cdlon (colondcitos) ¢
hipoxico, porém processos inflamatorios ou tratamento com antimicrobianos aumentam a
oxigenacdo local, levando a interrup¢do da anaerobiose e favorecendo a respiracdo aerdbica

de bactérias disbidticas (Litvak et al., 2017), como ilustrado na figura 3.
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Figura 2. Interrupcdo da anaerobiose no epitélio e limen do célon durante a disbiose
intestinal. Na homeostase intestinal (esquerda), a B-oxida¢cdo do butirato derivado da
microbiota causa hipoxia epitelial, que mantém a anaerobiose no limen do intestino
grosso. Enquanto na disbiose intestinal (direita), os colondcitos superficiais obtém energia
por glicélise, processo anaerdbico, levando ao aumento da oxigenagdo. Este processo
interrompe a anaerobiose no limen, gerando assim a expansdao das Proteobactérias,
anaerdbicas facultativas. A escala de cores mostrada na parte inferior (gradiente de O,)
indica a disponibilidade de oxigénio. Imagem e legenda retirada e adaptada da referéncia

Litvak et al., 2017.

As Doengas Inflamatérias Intestinais (DII) s3o doengas polimicrobianas e
multifatoriais, caracterizadas por uma combinagdo de alteragdes microbianas, respostas
imunes anormais € uma barreira mucosa intestinal debilitada, levando a perturbagao das
interagdes microbianas com o hospedeiro (Xavier e Podolsky, 2007). Segundo Schirmer e
colaboradores (2019), a inflamagao associada a DII ¢ impulsionada pelo desequilibrio entre

as citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias. Se manifestam em duas formas
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principais: colite ulcerativa (UC), que se estende proximalmente ao reto e € restrita ao célon,
e doenga de Crohn (DC) que pode afetar qualquer local no trato gastrointestinal, mas
comumente ocorre no ileo terminal e pode ser descontinua. A UC se apresenta com
micro-abscessos compostos por neutrofilos dentro da lamina propria e criptas intestinais.
Macroscopicamente, ha desenvolvimento de extensas ulceracdes na mucosa. Além dessas
caracteristicas, também ¢ observado o envolvimento de células imunoldgicas na UC,
principalmente um fendtipo de célula T auxiliar tipo 2 com producao de TGF-B e IL-5, mas

nao IL-4 (Schirmer et al., 2019).

Pacientes com DII, como colite ulcerativa possuem uma microbiota menos diversa
que individuos saudaveis (Cleynen et al., 2016), conforme ¢ ilustrado na figura 3. A
principal reducdo ocorre em populagdes de bactérias do filo Firmicutes, como membros de
Clostridium 1V e XIV. E ocorre um aumento da abundancia de representantes das
Proteobactérias, especialmente da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli
(Rajili¢-Stojanovic et al., 2013). Diversos mediadores estdo sendo apontados como possiveis
participantes na patogénese da resposta inflamatoria. O 6xido nitrico ¢ um dos possiveis

fatores etioldgicos propostos nas DII (Ljung et al., 2006).
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Figura 3. Doenga inflamatdria intestinal e microbiota. O intestino saudavel apresenta a
composicdo bacteriana intestinal (anaerdbios e anaerdbios facultativos) em equilibrio com
a fisiologia do hospedeiro. Alteracdes na composicdo do microbioma intestinal durante a
doenga incluem diversidade microbiana reduzida e expansdo de anaerdbios facultativos
devido ao aumento do estresse nitrosativo e oxidativo no intestino. Imagem e legenda

retirada e adaptada da referéncia Schirmer et al., 2019.
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O 6xido nitrico (NO) estd envolvido em muitos processos patologicos e fisiologicos.
Ele é formado pela agdo de enzimas o6xido nitrico sintase (NOS) sobre o aminoacido
L-arginina (L-Arg). Diante de estimulos imunogénicos a enzima oOxido nitrico sintase
induzivel (iINOS) tem sua expressdo acentuada em células inflamatorias. Em niveis
adequados, a iNOS promove uma prote¢do contra infec¢des, contudo altas concentragdes
exercem efeitos patologicos (Kamalian et al., 2020). Preliminarmente, a iNOS ¢ ativada
pelos estimulos imunogénicos e também por citocinas pro-inflamatorias, como TNF, IL-1p e
IFNY (Soufli et al., 2016). Apds transcrita e traduzida, iNOS gera altos niveis de NO,
levando a efeitos toxicos ¢ danosos no tecido saudavel (Palatka et al., 2005). Além disso, o
NO induz indiretamente a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS). Conforme ¢ ilustrado na figura 4, a interacdo de NO com anion superoxido gera
peroxinitrito, OONO™ (Kamalian et al., 2020; Palatka et al., 2005). O OONO ~ pode gerar
nitrato (NOj;-) ou oxidar sulfetos organicos e aminas terciarias, produzindo assim S-6xidos e
N-oxidos (Winter et al., 2013). OONO" ¢ um oxidante para diversas moléculas bioldgicas,
levando ao aumento da permeabilidade epitelial do intestino, contribuindo para o dano
tecidual e aumento da regulacdo da resposta inflamatéria (Kamalian et al., 2020; Palatka et

al., 2005).
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Resposta inflamatoria
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Figura 4. Modelo proposto para a geracao de aceptores de elétrons respiratorios durante
a inflamagao intestinal. Um componente importante da resposta inflamatdria do
hospedeiro é a geracdao de espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de
oxigénio (ROS). Concentragbes elevadas de éxido nitrico (NO) sdo detectadas no Iimen do
célon de individuos com doencas inflamatdrias intestinais. Rea¢des de radicais NO com
superoxido produz peroxinitrito e este é o precursor de nitrato, S- 6xidos e N- éxidos. Como
demonstrado no modelo, ROS derivados de inflamag¢do podem gerar S- dxidos e N- dxidos.
Desta forma, a colite produz disbiose pois subprodutos altamente oxidados da inflamacao
intestinal (como o nitrato, S-6xidos e N-6xidos) permitem que Enterobacteriaceae
comensais ocupem o nicho de microrganismos fermentadores no limen intestinal usando
respiracdo anaerdbica para producdo de energia. Imagem adaptada da referéncia Winter et

al., 2013.
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Muitos trabalhos mostram evidéncias do aumento na producdo de o6xido nitrico e
uma grande expressao de iNOS no colon de pacientes com DIIs (Kamalian et al., 2020;
Ljung et al., 2006). Na colite, alguns sinais, como aumento de permeabilidade vascular,
vasodilatacdo na mucosa e disturbios de motilidade sdao associados direta ou indiretamente
com efeitos do NO (Ljung et al., 2006). Como dito anteriormente, durante a disbiose, a
perda drastica da diversidade leva a expansdo, especialmente, de bactérias Gram-negativas
anaerdbicas facultativas, como as Enterobacteriaceae. Estas bactérias sdo capazes de utilizar
tanto o nitrato quanto os S-0xidos e N-6xidos como aceptores terminais de elétrons para
respiragdo anaerdbica (Winter et al., 2013). Desta forma, o excesso de NO produzido

durante a colite pode favorecer a expansao da populacao de membros desta familia.

Estudos recentes do nosso grupo demonstraram que animais nocautes para célula B
(Mu") e animais nocautes para o receptor inibitorio de IgG sdo mais susceptiveis a colite €
apresentam maior translocagcdo bacteriana. Contudo, este fendtipo € revertido através da
administragdo de antimicrobianos, sendo que nos animais Mu” o fendtipo também ¢
revertido pela administragdo IgG purificada do soro de animais selvagens. Ja4 animais
nocautes para o receptor de ativagdo FcyRIII ndo apresentaram este perfil de
susceptibilidade acentuada. Por fim, foi demonstrado que os animais Fcgr2b™ apresenta um
expressdo de iNOS adiantada e a inibi¢do da enzima reverte a maior susceptibilidade a
colite, reduzindo a translocagdo bacteriana (Fagundes, 2021). Estes dados sugerem que a
IgG pode regular a produgdo de NO, via a ativagdo de receptores FcyR e que a produgdo de

NO esta envolvida na translocacao microbiana durante a colite ulcerativa.

Esses achados apontam que a IgG pode desempenhar um papel no controle e
resolucao da disbiose intestinal durante doencas inflamatorias intestinais. Desta forma, o
objetivo desse trabalho ¢ avaliar se a IgG regula a producdo de 6xido nitrico e se isso tem
impacto na expansdo e translocacdo de anaerdbios facultativos durante o processo disbiotico
gerado pela colite ulcerativa. A hipotese do presente trabalho ¢ que IgG € capaz de controlar
essa produgcdo de NO pelo hospedeiro e levar a uma menor expansdo ¢ translocacao de
linhagens bacterianas que utilizam o nitrato durante a respiragdo anaerdbia. Outra hipdtese
levantada ao longo deste trabalho foi que o perfil sorolégico do hospedeiro seria capaz de
favorecer a expansdo ou redugdo de alguns gé€neros bacterianos por interferir na resposta
inflamatéria do hospedeiro. Visamos testar esta hipdtese por meio de analise de dados

multi-dmicos, experimentos in vitro com isolados disbidticos e experimentos in vivo em
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modelo murino de colite ulcerativa utilizando animais deficientes para o receptor FcyRIIB
submetidos a ensaios de competicao entre bactérias selvagens e mutantes incapazes de

utilizar nitrato na respira¢do anaerobia.
2 Justificativa

As doengas inflamatdrias intestinais, como a colite, induzem um processo
inflamatorio e, consequentemente, disbiose da microbiota, levando a exposi¢dao de novos
antigenos ao sistema imunologico. Os trabalhos de Adolph e colaboradores (2022) e
Agrawal e Jess (2022), demonstraram que estas doengas estdo associadas a complicagdes
como internagdes, cirurgias, infecgdes e cancer, e estdo se espalhando em escala global
durante o processo de ocidentalizacdo do estilo de vida e mudancas nos habitos alimentares
ocorridos nas ultimas décadas. O desenvolvimento de novas intervengdes clinicas,
medicamentos e a melhoria da estratégia de tratamento por meio da implementagdo de

medicina personalizada sdo necessarios para alcangar o controle ideal das DIIs.

Vérios estudos ja descreveram a importancia da IgA tanto na protecdo quanto na
resolugdo de processos disbioticos (Bunker et al., 2018; Zheng et al., 2020). Esta
imunoglobulina também atua na manutencdo da homeostase e controle da composi¢do
microbiana. Alguns trabalhos tém demonstrado que algumas IgGs circulantes sdo induzidas
pelo microbioma e podem estar envolvidas na inflamacao intestinal (Cisalpino et al., 2017).
Também ja foram observadas evidéncias que IgGs controlem a expansdo de patégenos no
limen do cdlon e a translocagdo bacteriana para a corrente sanguinea (Chistiakov et al.,
2015). Os trabalhos descritos acima sugerem que em processos inflamatérios as IgGs podem

modular a homeostase da microbiota intestinal.

Diante disso, este trabalho visa compreender a associagdo entre a resposta humoral e
a composi¢ao microbiana no hospedeiro, propondo que a IgG teria um papel importante no
controle da produgio do Oxido Nitrico durante doengas inflamatorias intestinais em
pacientes € em modelo murino, favorecendo determinados tdxons em detrimento de outros.
Nesse contexto, as andlises multi 6micas conjugadas a estudos in vitro € em modelo animal
oferecem subsidios importantes para compreender os mecanismos imunes, celulares e
microbioldgicos que impactam no feno6tipo manifestado durante as DIIs. Dessa forma, este
estudo gera conhecimentos cruciais para embasar novos alvos de potencial terapéutico para

o controle da homeostase da microbiota intestinal nas doengas inflamatorias intestinais.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto gerado por IgG na composi¢do microbiana e consequente

suscetibilidade as doengas inflamatorias intestinais
3.2 Objetivos especificos
I. Por meio de analises de dados multi-6micos, avaliar:

e Associagdo entre parametros sorologicos € composi¢do da microbiota em pacientes

com DIIs ou nao;

e Associagdo entre expressao génica e parametros soroldgicos em pacientes com DIIs ou

nao;
I1. Caracterizar o perfil de IgG anti-microbiota em animais WT e Fcgr2b™;

ITI. Avaliar em que tipos celulares se da a expressdo de iINOS em animais selvagens e

Fcgr2b” submetidos ao modelo de colite ulcerativa;

I'V. Demonstrar que isolados disbidticos de animais submetidos a colite sdo capazes de usar

nitrato como aceptor final de elétrons, in vitro;

V. Avaliar se o uso de nitrato como aceptor final de elétrons confere alguma vantagem
competitiva para bactérias, favorecendo a expansdo da populagdo bacteriana e translocacdo

durante a colite ulcerativa em animais selvagens e Fcgr2b™;

VI. Determinar se a inibi¢ao de iNOS altera a expansdo da populacdo e a translocagdo de
bactérias que utilizam nitrato como aceptor final de elétrons apds a colite ulcerativa em

animais selvagens e Fcgr2b™.
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4 Metodologia

4.1 Abordagens bioinformaticas

Analise de dados multi-Omicos

Foram realizadas andlises de dados disponiveis no site https.//ibdmdb.org/. Este site
abriga um banco de dados multi-6micos de doengas intestinais inflamatérias (IBDMDB),
aberto para uso da comunidade. Nosso projeto foca no estudo denominado HMP2 e
utilizamos os seguintes tipos de dados: 16S, metagenoma, metatranscriptoma, transcriptoma
do hospedeiro e sorologia. Os métodos de coleta e geracdo de dados, além dos dados
processados e brutos também estdo disponiveis no trabalho principal publicado (Lloyd-Price
et al., 2019). O IBDMDB foi escolhido devido sua riqueza de informagao, que fornece um

recurso integrado para analisar o ecossistema microbiano intestinal no contexto das DIIs.

A andlise dos dados selecionados do IBDMDB foi realizada no IDE RStudio
Desktop 2021.09.0+351. Realizamos as analises de diversidade utilizando o pacote
“phyloseq” disponivel no software R. O phyloseq ¢ uma ferramenta de software de codigo
aberto para andlise estatistica de dados de sequenciamento filogenético. Ele fornece um
conjunto de classes e ferramentas para facilitar a importacdo, armazenamento, analise e
exibicdo grafica dos dados do microbioma. O pacote phyloseq estd disponivel em
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/phyloseq.html (McMurdie e
Holmes, 2013). A diversidade alfa em nivel de espécie foi realizada utilizando a fungao
estimate richness. E para diversidade beta foi utilizada a fungdo do mesmo pacote, com os
parametros method="PCoA”, distance=dist bray e distance=dist js. A partir de dados
gerados pelo phyloseq utilizamos o “DESeq2 package” para calcular a abundancia relativa
taxondmica. O DESeq2 ¢ uma ferramenta para andlise diferencial de dados de contagem,
usando estimativa de encolhimento para dispersdes e mudancas de dobra para melhorar a
estabilidade e interpretabilidade das estimativas. A andlise de genes diferencialmente
expressos também foi realizada utilizando o programa DESeq2. Os graficos referentes as
analises dos genes diferencialmente expressos, enriquecimento e todas as demais analises e
representacdes graficas foram construidos através dos pacotes: EnhancedVolcano, ridgeplot,
geplot2, dotplot e cnetplot. O pacote DESeq2 esta disponivel em
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html (LOVE et al., 2014).


https://ibdmdb.org/
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/phyloseq.html
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4.2 Estudos in vitro com isolados disbioticos

Descricao de isolados disbioticos de Enterobacteriaceae e linhagens padriao de

Escherichia coli

Os isolados disbidticos utilizados estao depositados no biobanco do LIMHO e foram
obtidos de amostras de fezes e do figado de camundongos selvagens, Mu"~ ou Fcgr2b™” que
passaram ou nao pela exposi¢do a DSS. Estas amostras foram diluidas em solu¢do de NaCl
0,9% p/v estéril e cultivadas nos meios sdlidos seletivos de MacConkey. Posteriormente as
amostras foram devidamente preparadas para o armazenamento no freezer a -80°C

(Fagundes, 2021).

As linhagens padrdo de E. coli foram estabelecidas por Winter et al., 2013, sendo
gentilmente cedidas pelo Dr. Andreas Baumler (UC-Davis, USA). A linhagem E. coli 129 ¢
derivada da linhagem E. coli HS, derivada de um isolado comensal humano, e possui
resisténcia a Canamicina. Esta linhagem foi utilizada como cepa controle para o ensaio de
indice de competicdo e a partir daqui passaremos a denominar esta linhagem apenas como E.
coli HS. A linhagem E. coli 938 também foi derivada da E. coli HS, contudo esta linhagem ¢
uma mutante para nitrato redutases (narG, napA e narZ) e possui resisténcia a ampicilina
(Winter et al.,, 2013). A partir daqui passaremos a denominar esta linhagem como
AnarGnapAnarZ. O cultivo destas linhagens foi realizado utilizando Agar MacConkey ou
caldo LB contendo antimicrobianos (como canamicina, 50 pg/ml ou ampicilina a 100 pg/ml)

para qual uma das linhagens possui resisténcia.

As amostras foram preparadas para o armazenamento seguindo os seguintes passos:
Colonias isoladas dos meios seletivos foram adicionadas em caldo LB (ou caldo LB com
antibiotico para as linhagens padrdes) e incubadas em agitacdo a 37°C durante 24h. Apds
centrifugar e ressuspender as células em meio de criopreservagdo, foram obtidas aliquotas

para o congelamento a —80°C.
Condigoes de crescimento dos isolados

As cepas bacterianas foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB) ou LB

suplementado com nitrato (10 mM). Usamos tubos de cultura Pyrex com tampa de rosca de
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15mL. Foram inoculadas 10 CFU no meio de crescimento. Para o crescimento anaerdbio, os
tubos (com toda a capacidade ocupada) foram vedados e incubados sem agitagdo, a 37°C. O
O, residual dissolvido no meio de crescimento ¢ rapidamente consumido pelas bactérias
inoculadas, resultando em um ambiente anaerdbio para multiplicagdo e crescimento celular.
O crescimento aerdbio ¢ obtido por meio de inoculagdo em tubos com tampa solta e frascos
com caldo LB ndo excedendo 1/4 do volume total, incubados a 200 rpm de agitagdo a 37°C
(Zhang et al., 2011; Lai et al., 2017). O crescimento foi monitorado de hora em hora durante
10 horas, seguido de uma leitura final no ponto de 24h ap6s incubacdo, por meio da leitura
na densidade optica de 600nm. O sobrenadante foi coletado para quantificagdo de nitrito e

indol nos pontos de 2, 4, 6, 10 e 24 horas pds-inoculagao.

Opsonizacio de isolados disbidticos e marcacdo das células bacterianas para ensaio de

deposicao de IgG do soro

Os isolados bacterianos disbidticos foram crescidos em caldo LB e os tubos de
cultivo foram entdo centrifugados a 3000g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, descartamos o
sobrenadante e adicionamos 2mL de PBS-BSA-Azida (PBS contendo 1% BSA e 0,05%
Azida), processo que foi repetido por mais duas vezes. Descartamos o sobrenadante e
ressuspendemos as células na proporg¢do de 1x10” células por mL em PBS-BSA-Azida. Os
isolados foram opsonizados através da incubagdo com soro de camundongos selvagens ou
Fcgr2b” sem inativagdo prévia (25uL de soro diluido 1:25 acrescido a 25puL de suspensio
de bactérias), por 30 minutos a temperatura ambiente em uma placa de 96 pocos de fundo
concavo. ApoOs a opsonizacdo, foi adicionado 150puL de PBS-BSA-Azida, seguido de
centrifugacdo a 3000g por 15 minutos a 4°C. A placa foi flicada e adicionou-se 25uL de um
anticorpo Anti-IgG de camundongos conjugado a Alexa Fluor-647, seguido de incubagao
por 30 minutos a 4°C ao abrigo da luz. Apods a incubagdo e lavagem, células bacterianas
foram fixadas pela ressuspensdo em 150puL de uma mistura de PBS-formaldeido 2% v/v,
seguido de incubagdo por 20 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds novo
ciclo de lavagem, as cé¢lulas foram permeabilizadas pela ressuspensao em 150uL de tampao
de permeabilizagao (110 mM de acido citrico; 4.ImM Tween 20) e incubag¢dao por 20
minutos em temperatura ambiente. Apos centrifugacdo e remogdo do tampao, as células

bacterianas foram ressuspensas em 200uL de PBS contendo 1uM de DAPI. Apos Incubacao
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por pelo menos 1 hora a 4°C ao abrigo da luz, as amostras foram adquiridas no citdmetro

FACSCanto II (BD biosciences) e analisadas no software FlowJo (Tree Star Inc).

Quantificacio de nitrito pelo método de Griess

Para a quantificacdo de nitrito foi utilizado o teste de Griess nos sobrenadantes de
culturas bacterianas previamente coletados. Em uma placa de ensaio de 96 pogos foi
adicionado 100 pL do sobrenadante das culturas em duplicata, seguido de 50 uL do reagente
de Griess a temperatura ambiente. O reagente ¢ composto por N- (1-Natftil) Etil-Enodiamina
a 0.4 mM e sulfanilamida a 6mM em solucao de 4cido fosforico (H3PO4) a 2,5% p/v. Para a
confeccdo de uma curva-padrdo, uma solu¢do de nitrito de s6dio a 10 mM passou por
diluigdes seriadas, sendo o primeiro ponto da curva uma concentragdao de 2 mM e o ultimo,
uma concentragao de 15,6 uM de nitrito de sddio. Apds incubagdao de 10 minutos ao abrigo
da luz, a leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 540 nm. As absorbancias das diferentes
amostras foram comparadas com a curva-padrdo, e os resultados obtidos foram expressos

em uM como a média da duplicata.
Quantificacdo de Indol

Para a quantificacdo de indol foi também confeccionada uma curva-padrao usando
indol a 10mM que passou por dilui¢des seriadas. O primeiro ponto da curva continha uma
concentracdo de 2mM e o ultimo ponto, uma concentragdo de 15,6 uM de indol. Em uma
placa de 96 pogos com fundo céncavo, foi adicionado 160 pL do sobrenadante das culturas,
a curva e o branco (meio de cultura ndo inoculado) em duplicata, seguido de 10 pL de 4cido
tricloroacético 30% p/v. Apos incubacdo a 50°C por 30 minutos sob agitagdo. Apds
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, 100 uLL do sobrenadante
foram transferidos para uma placa de 96 pogos de fundo chato. Apds a transferéncia, foi
adicionado 100 pL de reagente de Erlich (4-(dimetilamino)-benzaldeido 1,2% p/v em 4cido
acético glacial) e, apds incubagdo de 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo, foi
realizada a leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nm. As
absorbancias das diferentes amostras foram comparadas com a curva-padrao, e os resultados

obtidos foram expressos em uM como a média da duplicata.
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3.3 Estudos in vivo
Animais

Foram utilizados camundongos geneticamente modificados deficientes para o
receptor Fcgr2b” obtidos do biotério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG e camundongos selvagens C57/BL6 obtidos do biotério de Central da
UFMG, fémeas de 8-10 semanas de idade. Os animais foram mantidos em microisoladores
(Alesco) contendo maravalha autoclavada e alocados em estantes de ventilagdo, sob
temperatura controlada (23°C), ciclos de iluminag¢do de 12 horas e livre acesso a racdo e
agua filtrada. Cada grupo era composto por um numero de 3 a 5 animais variando de acordo
com o experimento a ser realizado. Todos os procedimentos experimentais deste trabalho
foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFMG, niimero do CEUA

258/2020.
Induc¢ao da colite

Para a inducdo da colite em animais selvagens e em animais Fcgr2b” foi utilizado
sulfato de sddio dextrana (DSS) na concentragdo de 2,5% (p/v) em agua de beber durante 8
dias (Fagundes, 2021). Cada gaiola recebia 50mL de solu¢do com reposi¢des a cada dois

dias.
Tratamento com aminoguanidina

Os animais Fcgr2b” foram expostos a aminoguanidina, inibidor de iNOS (AG,
Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1 mg/ml adicionada a dgua de beber ou a solucao de
DSS 2,5% p/v a partir do terceiro dia, até o oitavo dia do protocolo experimental (Fagundes,

2021). Cada gaiola recebia S0mL de solugdo com reposigdes a cada dois dias.
Exposicao dos animais a linhagens de E. coli e ensaio de competicao

Foi induzida colite nos animais selvagens e Fcgr2b” com a solugdo de DSS 2,5% p/v
na agua de beber e, no quarto dia do protocolo experimental os animais foram inoculados
com as linhagens de E.coli selvagem (HS, resistente a canamicina) e mutante para utilizacdo

de nitrato como aceptor final de elétrons (dnarGnapAnarZ, resistente a ampicilina) de
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maneira semelhante a descrita por Lai et al., 2017. Apods o crescimento overnight em caldo
LB, as culturas de cada uma das linhagens foram quantificadas pela medi¢ao da OD600. As
bactérias crescidas foram diluidas para uma concentragio de 1x10” CFU/animal e inoculadas
por via oral através de gavagem (100 pL por animal). Cada animal recebeu,
simultaneamente, o0 mesmo nimero de CFUs das linhagens selvagem e mutante. No oitavo
dia do protocolo experimental, as fezes e figado foram coletados e semeadas em placas de
Agar MacConkey contendo antimicrobianos (como canamicina, 50 pg/ml ou ampicilina a
100 pg/ml)para qual uma das cepas possui resisténcia e placas sem antimicrobiano. O indice
de competicao foi expresso como a razdo do nimero de CFUs de E. coli HS pelo niumero de

CFUs de E. coli mutante.
Desenho experimental

Foram realizados dois protocolos envolvendo o modelo de inducao de colite com
DSS. No primeiro protocolo, definimos dois grupos para cada gendtipo de animais (WT e
Fcgr2b™): grupo controle, onde o animal recebia apenas agua, € grupo DSS, onde era
colocado na agua destes animais 2,5% p/v de DSS. Para esses experimentos utilizamos
grupos de 3-5 animais por grupo (figura 5A); No segundo protocolo, realizamos um ensaio
de competi¢do utilizando as linhagens padroes de E. coli descritas anteriormente. Para este
experimento, definimos dois grupos para os animais selvagens, sendo eles grupo controle
(WT H20) e grupo DSS (WT DSS) e quatro grupos para os animais Fcgr2b”, sendo eles
grupo controle (Fcgr2b”H20), controle aminoguanidina (Fcgr2b”AG), grupo DSS
(Fcgr2b”DSS) e DSS com tratamento com aminoguanidina (Fcgr2b”DSS+AGQG).
Novamente utilizamos grupos de 3-5 animais por grupo (figura 5B). Além disso, todos os
animais desse experimento receberam um gavagem de uma suspensdo contendo o mesmo
nimero de células da linhagem HS e da linhagem AnarGnapAnarZ. Estes protocolos
experimentais, com o momento de introdu¢ao da aminoguanidina e do in6culo das linhagens

bacterianas, estdo esquematizados na figura 5.
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(A)
DSS 2,5% p/v até o
oitavo dia
Dia 02 Dia 04 Dia 06 Dia 08
Dia 01 Dia 03 Dia 05 Dia 07
Eutanasia
W e [Extracdo do codlon para
ELISA ou FACS
e Coleta de soro
Fcgr2b™” e selvagens C57/BL6 e Plagueamento de fezes e
Fémeas de 8-10 semanas figado
Grupos
e Agua
e DSS
(B) : . .
DSS 2,5% p/v até o Aminoguanidina
oitavo dia (1 mg/ml) até o oitavo dia
Dia 02 Dia04 Dia05 piaoe Dia07 Dia08
Dia 01 Dia 03
. 1x10® UFC/mL foi Eutanasia
\“ inoculada via e Extragao do colon
gavagem e Coleta de soro
Fcgr2b™ e selvagens C57/BL6 E. coliHS e  Plaqueamento de fezes e
Fémeas de 8-10 semanas AnarGnapAnarZ figado
- MacConkey
Grupos - MacConkey + canamicina
e Agua - MacConkey + ampicilina

DSS
Agua + Aminoguanidina
DSS + Aminoguanidina

Figura 5. Desenho experimental esquematico. (A) Modelo padrdo de colite ulcerativa
induzida por DSS. (B) Modelo de indugdo de colite com ensaio de competigdo usando

linhagens de E. coli e tratamento com aminoguanidina.
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Obtencao de sobrenadante das fezes

As fezes dos animais foram coletadas, pesadas e ressuspendidas em salina estéril na
propor¢do de 10'. Estas foram maceradas com o auxilio de uma ponteira estéril e entdo
centrifugadas a 3000g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi aliquotado e
utilizado para a detec¢do de sangue oculto nas fezes ou armazenado a -20°C para posterior

ELISA.
Sangue oculto nas fezes

Para a determinacdo de sangue oculto nas fezes, realizamos a reacdo de Meyer. O
principio do método de Meyer ¢ a redugdo da fenolftaleina a anidrido ftalico pelo zinco
presente no reativo. O teste foi realizado utilizando-se 50 uL do sobrenadante das fezes (em
duplicata) em pogos de placas 96 pogos de fundo chato, seguida pela adigdo de 5 ulL do
reativo de Meyer (Renylab) e 5 uL de peroxido de hidrogénio a 3% v/v. A leitura foi
realizada imediatamente apos o desenvolvimento da reacdo colorimétrica. O comprimento

de onda utilizado para leitura da absorbancia foi de 540 nm.
Determinacao do escore clinico

Os camundongos foram monitorados e pesados inicialmente, no quinto e oitavo dia
do protocolo experimental. Para isso, os animais foram colocados isolados em uma gaiola
limpa sem maravalha por 10 minutos para obtencdo e determinagdo da consisténcia das
fezes. A presenca de sangue nas fezes foi avaliada através da reacdo de Meyer. A pontuagao
foi obtida da seguinte forma: Consisténcia das fezes; 0 = fezes normais; 1= fezes pastosas;
2= fezes liquidas; Presenca de sangue nas fezes; O=ausente; 2=presenca de sangue; Perda de
peso corporal; O=perda de até 5% do peso inicial; 1=perda entre 5 e 10% do peso inicial;
3=perda entre 10% e 20% do peso inicial; 4=perda superior a 20% do peso inicial; Sinais de
morbidade; 0=sem sinais de morbidade; 1= pelos arrepiados; 2=pelos arrepiados e postura
arqueada; 3=pelos arrepiados, postura arqueada e inatividade. O escore clinico corresponde

a soma da pontuagdo para cada parametro e foi adaptado de Vieira et al., 20009.
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Eutanasia e obtencao de soro

Para eutanasia, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina
(80mg/kg) e xilasina (15mg/kg) em tampao fosfato (PBS, 100 mcL de volume final) pela via
intra-peritoneal. Apds coleta de sangue pelo plexo braquial com o auxilio de uma pipeta com
ponteiras heparinizadas, os animais foram entdo submetidos ao deslocamento cervical. Apds
obtencdo do sangue, este foi centrifugado a 1500g durante 10 minutos a 4°C e o

sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -20°C.
Coleta e medicao do colon

O colon foi delicadamente removido apds eutandsia e o seu comprimento
determinado, em centimetros, com auxilio de uma régua. A area determinada para medir o
comprimento foi aquela entre a valvula ileocecal e o reto do trato intestinal distal.
Posteriormente, o colon também foi utilizado para quantificagao de citocinas por ELISA e
para citometria de fluxo para andlise da expressao da enzima iNOS em leucécitos extraidos do

tecido dos animais WT e Fcgr2b™.
Obtencao de extratos de bactérias fecais e de isolados bacterianos disbiéticos

Para a obten¢do de extratos de bactérias fecais foram coletados de 8-10 pellets fecais
dos animais controle ou submetidos a colite ulcerativa induzida por DSS As fezes foram
dispostas em um microtubo estéril e incubadas em banho seco a temperatura de 56°C durante
10 minutos. Em seguida, as fezes foram maceradas em Iml de PBS. Apds centrifugagdo a
6000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi desprezado e a fase
superior formada acima do sedimento, de cor esbranquigada, contendo células microbianas,
foi ressuspendida em PBS e transferida para outro microtubo estéril. Esse procedimento foi
repetido até que as células bacterianas estivessem livres de sedimentos fecais, quando foram
ressuspensas em 200 pL de solugdo de lise bacteriana (Tris-HCl 50mM pH=8,0, EDTA
100nM, Glicerol 10% v/v, Triton x100 0,5% v/v, PMSF 1mM, DTT ImM, NaCl 200mM,
DNAse I 100U/mL, MgCl, 10mM, RNAse 25 ug/mL e Lisozima 200 ug/mL). Para a
obtengdo de extratos de isolados bacterianos disbioticos, as bactérias crescidas em meio LB
por 24 horas a 37°C foram centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 4°C e foram lavadas em

solugdo de NaCl 0,9% p/v estéril. Apds nova centrifugagdo nas mesmas condigdes anteriores,
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o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de solu¢do de lise bacteriana. Apds ressuspensdo em
solucdo de lise bacteriana, as células foram submetidas a 3 ciclos de sonicagdo (sonicador
MSE Soniprep) de 30 segundos com intervalos de 1 minuto entre os ciclos. As amostras
foram entdo incubadas no gelo por 30 minutos e em seguida foram centrifugadas a 10000 rpm
por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -80°C para

posterior utilizagao.

Quantificacao de proteinas nos extratos bacterianos

Para a quantificacdo de proteinas dos extratos bacterianos obtidos, utilizamos o
reagente de Bradford da BIORAD. Primeiramente, foi confeccionada uma curva-padrao
composta por uma solucdo de Albumina sérica bovina (BSA) que passou por diluigdes
seriadas, sendo o ponto inicial da curva de concentracdo de 16 mg/mL, e o ultimo ponto, de
concentragdo de 0.125 mg/mL. Apods diluicdo do reagente de Bradford na proporgao de 1:5,
conforme recomendado pelo fabricante, foram adicionados 200 pL do reagente por poco de
uma placa de poliestireno de 96 pocos de fundo chato. 2 pL de cada amostra foram
adicionados aos pogos, em duplicata. A absorbancia a 595 nm foi obtida em
espectrofotometro € a concentracdo de proteinas foi obtida comparando-se com a curva

padrao de Albumina sérica bovina submetidas ao mesmo procedimento.

Obtencao de extratos de proteinas do colon

Para obtencdo do extrato de proteinas do coélon, foram adicionados uma solucdo
contendo inibidor de proteases (0,1 mM phenylmethilsulfonyl fluoride, 0,1 mM benzethonium
chloride, 10 mM EDTA e 20 KI de aprotinina A) e Tween 20 0,05% v/v, na propor¢ao de 0,1
g de tecido para cada mL de solucdo. as amostras entdo foram homogeneizadas com o auxilio
do homogeneizador Power Gen 125 (Fischer Scientific Pennsylvania, USA). Posteriormente,
foram centrifugadas a 3000 xg por 10 min a 4°C e os sobrenadantes recolhidos e aliquotados

em microtubos e armazenados a -20°C até a realizagao dos ensaios.



44

ELISAs

Quantificacio de IgG anti-microbiota fecal e anti-isolados disbioticos

Ap6s a quantificacdo de proteinas, 100 uL de uma solugdo a 10 pg/mL dos extratos
em PBS foram adicionadas aos pogos de placa de 96 pogos (Nunc. Immunosorb, Naperville,
IL) e incubados por pelo menos 18 horas em camara iimida a 4°C. As placas foram lavadas 3
vezes com PBS-Tween 20 0,1% v/v. Em seguida, foi realizado o bloqueio com 200pL de BSA
1% p/v por poco, durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de 3 lavagens. As amostras
de soro e sobrenadante de fezes foram diluidas na proporcao de 1:20 ou 1:2, respectivamente,
em solucdo de BSA a 0,1% p/v em PBS, e 50 uL foram incubadas por 1 hora a 37°C. Apds
esse tempo e mais trés ciclos de lavagens, foi realizado a incubagdao com o anticorpo
secundario anti- IgG de camundongos biotinilado produzidos em cabras (Southern biotech) na
dilui¢do de 1:5000 em solucdo de BSA 0,1% p/v em PBS (100uL/pogo), durante 1 hora a
37°C. Apds mais trés lavagens, foi feita a incubagdo com Estreptavidina conjugada a enzima
peroxidase (R&D Systems). Para isso, foi adicionado 100 uL. de Estreptavidina diluidos na
proporcao de 1:200 em solucdo de BSA 0,1% p/v em PBS, a temperatura ambiente, por 30
minutos. Em seguida foi realizada a lavagem da placa e foi feito a reacdo, pela adigdo de
100puL/poco do cromoégeno L-o-fenilenodiamina (Sigma) na concentragdo de 4 mg/mL,
contendo o substrato H,O, (6,6 mM) em tampao citrato (pH 5,0). Apds a ocorréncia da
reacdo, a reacdo foi parada pela adi¢do de 50 pL de H,SO, a 1M e a absorbancia lida em leitor
de ELISA com filtro para comprimento de onda de 492 nm (Status- labsystems, multiskan

RC, niscience do Brasil).

Quantificacao de citocinas e quimiocinas

A quantificagdo das citocinas e quimiocinas IL-1B, CXCL1, TNF e IFNy no co6lon foi
realizada por meio do ensaio de ELISA, conforme recomendado pelo fabricante dos kits
(R&D Systems). No primeiro dia do protocolo experimental, placas de 96 pocgos (Nunc.
Immunosorb, Naperville, IL) foram sensibilizadas com cada um dos anticorpos de captura
(50uL/pogo), diluidos em PBS, com posterior incubagdo por ao menos 18 horas em camara
umida a 4°C. Apos incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20 0,1% v/v.
O bloqueio foi feito com 200uL. de BSA 1% p/v em PBS por pogo durante 1 hora a

temperatura ambiente seguido de 3 lavagens. As amostras processadas dos colons foram
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diluidas na propor¢do de 1:2 em solugdo de BSA a 0,1% p/v em PBS e 50 pL foram
adicionadas a cada pogo. Incubamos, novamente, por pelo menos 18 horas em camara imida
a 4°C. No ultimo dia do protocolo experimental, apos novo ciclo de lavagens, foram
adicionados 50uL do anticorpo de detec¢do em cada pogo, diluidos em BSA 0,1% p/v em
PBS, conforme recomendado pelo fabricante, com posterior incubagdo a temperatura
ambiente sob agitagdo durante 2 horas. Ap6s mais trés lavagens com PBS-Tween 20 0,1% v/v,
foi feita a incubacdo com Estreptavidina conjugada a enzima peroxidase (R&D Systems).
Para isso, foi adicionado 50 pL de Estreptavidina diluida na propor¢ao de 1:200 em solugdo
de BSA 0,1% p/v em PBS, a temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida foi realizada
a lavagem da placa e foi feito a revelacdo, pela adicdo de 50uL/pogo do cromogeno
L-o-fenilenodiamina (Sigma) na concentragao de 4 mg/mL, contendo o substrato H,0O, (6,6
mM) em tampao citrato (pH 5,0). Apos a ocorréncia da reacao, a reacao foi parada pela adigao
de 25 puL de H,SO, a 1M e a absorbancia lida em leitor de ELISA com comprimento de onda

de 492 nm (Status- labsystems, multiskan RC, niscience do Brasil).
Isolamento de leucécitos da lamina propria intestinal

Os colons coletados dos animais WT e Fcgr2b” foram armazenados em um tubo
Falcon contendo 25mL de Tampao 1 (HBSS 1x, HEPES 20 mM, coquetel de inibidor de
proteases diluidos conforme recomendado pelo fabricante — Sigma-Aldrich - e gentamicina 40
ng/mL) para a lavagem. Foi agitado e descartado o tampao por 5 vezes, sempre mantendo o
tecido em 25 mL de Tampao 1. O célon foi entdo cortado em pequenos pedagos com auxilio
de uma tesoura de microcirurgia. Apoés as lavagens, foi adicionado 20 mL de Tampao 2
(HBSS 1x, HEPES 20 mM e EDTA 2,5 mM) e incubados por 20 min a temperatura ambiente
com agitacdo. Apos incubacdo e centrifugagdo a 1800g por 5 min a temperatura ambiente, o
sedimento foi lavado com 25 mL de Tampao 3 (RPMI 1640, glutamina 200 mM, soro fetal
bovino 5% p/v, HEPES 20mM e gentamicina 40 pg/mL). Apds nova centrifugagdo a 1800g
por 5 min a temperatura ambiente, o sedimento foi ressuspenso em 25mL de Solucdo de
Colagenase-DNAse (RPMI 1640, glutamina 200 mM, HEPES 20mM, gentamicina 40 pg/mL,
colagenase D a 0,5 mg/mL e DNAse I a 20 pg/mL) e incubado por 1 h a 37°C sob agitacao.
Apoés a incubagdo, a suspensdo foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
entdo filtrada em uma malha de 100 pm. Apds nova centrifugacdo a 1800g por 5 min a
temperatura ambiente, o sedimento foi ressuspenso em 10 mL de Tampao 3. As células foram

contadas apds coloragdo vital com azul de Tripan (0,4% p/v em PBS) com auxilio de uma
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camara de Neubauer e entdo diluidas para a concentragdo de 5 x 10° células por mL em

Tampao 3. As células obtidas foram utilizadas para a citometria de fluxo.
Marcacio de leucocitos e citometria de fluxo para avaliar a expressao de iINOS

Cerca de 100 pL das suspensdes de células foram distribuidas em placas de
poliestireno de 96 pocos com fundo concavo. Apos centrifugacao a 3000g por 10 minutos a
4°C e descarte do sobrenadante, as células foram ressuspensas e incubadas ao abrigo da luz a
4°C por 20 minutos com um mix de anticorpos contendo os seguintes anticorpos conjugados
a fluorocromos: anti- CD45 (conjugado a PerCP/Cy5.5), anti- F4/80 (conjugado a FITC),
anti- CD11b (conjugado a APC/Cy7), anti- Ly6C (conjugado a PE/Cy7), anti- Ly6G
(conjugado a V421) e anti- CD19 (conjugado a Alexa Fluor 647) (BioLegend). Depois da
incubacdo, as amostras foram lavadas com 175ul de PBS contendo 0,5% p/v de BSA em
PBS e centrifugadas a 3.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 200 pL de solucdo de fixacdo (formaldeido a 2% v/v em PBS) e
incubado ao abrigo da luz a 4°C por 20 minutos. Apds nova centrifugacdo a 3000g por 10
minutos a 4°C, os sedimentos foram ressuspensos em tampao de permeabilizacio
(eBiosciences) e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apos
lavagem com tampao de permeabiliza¢do e nova lavagem, as células foram incubadas com
anti-NOS2 murino conjugado a PE (BioLegend) em tampdo de permeabilizagdo, por 20
minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem com tampao de permeabilizagdo, seguida de
lavagem com PBS, as células passaram pelo processo de fixagdo (incubagdao em solucao de
formaldeido a 2% v/v em PBS) por 20 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Apo6s a incubacgao, as
amostras foram novamente centrifugadas e, apds descarte do sobrenadante, e ressuspensas
em 200 pL de PBS. As amostras foram adquiridas no citometro FACSCanto II (BD

biosciences) e analisadas no software FlowJo (Tree Star Inc).
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3.4 Analise estatistica

Para as analises envolvendo a parte experimental do trabalho, foi utilizado o software
GraphPad PRISM 8.0, desenvolvido pela GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).
Realizamos teste t de Student ndo pareado para comparagdo entre dois grupos, teste
One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey para dados com distribuigdo normal ou
pos-teste de Kruskal-Wallis para dados sem distribuicao gaussiana (escore clinico). Os
resultados foram apresentados como média + erro padrdo médio. O nivel de significincia

adotado para todos os testes foi de P<0,05.

Para as andlises dos dados selecionados ao banco de dados IBDMDB utilizamos
o IDE RStudio Desktop 2021.09.0+351. Para as andlises de diversidade utilizamos a
ferramenta phyloseq, na diversidade alfa focamos nos indices observados, de Shannon e de
Simpson, com posterior analise de One way ANOVA e pos-teste de Tukey, sendo que o nivel
de significancia adotado foi de P < 0,05. Para as analises do transcriptoma e abundancia
relativa taxondmica utilizamos o DESeq2. O nivel de significincia adotado para estas

analises foi P < 0,05 e 10g2FC < -1 ou > 1 pelo Wald test.

4 Resultados

4.1 Caracterizacao da coorte selecionada do banco de dados e determinacio de perfis

sorologicos

Para realizacdo das andlises multi-Omicas selecionamos um banco de dados
multi-Omicos de doengas intestinais inflamatorias (IBDMDB) de livre acesso para uso da
comunidade. Este banco de dados foi montado apds o acompanhamento de 132 individuos
durante um ano. Como nosso objetivo era comparar os parametros sorologicos com os demais
dados fizemos uma triagem nessa coorte do banco de dados e selecionamos apenas os
individuos que cujos dados de sorologia foram coletados, sendo eles os marcadores
sorologicos ANCA, anticorpos anti-OmpC e anticorpos anti-CBirl. Apenas 56 individuos
apresentaram estes dados disponiveis. Dentre os selecionados, 27 eram diagnosticados com
doenca de Crohn (grupo DC), 13 com colite ulcerativa (grupo UC) e 16 sem doengas
inflamatoérias intestinais diagnosticadas (grupo sem DII). Os voluntérios encaixados no grupo

sem DII também apresentavam sintomas gastrointestinais, ndo podendo, portanto, serem
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denominados como grupo saudavel ou controle (tabela 1). Conforme detalhado na tabela 1, a

coorte ¢ composta por individuos de diferentes faixas etarias variando de 6 anos de idade,

como minimo, ¢ 74 anos, como maximo. Estes pacientes foram triados de trés localidades:

Cincinnati, Massachusetts ¢ Emory, nos EUA, sendo 42,3% do sexo feminino e 57,7% do

sexo masculino.

Tabela 1. Divisdo da coorte por diagnostico, sexo, caracteristicas fisicas e local.

Cincinnati  Massachusetts Emory Total /
Média geral
Pacientes 29 26 1 56

Diagnéstico Sem DII 8 (27,6%) 8 (30,8%) 0 16 (28,6%)

DC 15 (51,7%) 12 (46,2%) 0 27 (48,2%)

ucC 6 (20,7%) 6 (23,0%) 1 (100%) 13 (23,2%)

Sexo Feminino 13 (44,8%) 10 (38,5%) 1 (100%) 24 (42,3%)

Masculino 16 (55,2%) 16 (61,5%) 0 32 (57,7%)

Caracteristicas Idade 12,8 +£2,9 31,3+ 17,6 7 21,3+ 15,3

da coorte (anos) (6-17) (6-74)

Peso 52,7+20,9 64,5+21,3 30,6 57,7+21,8
(kg) (18-102) (18-104)

Altura 157,4 £ 16,1 166,4 + 17,2 137 161,2+17,2
(cm) (112-182) (114-193)

* Sem DII: Sem Doenga Inflamatédria Intestinal; DC: Doenga de Crohn; UC: Colite Ulcerativa

A primeira andlise realizada com este conjunto de dados foi comparar cada um dos
marcadores sorologicos entre os pacientes de acordo com o diagndstico dos voluntarios.
Conforme detalhado na figura 6 A-B, ndo foram observadas diferengas significativas nos
titulos de anti-OmpC ou anti-CBirl entre os grupos estratificados de acordo com o seu
diagnostico. Apenas os titulos de ANCA mostraram-se significativamente aumentados no

grupo diagnosticado com colite ulcerativa (Figura 6C). Diante deste resultado, ndo foi
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possivel tragar um fenotipo soroldgico distintivo entre os voluntarios separando-os de acordo
com o seu diagndstico. Desta forma, pensamos em uma nova maneira de agrupar a coorte,
visto que nosso objetivo envolve avaliar se haveria associacao entre o perfil sorologico destes

com os demais parametros microbioldgicos e transcricionais.
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Figura 6. Caracterizagdo do perfil sorolégico de cada grupo de pacientes de acordo com
diagnostico. A quantificacdo dos marcadores sorolégicos no soro dos pacientes foi realizada
utilizando o método de ELISA, tendo sido quantificado o titulo de (A) Anti-OmpC, (B)
Anti-CBirl e (C) ANCA. E.U.: Unidades de Elisa. Sem DIl: n=16, DC: n=27 e UC: n=13. *P<0,05

vs Sem DII.

Para tentar determinar um fenotipo sorologico realizamos um novo agrupamento de
acordo com o perfil sorolégico dos pacientes. O primeiro passo foi construir um heatmap
agrupando pacientes que apresentavam titulos semelhantes dos trés marcadores sorologicos
avaliados. Conforme ilustrado na figura 7A, este novo sistema de agrupamento possibilitou
identificar trés grupos. O grupo 1 (G1), englobando os pacientes que apresentavam maiores
titulos de Anti-OmpC e menores titulos dos demais anticorpos, denominado de grupo
anti-OmpC (Figura 7B); o grupo 2 (G2), que apresentou titulos mais altos de anti-CBirl,
titulos variaveis de anti-OmpC e titulos reduzidos de ANCA, denominado como grupo
anti-CBirl; e o grupo 3 (G3), que concentrou os pacientes com maiores titulos de ANCA,
titulos reduzidos de anti-OmpC e titulos variaveis de anti-CBirl, denominados como grupo

ANCA (Figura 7A-D).
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Diagnédstico:
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Figura 7. Novo agrupamento de pacientes a partir da determinagao do fenétipo soroldgico.
O novo agrupamento foi realizado utilizando como parametro de separa¢do os marcadores
sorolégicos dos pacientes (A) Heatmap contendo a estratificacdao dos pacientes quanto aos
marcadores sorolégicos e ao diagndstico. Titulos de (B) Anti-OmpC, (C) Anti-CBirl e (D) ANCA
entre os pacientes de cada um dos 3 grupos obtidos apds estratificagdo conforme os
parametros soroldgicos. E.U.: Unidades de Elisa. G1: grupo Anti-OmpC (n=4), G2: grupo
Anti-CBirl (n=24) e G3: grupo ANCA (n=28). Heatmap foi gerado através da correlagdo de

Pearson. *P<0,05.

Devido a nova forma de agrupamento que utilizamos, o grupo anti-OmpC incluiu
apenas 4 pacientes, enquanto os grupos anti-CBirl e ANCA apresentaram uma distribui¢ao

mais homogénea, sendo compostos por 24 e 28 pacientes respectivamente, conforme foi



51

detalhado na tabela 2. Em relagdo ao diagnostico, apenas os pacientes diagnosticados com
colite ulcerativa se mantiveram no mesmo grupo (ANCA), sendo que os pacientes com o0s

demais diagnosticos, sem DII e doenga de Crohn, se distribuiram pelos trés agrupamentos

sorologicos.

Tabela 2. Novo agrupamento da coorte de acordo com perfil sorologico

Grupos
Total /
Anti-OmpC Anti-CBir ANCA Média
(G1) (G2) (G3) geral
Pacientes 4 (7,1%) 24 (42,9%) 28 (50%) 56 (100%)
Diagnostico Sem DII 2 (50,0%) 10 (41,7%) 4 (14,3%) 16 (28,6%)
DC 2(50,0%) 14 (58,3%) 11 (39,3) 27 (48,2%)
UucC 0 (0,0%) 0 (0,0%) 13 (46,4%) 13 (23,2%)
Sexo Feminino 3 (75%) 10 (41,7%) 11 (39,3%) 24 (42,3%)
Masculino 1 (25%) 14 (58,3%) 17 (60,7%) 32 (57,7%)
Caracteristicas Idade 20,7 £ 13,9 22,1 £16,8 20,8 £ 14,6 21,3+ 15,3
da coorte (anos) (10-40) (6-61) (6-74)
Peso 59,8 + 38,5 54,1 +20,8 60,6 £20,4  57,7+21,8
(kg) (24-104) (18-93) (18-101)
Altura 150,3+£12,3 159,8 £18,8 164,1 £ 15,8 161,2 +
(cm) (134-160) (112-188) (114-193) 17,2
Local dos Cincinnati 1 14 14 29
pacientes
Massachusetts 3 10 13 26
Emory 0 0 1 1

* Sem DII: Sem Doenga Inflamatdria Intestinal; DC: Doenga de Crohn; UC: Colite Ulcerativa



52

4.2 Comparaciao entre o fenotipo sorologico e a composi¢cio da microbiota dos

hospedeiros

Ap0s identificar os fenotipos soroldgicos focamos em determinar a associa¢do entre o
perfil sorologico e a composicdo da microbiota. O primeiro passo foi avaliar se existiam
diferencas em rela¢do a diversidade da microbiota dos pacientes de cada um dos fendtipos
sorologicos. Para isso utilizando os dados de sorologia € o conjunto de dados de
sequenciamento da regido 16S do DNA extraido das amostras de fezes obtidas da nossa
coorte analisamos a alfa diversidade dos grupos utilizando o indice observado, de Shannon e
de Simpson e beta diversidade utilizando analise de coordenadas principais (PCoA).
Conforme demonstrado na figura 8 A, nenhum dos indices avaliados mostraram diferencas em
relagdo a diversidade da microbiota de cada um dos fenotipos soroldgicos. Este dado mostra
que a diversidade da microbiota ndo ¢ diferente entre os diferentes fenotipos sorologicos
obtidos. Também ndo observamos diferencas na diversidade beta analisada dos grupos,
mostrando que ndo ha também estratificagdo da estrutura da microbiota entre os pacientes de

acordo com o fenotipo sorologico (figura 8B).
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Fenétipo sorolégico
@ Anti-OmpC

® ANCA

@ Anti-CBirt

Figura 8. Diversidade alfa e beta da microbiota entre os agrupamentos de acordo com

fenétipo sorologico. Utilizando os dados de sequenciamento da regidao 16S rDNA V4

amplificada apds a extracdo do DNA fecal de amostras de fezes de cada grupo de pacientes
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realizamos as analises de (A) alfa diversidade utilizando os indices observado, indice de
Shannon e de Simpson usando o pacote phyloseq, com posterior andlise de One way ANOVA
com pos-teste de Tukey. (B) Beta diversidade, utilizando analise de coordenadas principais
(PCoA) mostrando a dissimilaridade (ou distancia) das amostras entre si. Grupo Anti-OmpC

n=4, grupo Anti-CBirl n=24 e grupo ANCA n=28.

Contudo, ao avaliar a abundancia de diferentes filos, familias e géneros bacterianos na
microbiota fecal de cada um dos pacientes, observamos que alguns taxons estavam presentes
em maior propor¢ao € outros em menor propor¢ao em pacientes de determinados grupos
sorologicos (figura 9A-B). Houve uma reducdo relativa na familia Lachnospiraceae, no filo
Firmicutes, ¢ aumentos relativos nas familias Prevotellaceae e Rickenellaceae, do filo
Bacteroidetes, nas familias Alcaligenaceae e Enterobacteriaceae, do filo Proteobacteria, € na
familia Verrucomicrobiaceae, do filo Verrucomicrobia, nos grupos ANCA e anti-CBirl em
relagdo ao grupo anti-OmpC. Também observamos quedas expressivas dos géneros
Eubacterium e Faecalibacterium, das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae,
respectivamente. Além disso, € possivel observar um aumento da abundancia relativa dos
géneros Citrobacter e Escherichia-Shigella nos mesmos grupos. Devido ao nimero reduzido
de pacientes no grupo anti-OmpC, o que reduziria o poder das analises estatisticas realizadas,

as demais analises comparativas foram realizadas apenas entre os grupos ANCA e anti-CBirl.

Conforme ilustrado na figura 9C, quando comparamos o grupo ANCA com o grupo
anti-CBir]l observamos que os pacientes com elevados titulos de ANCA apresentaram
algumas diferencas pontuais em sua microbiota intestinal. Este grupo apresentou 18 taxons
aumentados e 22 taxons reduzidos quando analisamos o contetido relativo das bactérias
presentes na microbiota dos pacientes. As familias com maior nimero de taxons diminuidos
foram Lachnospiraceae e Porphyromonadaceae (géneros Odoribacter e Butyricimonas),
enquanto o maior numero de tdxons aumentados pertencia a familia Enterobacteriaceae e
Ruminococcaceae. Os taxons aumentados da familia Enterobacteriaceae eram pertencentes
aos géneros Citrobacter, Escherichia e Proteus, enquanto aqueles classificados como

Ruminococcaceae pertenciam aos géneros Ruminococcus € Ruminoclostridium.
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Figura 9. Composicao da microbiota dos pacientes agrupados de acordo com fenétipo
sorolégico. (A) Grafico de barras mostrando a abundancia relativa média dos diferentes filos
e familias presentes na microbiota intestinal de cada um dos trés grupos sorolégicos. (B)
Grafico de barras mostrando a abundancia relativa média das diferentes familias e géneros
presentes na microbiota intestinal de cada um dos trés grupos sorolégicos. E (C) Dot Plot de
taxons que apresentam aumento ou reduc¢do de abundancia relativa ao se comparar o grupo
ANCA em relacdo ao grupo anti-CBirl. Graficos gerados através do DEseq2. Os parametros
adotados para filtragem das diferengas foram de acordo com os valores de P < 0,05 e log2FC
< -1 ou 2 1 pelo Wald test. Grupo Anti-OmpC n=4, grupo Anti-CBirl n=24 e grupo ANCA
n=28.

Este conjunto de dados sugere que os pacientes agrupados quanto ao perfil sorologico
dos pacientes apresentam diferencas discretas na composicdo da microbiota intestinal,
sugerindo uma relacdo entre a resposta de IgG e a microbiota intestinal, em que pacientes com
maiores titulos de ANCA apresentam aumento de bactérias anaerdbias facultativas da familia

Enterobacteriaceae, por exemplo.

4.3 Comparacio entre o fendtipo sorolégico e a expressio génica

Apos a identificacdo das diferencas de composicdo da microbiota intestinal em
pacientes com diferentes perfis soroldgicos resolvemos avaliar se havia diferencas na
expressao génica desses pacientes. Para isso utilizando os dados transcricionais do hospedeiro
realizamos andlises acerca da regulacdo génica dos pacientes para identificar quais conjuntos
de genes estavam sendo regulados positiva ou negativamente. Quando comparamos os grupos
anti-CBirl e ANCA observamos que havia algumas diferencas relevantes entre estes dois
grupos. Conforme demonstrado na figura 10A, foram avaliados um total de 24.029 genes nos
quais haviam mais genes regulados positivamente do que negativamente no grupo ANCA em
relacdo ao grupo anti-CBirl. Quando os filtros relativos a aumento relativo e diferenca
estatistica foram utilizados (p < 0,05 e logFC < -1 ou > 1), chegou-se ao nimero de 254 genes
regulados positivamente. Entre eles podemos ressaltar diversos genes envolvidos na resposta
inflamatoria como NOS2, CXCLI, ILIB, ILI74, ILI13, e também genes relacionados a
imunoglobulinas, incluindo os genes /IGHGI e IGHG3. Em relacdo aos genes regulados

negativamente, usando os mesmos critérios anteriores, chegamos ao nimero de 43 genes com
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expressdao suprimida no grupo ANCA em relagdo ao grupo anti-CBirl. Dentre esses genes,
podemos ressaltar genes envolvidos na modulacdo da composi¢cdo da camada protetora de
muco, como o gene MUC6, além de alguns genes envolvidos no recrutamento de leucécitos e
regulacdo do sistema imune como CCLI, PILRB, MSTIL, e diversos genes relacionados ao

sistema neural e transporte de ions e sais biliares, como OR8D1, CALNI, ATP124 e ABCBII.
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Figura 10. Genes diferencialmente expressos entre pacientes do grupo anti-CBirl e
pacientes do grupo ANCA. (A) Diagrama de Venn com numero de genes regulados positiva e
negativamente nos transcriptomas de pacientes do grupo ANCA em relacdo ao de pacientes
do grupo anti-CBirl. (B) Volcano Plot mostrando a os genes regulados positivamente (a
direita) e negativamente (a esquerda) no grupo com altos titulos de ANCA quando
comparado ao grupo com altos titulos de anti-CBir. Grafico gerado através do DEseq2. Os
parametros adotados para filtragem das diferencas foram de acordo com os valores de P <

0,05 e log2FC < -1 ou 2 1 pelo Wald test.



61

Diante da observagao das diferengas presentes na expressdo génica dos pacientes dos
dois grupos sorologicos, buscamos avaliar se os genes com expressao acentuados ou
suprimidos compunham alguma via bioldgica funcional, utilizando uma andlise de
enriquecimento baseado na ontologia génica, usando os parametros estabelecidos pelo banco
de dados “Gene Ontology”. Conforme ilustrado na figura 11 A e B, as principais vias ativadas
(figura 11A) e enriquecidas (figura 11B) estdo relacionadas a sinalizacdo apoptotica,
remodelamento de membrana e endocitose, resposta a bactérias e as vias envolvidas na
resposta inflamatdria e imune inata e adaptativa. Na sua maioria, havia mais de 100 genes
cuja expressao foi acentuada no grupo ANCA em relagdo ao grupo anti-CBirl catalogados em
cada uma dessas vias ontologicas, compondo entre 20 ¢ 30% dos genes da via. Quanto a
distribuicdo de enriquecimento, havia um aumento relativo mais expressivo em um maior
nimero de genes das vias associadas a resposta a bactérias, reposta imune inata, resposta
imune adaptativa, processos efetores imunes e resposta inflamatdria, entre outras vias, quando
comparamos o transcriptoma de pacientes do grupo ANCA com pacientes do grupo
anti-CBirl. Em relacdo aos genes com expressao reduzida no grupo ANCA em relagdo a
anti-CBirl, destacaram-se principalmente genes catalogados como envolvidos em
mielinizagdo neuronal, vias de captacdo de neurotransmissores e vias de transporte i0nico
(figura 12). Em geral, o nimero de genes diferencialmente expressos pertencentes a essas
categorias ficou abaixo de 100, porém compreendendo entre 25 até 60% dos genes

pertencentes a via.
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Figura 11. Vias transcricionais ativadas e enriquecidas em pacientes do grupo ANCA em
relacio ao grupo anti-CBirl. (A) Dot plot de vias ativadas e (B) Rigde plot de vias
enriguecidas no grupo com maiores titulos de ANCA em comparagdo com grupo Anti-CBir1.
Grafico gerado através do DEseq2. Os parametros adotados foram de acordo com os valores

de P corrigidos sendo P = 0,05 e log2FC = -1 ou 2 1 pelo Wald test.
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Figura 12. Vias transcricionais suprimidas em pacientes do grupo ANCA em relagdo ao

grupo anti-CBirl. Dot plot de vias suprimidas. Grafico gerado através do DEseq2. Os

parametros adotados foram de acordo com os valores de P corrigidos sendo P < 0,05 e

log2FC < -1 ou 2 1 pelo Wald test.
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A figura 13 ilustra um grafico de redes onde podemos observar que diversos dos genes
cuja expressao foi alterado em pacientes do grupo ANCA em relagdo ao grupo anti-CBirl sao
comuns a duas ou trés vias biologicas funcionais, formando, portanto, conexdes entre essas
vias. A primeira das vias funcionais engloba genes envolvidos na regulacdo da resposta
imune, como genes relacionados aos receptores de IgG de ativagdo (FCGR24 ¢ FCGR3B).
Outra via enriquecida demonstrada ¢ via de resposta imune inata, que se conecta a via de
regulagao da resposta imune por meio de diversos genes, incluindo genes que expressam
cadeias pesadas de Imunoglobulinas (IGHE, IGHM, IGHGI-3), proteinas do sistema
complemento (C9, C2, CD55) e algumas interleucinas (IL21, IL234). A tGltima via da rede
envolve a resposta celular ao estimulo de citocinas e quimiocinas. Nesta secdo encontram-se
varios genes que ja foram citados anteriormente , dentre eles CXCLI, CXCL3, PPBP, ILS,
IL1A. Parte dos genes com expressao alterada pertencentes a essa via estdo também incluidos
na via da resposta imune inata, incluindo genes como CASPI, LCN2 e NOS2. Por fim, alguns
dos genes diferencialmente expressos nos pacientes ANCA pertencem as trés vias, entre eles
os genes IL17A, IL18 e CYBA.

Este conjunto de dados sugerem que os pacientes pertencentes ao grupo ANCA
apresentam alteragdes expressivas na resposta transcricional, com aumento expressivo da
transcri¢do de genes envolvidos em vias associadas a resposta inflamatoria, fungdes imune
efetoras, incluindo aquelas envolvidas na resposta a bactérias, o que pode justificar as

diferencas encontradas na composi¢do da microbiota deste grupo.
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Figura 13. Comunica¢dao entre vias transcricionais enriquecidas em pacientes do grupo

ANCA em relagao ao grupo anti-CBirl. Grafico de rede ilustrando as trés principais vias

funcionais cujos genes tiveram expressao alterada em pacientes do grupo ANCA em relacao

a pacientes do grupo anti-CBirl. As vias sdo: regulacao da resposta imune, resposta inata e

resposta celular ao estimulo com citocinas. Grafico gerado através do DEseg2. Os parametros
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adotados para filtragem foram de acordo com os valores de P < 0,05 e log2FC<-lou =1

pelo Wald test.

4.4 Caracterizagio do repertério de IgG anti-microbiota em animais WT e Fcgr2b™:
Apos observar os resultados obtidos da analise dos dados multi-Omicos e concluir que
diferencas soroldgicas estdo associadas tanto a diferencas microbiologicas quanto
transcricionais, hipotetizamos que a resposta de IgG a microbiota poderia impactar na
composi¢ao microbiana durante DII por modular a produ¢ao de mediadores inflamatérios e
antimicrobianos. Buscamos testar essa hipotese em um modelo experimental murino.
Conforme descrito por Brito e colaboradores, 2022, animais Fcgr2b”apresentam titulos de
IgG anti-microbiota fecal diferentes dos animais selvagens. Dessa forma, testamos essa
hipdtese comparando animais selvagens e animais Fcgr2b” submetidos ao modelo de colite

ulcerativa.

Inicialmente, buscamos caracterizar o repertorio de IgG dos dois grupos de animais a
microbiota fecal pés-indugdo da colite e a isolados obtidos das fezes e de tecidos de animais
submetidos a0 modelo de colite ulcerativa induzida por DSS. Para isso, identificamos os
isolados disbiodticos depositados previamente no biobanco do LIMHO. Estes isolados foram
obtidos de amostras de fezes € do figado de camundongos selvagens, Mu™ ou Fcgr2b” que
passaram ou ndo pela exposi¢do ao DSS. Estas amostras foram diluidas em solugao de NaCl
0,9% p/v estéril e cultivadas nos meios solidos seletivos de MacConkey. Apos a obtengao de
colonias isoladas, realizamos a identificacdo presuntiva através da coloracdo de gram e testes
bioquimicos utilizando os meios indicadores de Rugai e Pessoa. Conforme detalhado na
tabela 3, a maioria dos isolados apresentaram caracteristicas presuntivas de Escherichia coli,
incluindo as que foram recuperadas dos figados dos camundongos nocautes submetidos ao
modelo de colite ulcerativa. Julgamos como E. coli bactérias que apresentaram o seguinte
padrdo bioquimico: Fermentacdo da glicose positiva; producdo de gas positiva; producdo de
sulfeto de hidrogénio negativa; hidrdlise da uréia negativa; fermentacdo da sacarose positiva
ou variavel; descarboxilacdo da lisina positiva; desaminagdo do aminoacido L-triptofano

negativa; motilidade positiva e reagdo de indol positiva.
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Tabela 3. Caracterizacao fenotipica dos isolados de enterobactérias por testes

bioquimicos
Amostra GLI GAS H2S URE SAC LIS LTD MOT IND Identificacao
presuntiva
WT DSS1 + + - - + + - + +  Escherichia coli
WT DSS2 + + - - + - - + - Enterobacter
spp.
Fcgr2b”H20  + + - - - H- - + +  Escherichia coli
FCngb'/'D881 + + - - + + - + +  Escherichia coli
Fcgr2b’DSS2  + + - - /- H- - + +  Escherichia coli
Fcgr2b’DSS3  + + - - - - - + +  Escherichia coli
Fcgr2b’Dss4  + + - - - 4 - + +  Escherichia coli
Fcgr2b”FIG + + - - + + - + +  Escherichia coli
Mu’" DSS1 + + - - + + - + +  Escherichia coli
Mu”” FIG + + - - + + - + +  Escherichia coli

* (+) positivo; (-) negativo; (+/-) variavel

Fermentagio da glicose (GLI); produgio de gas (GAS); producio de sulfeto de hidrogénio (H2S);
hidrolise da uréia (URE); fermentacao da sacarose (SAC); descarboxilagdo da lisina (LIS);
desamina¢do do aminoacido L-triptofano (LTD); motilidade (MOT) e reagdo de indol (IND).

Com os isolados devidamente identificados realizamos a extragcdo de antigenos destes
isolados disbidticos e de bactérias fecais de animais selvagens, Fcgr2b” e Mu’ para
realizagdo de um ELISA para deteccdo IgG no soro. Realizamos a quantificagdo de IgG
circulantes anti-bactérias fecais reativas aos antigenos obtidos da respectiva microbiota fecal
de cada gen6tipo. Em contrapartida, foi quantificada a presenga de IgG circulante reativa aos
extratos de todos os isolados, independentemente da origem dos mesmos. Conforme ilustrado
na figura 14A-D, os animais Mu"" ndo apresentaram IgG anti-bactérias fecais, nem a nenhum
dos isolados testados, como esperado. J4 os animais selvagens e Fcgr2b” apresentaram IgG
reativa a todos os extratos bacterianos testados. Porém, os animais Fcgr2b” apresentaram
maiores titulos de IgG anti-bactérias fecais e anti-isolados originados de animais do seu
mesmo gendtipo, quando comparado a animais WT. Estes dados sugerem que animais

Fcgr2b” apresentam maiores titulos de IgG reativas a bactérias da sua propria microbiota.



69

Contudo, tanto animais WT quanto animais Fcgr2b” apresentam IgG circulante capaz de se

ligar a isolados disbioticos, mesmo aqueles provenientes da microbiota de hospedeiros

distintos.
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Figura 14. Quantificagdo de Imunoglobulina G anti-bactérias fecais e anti-isolados
disbiéticos no soro de animais Mu”’, WT e Fcgr2b”. Foi realizado com o soro de
camundongos, nocautes para célula B (Mu”), selvagens (C57/BL6) e deficientes para o
receptor de IgG FcyRIIB (Fcgr2b”), um ensaio de ELISA para IgG reativo a antigenos de (A)
bactérias fecais, (B) isolado disbidtico coletados de fezes animais WT submetidos a colite (WT
DSS1) (C) isolado disbidtico obtido do figado de animais Fcgr2b”" submetidos a colite
(Fcgr2b”FIG) e (C) antigeno do isolado obtido do figado de um animal Mu”" submetido a
colite (Mu”"FIG). 0.D.: Densidade dptica. As barras representam a média * erro padrdo. N=

soros de 3 animais por grupo. *P<0,05.

O préximo passo da caracterizacdo envolveu a avaliagdo da capacidade de
opsoniza¢do dos isolados pelo IgG circulante dos animais WT e Fcgr2b” por citometria de
fluxo. Houve deteccao de IgG ligada aos trés isolados apds exposicao ao soro de animais WT
ou Fcgr2b”, sendo que a percentagem de bactérias ligadas a IgG foi bastante heterogénea a
depender do isolado e do soro utilizado (Figura 15A-E). A percentagem de bactérias ligadas a
IgG variou de 1,4% (isolado de animais Fcgr2b™” exposto a soro de animais WT — Figura
15B) a até 60% (isolado de animais WT exposto a soro de animais Fcgr2b” — Figura 15A)
Porém, a percentagem de IgG ligada aos isolados foi significativamente maior quando os
mesmos foram expostos ao soro de animais Fcgr2b”, se comparado quando foram expostas

ao soro de animais WT (Figura 15A-E). A figura 15E mostra um dot plot representativo dos
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resultados expressos na Figura 15B. Assim, podemos concluir que houve maior opsoniza¢ao

dos isolados quando expostos ao soro de animais Fcgr2b™.
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Figura 15. Opsonizacdo de isolados disbidticos por soros de animais Mu”", WT e Fcgr2b™.
Os isolados disbidticos obtidos de animais nocautes para célula B (Mu™"), selvagens (C57/BL6)
e deficientes para o receptor de IgG FcyRIIB (Fcgr2b”) foram opsonizados com o soro ativado
do seu respectivos gendtipo e combinados entre si. Posteriormente as bactérias foram
marcadas com um anticorpo anti-IgG e DAPI. (A) IgG ligada ao isolado WT DSS1, (B) IgG
ligada ao isolado Fcgr2b”FIG, (C) 1gG ligada ao isolado Mu™"FIG, (D) Média dos trés isolados.
(E) Plots representativos de bactérias ndao opsonizadas, opsonizadas com soro de animal
Mu”", WT e Fcgr2b”. As barras representam a média + erro padrdo. N= soro de 3 animais por

grupo. *P<0,05.

Em conjunto, estes dados demonstram que o repertorio de IgG de animais Fcgr2b”
reativo a antigenos provenientes da microbiota fecal e de isolados obtidos da microbiota de
animais com colite ulcerativa ¢ diferente daquele de animais WT, sugerindo que ha uma

resposta imune humoral mais acentuada contra essas bactérias nos animais Fcgr2b™.
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4.5 Caracterizacdo da doenca e da producio de citocinas e quimiocinas durante a colite

em animais selvagens (WT) deficientes para o receptor de IgG FcyRIIB (Fcgr2b™)

Ap0s caracterizacdo do perfil de IgG dos animais selvagens e deficientes para o
receptor FcyRIIB, passamos para a etapa de caracterizagdo do modelo de colite induzida por
DSS nestes animais, para posterior andlise de parametros inflamatdrios e microbiologicos.
Conforme identificado no trabalho de Fagundes e colaboradores, 2021, animais deficientes
para o receptor FcyRIIB apresentam um fendtipo de colite induzida por DSS mais severo

quando comparados com animais WT submetidos ao mesmo protocolo experimental.

Para isso, realizamos experimentos envolvendo dois grupos de animais de cada
linhagem (WT e Fcgr2b™), onde um grupo recebeu apenas agua (grupo controle) e outro foi
exposto ao DSS (2,5%). O protocolo experimental adotado consistia em manter os animais
expostos ou ndo a DSS durante 8 dias. Neste periodo acompanhamos o peso e alguns sinais
clinicos, como consisténcia das fezes e sinais de morbidade, para determinagdo do escore
clinico. Em relagdo aos animais selvagens, a Unica diferenca significativa observada foi em
relagdo ao comprimento do cdlon, em que o grupo exposto ao DSS apresentou encurtamento
do coélon quando comparado com o seu respectivo controle (figura 16C). Animais Fcgr2b™
expostos ao DSS apresentaram maior perda de peso e elevado escore clinico quando
comparados aos seus respectivos controles, como podemos ver na figura 16A-B. O
comprimento do célon também apresentou uma maior redugao neste grupo de animais. Além
dos sinais clinicos avaliamos o processo de translocagdo bacteriana para o figado e, de forma
interessante, apenas os camundongos Fcgr2b” do grupo DSS apresentaram translocagdo de

bactérias para o figado, como podemos observar na figura 16D.
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Figura 16. Caracterizacdo da colite ulcerativa induzida por DSS em camundongos WT e
Fcgr2b™. A colite foi induzida por meio da administracdo de DSS na concentrag3o de 2,5% na
agua de beber durante 8 dias em camundongos selvagens (C57/BL6) e deficientes para o
receptor de IgG FcyRIIB. Neste experimento foi coletado célon, figado, fezes e soro dos
animais. O figado foi macerado e plagueado por microgotas em placas contendo meio
Mueller Hinton para contagem de unidades formadoras de colonia (CFU), O cdlon e fezes
foram utilizados para avaliacdo dos parametros necessarios para determinagdo do escore
clinico. (A) Perda de peso corporal, (B) Escore clinico, (C) Comprimento do célon e (D)
Translocacdo bacteriana para o figado. As barras representam a média + erro padrao. A.U.:
unidades arbitrarias. As barras representam a média * erro padrdao. N= 7 a 8 animais por

grupo. *P<0,05 camundongos DSS Vs controle.

Apos a caracterizagdo da doenca e observacao do fendtipo nosso proximo passo foi
avaliar o processo inflamatério. Com o colon coletado dos animais realizamos a quantificacao
de algumas citocinas e quimiocinas por meio do ensaio de ELISA. Como demonstrado na
figura 17A, animais Fcgr2b” apresentaram uma inflamagdo acentuada apOs exposi¢do ao
DSS, associado a maior producao da quimiocina CXCLI1, quando comparados aos animais
selvagens também submetidos a colite. Além da citocina CXCLI1, também avaliamos as
concentragdes de IL-1B, TNF e IFNy. Contudo, nao foi observado um aumento significativo

em nenhum dos grupos submetidos a colite para essas citocinas (figura 17B-D).
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Figura 17. Quantifica¢do de citocinas e quimiocinas do célon de animais WT e Fcgr2b”com
colite induzida por DSS. Foi realizado com o célon de camundongos, selvagens (C57/BL6) e
deficientes para o receptor de IgG Fcgr2b”, submetidos a colite induzida por DSS (DSS 2,5%
por 8 dias) um ensaio de ELISA para a quantificagdo das citocinas e quimiocinas IL-1[3, CXCL1,
TNF e IFNy. (A) CXCL1, (B) IL-1B e (C) TNF e (D) IFNy. O.D.: Densidade 6ptica. As barras

representam a média. N=9 a 11 animais por grupo. *P<0,05.

4.6 Expressao de iNOS por leucdcitos no colon apods inducio da colite em animais WT e

Fcgr2b™

Outro ponto de interesse neste trabalho era avaliar quando e em que tipos celulares se
da a expressdo de iNOS em animais selvagens e Fcgr2b” submetidos ao modelo de colite
ulcerativa. Assim, executamos o protocolo experimental de indugdo de colite, no oitavo dia
realizamos a eutanasia dos animais, e coletamos amostras de célon para isolamento de
leucocitos da lamina propria intestinal e marcacao destes leucdcitos para posterior analise por
citometria de fluxo. O primeiro pardmetro avaliado envolveu a caracterizagdo dos tipos
celulares que estavam presentes no cdlon dos animais. Conforme observamos na figura
18A-D, ambos os genotipos apresentaram uma quantidade semelhante de todos os tipos
celulares analisados, sendo os macrofagos a populagdo mais abundante no colon dos dois
grupos submetidos a colite. Neste protocolo experimental de exposi¢do ao DSS por oito dias,
também observamos que, em animais WT submetidos a colite, as populagdes de células
imunes avaliadas apresentaram uma maior expressao de CD11b, sendo que nos macrdofagos e
mondcitos isolados do colon de animais desse grupo ha maior marcacao para CD11b quando
comparado aos leucocitos isolados do célon de animais Fegr2b” (figura 18C e G). Apenas

nos neutrofilos nao foi possivel visualizar essa diferenca de expressdo deste marcador entre as
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células dos dois gendtipos (figura 18D). Este dado sugere que animais Fcgr2b” apresentam

uma menor quantidade de células imunes ativadas apos oito dias de inducdo da colite.
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Figura 18. Popula¢bes de células imunes presentes no célon de camundongos WT e
Fcgr2b™” e seu perfil de ativagdo apés indugdo de colite. Animais selvagens e nocautes para

o receptor Fcgr2b™”

foram submetidos a colite induzida por DSS a 2,5%, no oitavo dia do
protocolo experimental realizamos a eutanasia e coletamos o célon para isolamento de
leucécitos da lamina prépria intestinal e marcacdo destes leucdcitos e expressdo de CD11b
por citometria de fluxo. (A) % de células vidveis de leucdcitos totais, (B) % de macréfagos, (C)
% de neutrdfilos, (D) % de mondcitos, (E) Expressdo de CD11b em macrofagos, (F) Expressdo

de CD11b em neutrdfilos e (G) Expressdao de CD11b em mondcitos. N=9 animais por grupo.

As barras representam a média. *P<0,05.

Em relagdo a produgao de 6xido nitrico pelas populagdes de células imunes avaliadas,
observamos que a porcentagem de células iNOS-positivas em animais Fcgr2b” foi
significativamente maior quando comparados com a das células obtidas dos animais WT
(figura 19A-C). Além da maior percentagem de células positivas, a intensidade média de
marcagio para iNOS foi maior entre os macrofagos e netrofilos dos animais Fegr2b” do que
aquela observada nos leucocitos isolados do tecido de animais WT (figura 19D-F). Este dado

sugere que as células imunes de animais Fcgr2b” produzem maior quantidade de 6xido
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nitrico quando hé ativa¢do destas ap6s inducgdo da colite. Em conjunto, os dados de citometria
indicam que os leucdcitos de animais Fcgr2b” apresentam um perfil de ativagdo distinto das
células de animais WT apds inducao da colite. Conforme demonstrado na figura 20A-B,
macrofagos de animais WT possuem maior expressao de CD11b e menor expressao de iNOS
que os macrofagos de animais Fcgr2b”, que apresentam uma inversdo desse padrio de
ativacao, com baixos niveis de CD11b e elevada expressao de iNOS. Dessa forma, com esses
dados podemos sugerir que a IgG, via ativagdo do receptor Fcgr2b™”, ¢ importante para
instruir a ativa¢do dos macréfagos, induzindo aumento de CD11b e reprimindo a producao de
NO. A maior producdo de NO implica em maior concentragdo de nitrato no ambiente
intestinal, que confere uma vantagem metabolica a alguns tdxons bacterianos da microbiota

(Winter et al., 2013).
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Figura 19. Expressao de iNOS em populacdes de células imunes presentes no célon de
camundongos WT e Fcgr2b”. Animais selvagens e nocautes para o receptor FcyRIIB foram
submetidos a colite induzida por DSS a 2,5%, no oitavo dia do protocolo experimental
realizamos a eutanasia e coletamos o célon para isolamento de leucdcitos da lamina prépria
intestinal e marcacdo de iNOS nestes leucdcitos por citometria de fluxo. (A-C) Porcentagem
de (A) macrofagos NOS27, (B) neutréfilos NOS2* e (C) mondcitos NOS2*. (D-F) Expressdo de

NOS2 em M.F.I. dos seguintes tipos celulares (D) macréfagos, (E) neutréfilos e (F) mondcitos.
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M.F.l.: Intensidade Mediana de Fluorescéncia. N= 9 animais por grupo. As barras

representam a média. *P<0,05.
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Figura 20. Expressao de iNOS em populagdes de macrofagos presentes no célon de

7. Animais selvagens e nocautes para o receptor FcyRIIB foram

camundongos WT e Fcgr2b
submetidos a colite induzida por DSS a 2,5%, no oitavo dia do protocolo experimental
realizamos a eutanasia e coletamos o célon para isolamento de leucdcitos da lamina prépria
intestinal e marcacdo de macrofagos, CD11b e iNOS por citometria de fluxo. (A) Expressao de
CD11b (eixo Y) e iNOS (eixo X) nos macréfagos de camundongos WT e Fcgr2b” submetidos a

colite. (B) Histogramas de expressao de iNOS nos macrofagos dos dois grupos com DSS. N=9

animais por grupo.

4.7 Isolados disbioticos de animais submetidos a colite sdo capazes de usar nitrato como

aceptores finais de elétrons in vitro.

Buscamos entdo investigar a capacidade dos isolados disbidticos em utilizar nitrato
como aceptores finais de elétrons. Selecionamos os isolados de E. coli do biobanco do
LIMHO que haviam sido identificadas anteriormente e demos seguimento aos testes in vitro.
Para testar nossa hipdtese cultivamos os isolados disbioticos e duas linhagens de E. coli, uma
mutante para utilizagdo de nitrato como aceptor final de elétrons (dnarGnapAnarZ) e a
linhagem selvagem (HS), em diferentes condi¢des de crescimento em caldo LB: crescimento
anaerobico, anaerdbico em caldo LB suplementado com nitrato de potassio (10mM) e
crescimento aerobico. Conforme ilustrado na figura 21A-D, construimos curvas de
crescimento para visualizar como as diferentes condi¢des poderiam impactar no crescimento

bacteriano. Como esperado, em aerobiose todas as linhagens apresentaram crescimento
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elevado em comparagdo com o crescimento em anaerobiose. Contudo, quando o caldo LB foi
suplementado com nitrato de potdssio na condi¢do de anaerobiose, houve incremento
significativo do crescimento bacteriano tanto dos isolados de fezes, quanto dos isolados do
figado, seguindo o padriao observado na linhagem padrio E.coli HS. A linhagem
AnarGnapAnarZ, em contrapartida apresentou crescimento semelhante nos meios com ou
sem suplementacdo de nitrato em anaerobiose (figura 21B). Além do acompanhamento da
taxa de crescimento feito por meio da leitura da absorbancia, também realizamos a contagem
de unidades formadoras de colonia (CFU). Na figura 21E podemos observar a contagem de
CFU 10h apos inoculagdo no meio de cultivo dos isolados disbidticos. Novamente em
aerobiose vemos uma quantidade maior de colonias quando comparado com ambas as
condi¢des de anaerobiose, porém como visto anteriormente na curva de crescimento, a
quantidade de colonias aumentou significativamente quando houve suplementag¢do de nitrato
de potassio na condi¢do de anaerobiose. Estes dados mostraram que a adi¢do de nitrato ao
meio favoreceu o crescimento em anaerobiose dos isolados disbidticos e da linhagem de

E.coli HS mas ndo da linhagem AnarGnapAnarZ.

Além das curvas de crescimento coletamos o sobrenadante das culturas para
quantificagdo de nitrito e indol (figura 21F-G). Conforme observamos na figura 21F foi
detectado nitrito no sobrenadante de cultura dos isolados cultivados em anaerobiose com
suplementagdo de nitrato, mas nao nas demais condi¢des de cultivo, sugerindo que houve
conversao do nitrato a nitrito durante a respiracdo anaerobia por parte dos isolados. Em
relacdo ao indol, vimos uma inversdo de padrao observado para o nitrito. Nas condigdes de
aerobiose € anaerobiose sem nitrato vimos uma maior quantidade de indol nos isolados e na
linhagem HS, porém quando houve a suplementacdo de nitrato vimos uma diminuicio
significativa na produgdo de indol nessas linhagens. Apenas a linhagem AnarGnapAnarZ
manteve a producao de indol nas trés condi¢des de crescimento. Estes resultados sugerem que
a producdo de indol estd sendo influenciada pela respiragdo anaerdbica utilizando nitrato

como aceptor de elétrons.
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Figura 21. Curvas de crescimento de diferentes linhagens de E. coli cultivadas em meios
contendo diferentes aceptores de elétrons respiratdérios. Os isolados disbidticos e duas
linhagens de E.coli AnarGnapAnarZ e HS foram cultivados em diferentes condi¢es de
crescimento em caldo LB, sendo eles crescimento aerdbico, anaerdbico e anaerdbico com
suplementacdo de nitrato. O crescimento foi monitorado de hora em hora durante 10 horas,
com uma leitura final no ponto de 24h apds incubac¢do, por meio da leitura na OD600nm.
Também coletamos sobrenadante para quantificacdo de nitrito e indol nos pontos de 2, 4, 6,
10 e 24 horas. (A) HS, (B) AnarGnapAnarZ, (C) bactérias isoladas das fezes de camundongos
submetidos & colite, (D) bactérias isoladas dos figados de camundongos Fcgr2b”” também
submetidos a colite. (E) Contagem de CFU e (F) quantificacdo de nitrito dos isolados. (G)
quantificacdo de indol dos isolados e das linhagens de E. coli HS e AnarGnapAnarZ.
*Aerdbico vs Anaerdbico KNO3, **Aerdbico vs Anaerdbico KNO3 e Anaerdbico vs Anaerdbico

KNO3, ***Aerdbico vs Anaerdbico.

4.8 Nitrato como aceptor final de elétrons favorece translocacio da populacio

bacteriana para o figado durante a colite ulcerativa em Fcgr2b™

Como ultimos objetivos para este trabalho avaliamos se o uso de nitrato como aceptor

final de elétrons confere alguma vantagem competitiva para bactérias, favorecendo a
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expansdo da populacdo bacteriana durante a colite ulcerativa em animais selvagens e
Fcgr2b”, e determinar se a inibi¢do de iNOS altera a expansio dessas bactérias que utilizam
nitrato. Para isso, utilizamos animais WT e Fcgr2b” divididos em grupos de animais controle
e de animais que receberam o DSS a 2,5% na 4gua de beber durante 8 dias. Ainda, os animais
Fcgr2b” foram alocados em dois grupos adicionais que receberam aminoguanidina (AG) a
partir do terceiro dia do protocolo experimental, sendo eles animais agua+AG e animais
DSS+AG. Todos os grupos foram gavados com 10’ CFU/animal de cada uma das linhagens E.
coli HS e AnarGnapAnarZ no quinto dia do protocolo experimental. Primeiramente fizemos a
caracterizagdo da doenca e observamos resultados similares aos experimentos realizados
anteriormente. Como podemos ver na figura 22A, animais Fcgr2b” submetidos a colite
apresentaram maior perda de peso quando comparados ao seu controle e também aos animais
WT submetidos ao mesmo protocolo. O escore clinico (Figura 22B) seguiu o mesmo padrao
entre os dois grupos, porém nao foi detectada diferencas entre o comprimento do c6lon dos
animais submetidos a colite dos dois gendtipos, que se apresentavam mais curtos que o colon
dos respectivos controles (Figura 22C). Em relagdo a adicdo do inibidor de iNOS, a
aminoguanidina, observamos uma melhora no escore clinico dos animais Fcgr2b™”
submetidos a colite, sem alteracdes dos demais pardmetros (Figura 22A-C). Estes dados
indicam que a inibi¢do da atividade da iNOS gera uma melhora no quadro clinico de animais

Fegr2b™.
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Figura 22. Caracterizagao da colite ulcerativa induzida por DSS em camundongos WT e
Fcgr2b”" submetidos ao ensaio e competigdo de linhagens de E. coli e expostos ou ndo a
aminoguanidina. A colite foi induzida por meio da administracao de DSS na concentracao de

2,5% na agua de beber durante 8 dias em camundongos selvagens (C57/BL6) e deficientes
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para o receptor de IgG FcyRIIB, no terceiro dia do protocolo experimental dois grupos
passaram a receber aminoguanidina na agua de beber até o oitavo dia. Todos os grupos no
quinto dia do experimento foram gavados com 10’ CFU/animal das linhagens de E.coli HS e
AnarGnapAnarZ. Neste experimento coletamos fezes, célon e figado dos animais. (A) Perda
de peso corporal, (B) Escore clinico e (C) Comprimento do célon. As barras representam a
média * erro padrdao. A.U.: unidades arbitrarias. N= 6 a 9 animais por grupo. As barras
representam a média * erro padrdo. *P<0,05 camundongos DSS Vs controle # P<0,05
camundongos Fcgr2b”DSS Vs camundongos WT DSS e **P<0,05 camundongos Fcgr2b” DSS

Vs camundongos Fcgr2b” DSS + AG. ns.: ndo significante.

Apos a caracterizacdo da doencga avaliamos a expansdao de enterobactérias e das
linhagens de E. coli HS e ANarG nas fezes dos animais. As fezes coletadas dos animais foram
maceradas, diluidas em solu¢ao de NaCl 0,9% e plaqueadas em trés meios diferentes, sendo
eles MacConkey, MacConkey com ampicilina ¢ MacConkey com canamicina. Além da
quantificagdo de bactérias por Unidade formadoras de colonia (CFU), também realizamos o
indice de competi¢do, que consiste na razdo entre o numero de colonias da E. coli selvagem
pelo nimero de colonias da E. coli mutante. Animais Fcgr2b” submetidos a colite
apresentaram uma maior contagem de CFU de enterobactérias nas fezes que os animais WT,
conforme ilustrado na figura 23A. Contudo, ao adicionarmos o inibidor de iNOS vemos uma
diminui¢do nessa contagem bacteriana nas fezes dos animais Fcgr2b”, chegando a taxas
semelhantes ao observado em animais WT com colite. Ambas as linhagens de E. coli
inoculadas nos animais conseguiram colonizar o trato gastrointestinal dos animais dos dois
genotipos, como ¢ ilustrado nas figuras 23B-C. A contagem de CFUs de E. coli HS
apresentou resultados semelhantes aos observados para as CFUs de enterobactérias, sendo
detectada um aumento da contagem em animais Fcgr2b” com colite em relagdo aos animais
WT doentes e uma queda da contagem em animais Fcgr2b” submetidos a indugdo da colite e
tratados com AG.(figura 23B). Em relacdo a E. coli mutante, houve maior contagem de CFUs
desta linhagem nas fezes dos animais FcyRIIB”- submetidos a colite quando comparado aos
animais WT expostos a DSS. Porém, o tratamento com aminoguanidina ndo alterou
significativamente a quantidade de CFUs dessa linhagem recuperadas das fezes dos animais
Fcgr2b” (Figura 23C). Nao houve diferencas significativas para os indices de competi¢do

calculados para as fezes dos diversos grupos experimentais avaliados (Figura 23D).
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Figura 23. Expansao de enterobactérias durante colite ulcerativa induzida por DSS em
camundongos WT e Fcgr2b” submetidos ao ensaio e competi¢do de linhagens de E. coli e
expostos ou ndo a aminoguanidina. A colite foi induzida por meio da administracdo de DSS
na concentragao de 2,5% na agua de beber durante 8 dias em camundongos selvagens
(C57/BL6) e deficientes para o receptor de IgG FcyRIIB, no terceiro dia do protocolo
experimental dois grupos passaram a receber aminoguanidina na dgua de beber até o oitavo
dia. Todos os grupos no quinto dia do experimento foram gavados com 10’ CFU/mL das
linhagens de E.coli HS e 4narGnapAnarZ. Neste experimento coletamos fezes, cdlon e figado
dos animais. (A) quantificacdo de enterobactérias das fezes pelas CFUs em agar MacConkey,
(B) quantificacdo da E.coli HS nas fezes pelas CFUs em agar MacConkey com canamicina, (C)
quantificacdo da E.coli AnarGnapAnarZ nas fezes pelas CFUs em agar MacConkey com
ampicilina, (D) Indice de competicdo E.coli HS/AnarGnapAnarZ nas fezes. Avaliagio da
translocagdo de (E) enterobactérias, (F) E.coli HS e (G) AnarGnapAnarZ para o figado dos
animais. (H) Iindice de competicdo E.coli HS/AnarGnapAnarZ no figado. As barras
representam a média * erro padrdo. N= 6 a 9 animais por grupo. As barras representam a

média + erro padrdo. *P<0,05 camundongos DSS Vs controle # P<0,05 camundongos

.
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Fcgr2b”DSS Vs camundongos WT DSS e & P<0,05 camundongos Fcgr2b’DSS Vs

camundongos Fcgr2b”’ DSS+AG.

O proximo passo foi avaliar se haveria diferencas para a translocagdo bacteriana para o
figado no sistema estudado. Foi observada translocacdo de enterobactérias em alguns animais
dos trés grupos que foram submetidos & colite. Contudo, apenas os animais Fcgr2b” que
receberam DSS apresentaram uma translocacdo de enterobactérias estatisticamente
significativa quando comparada ao seu respectivo controle (Figura 23E). Este grupo também
foi o unico que apresentou translocacdo de E. coli HS para o figado, sendo esse resultado
significativamente diferente do respectivo grupo controle e do grupo WT que recebeu DSS
(Figura 23F). Nao foram detectadas contagens significativas de CFUs da linhagem mutante
em nenhum dos grupos experimentais (Figura 23G). Diante disso, o indice de competicao
entre as duas linhagens de E. coli foi significativamente maior em animais Fcgr2b™ tratados
com DSS tanto quando comparado com os animais WT que receberam DSS quanto com
animais do grupo Fcgr2b” DSS+AG. Estes dados sugerem que o NO excedente favorece o
processo de translocacdo de bactérias que utilizam nitrato como aceptor final de elétrons

durante respira¢ao anaerdbica.
5 Discussao

A etiologia das doengas inflamatorias intestinais ainda ¢ um enigma, contudo ¢
importante ressaltar quatro fatores que influenciam diretamente na patogénese destas:
suscetibilidade genética, ambiente externo, microbiota intestinal e resposta imune do
hospedeiro (Kim & Cheon, 2017; Zhou et al., 2017; Jarmakiewicz-Czaja et al 2022). Alguns
trabalhos, como o de Zhou e colaboradores, 2017, sugerem que respostas imunes aberrantes
continuas a microbiota de individuos suscetiveis geneticamente podem causar o
desencadeamento dessas doencas. Na literatura ha relatos que associam a microbiota e os
marcadores soroldgicos com as doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa e a
doenca de Crohn. Estes tentam tracar perfis da microbiota de acordo com o diagnostico da
doenca e mostrar quais marcadores soroldgicos melhor caracterizam aquele diagndstico
(Cohavy et al., 2000; Lodes et al., 2004; Targan et al., 2005; Sitaraman et al., 2005; Ferrante
et al., 2007; Schirmer et al., 2019).
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Os marcadores sorologicos mais estudados sdo o anticorpo anti-neutrofilo (ANCA) e
os anticorpos contra epitopos de manose da levedura Saccharomyces cerevisiae (ASCA).
Diversos estudos relatam uma possivel utilizacdo destes marcadores como diferenciais entre
DC e UC. A maioria dos pacientes diagnosticados com colite ulcerativa apresentam altos
titulos de ANCA e pacientes diagnosticados com Doenga de Crohn mostraram maiores
titulos de ASCA. A presenga de Anti-OmpC e anti-CBirl sdo mais elevados também em
pacientes com DC (Targan et al., 2005; Papp et al., 2007; Ferrante et al., 2007). Estes dados
sdo consistentes com os analisados neste trabalho, no qual observamos que todos os pacientes
diagnosticados com UC foram agrupados ao grupo ANCA. Contudo, neste grupo também
observamos uma alta presenca (39,3%) de pacientes diagnosticados com DC e 14,3% deste
grupo correspondia a pacientes sem qualquer DII diagnosticada. A identificacdo de altos
titulos dos trés marcadores soroldgicos analisados nos pacientes sem DII podem indicar que
esses membros da coorte, mesmo sem apresentarem caracteristicas diagnosticas que os
encaixassem nos dois perfis de doenca ainda sim mostravam um processo inflamatorio e

imunologico semelhante aos grupos no qual se agruparam.

Devido ao avanco nos estudos envolvendo tecnologias multi dmicas tornou-se
possivel encontrar genes e variantes associados a suscetibilidade a DII, levando até o
momento a descoberta cerca de 240 loci (Mirkov et al., 2017; Park & Jeen, 2019; Guan, 2019;
Jarmakiewicz-Czaja et al 2022; Jans & Cleynen, 2023). Estes genes desempenham papéis em
importantes vias de manutencdo da homeostase intestinal, como defesa inata e adaptativa,
funcdo de barreira epitelial, autofagia, além de vias metabdlicas (Guan, 2019;
Jarmakiewicz-Czaja et al 2022). A maioria dos genes relacionados a suscetibilidade a doencgas
inflamatorias intestinais como NOD?2 (Proteina com dominio de oligomerizagao de ligagdo a
nucleotideos tipo 2), CARD9 (membro da familia do dominio de recrutamento de caspases 9),
CLEC7A (Proteina contendo dominio de lectina tipo C 7A), CTLA4 (Proteina associada a
linfécitos T citotoxicos 4), NFKBIZ (zeta inibidor de NFxB), ATGI16L1 (proteina 1
semelhante a ATG16), NFATC1 (Fator nuclear de células T ativadas 1) e LAMBI1 (Laminina
Subunidade Beta 1) (Zhou et al., 2017) ndo foram diferencialmente expressos entre os grupos
avaliados no presente trabalho. Contudo, observamos, destacadamente, genes
diferencialmente expressos relacionados ao processo inflamatdrio e a resposta imune. O grupo
com maiores titulos de ANCA apresentou um perfil de expressao de genes inflamatérios mais

acentuado quando comparamos com o grupo anti-CBirl, incluindo genes como NOS2,
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CXCLI, IL1, IL174, IL13 . No trabalho de Massicotte-Azarniouch e colaboradores, 2022, foi
observado que, durante a vasculite, estimulos inflamatorios levam a expressdo de
autoantigenos e a produgdo de ANCA. Foi relatado também que por induzir produgao
aumentada de citocinas inflamatorias, ANCA levaria a ativagcdo de neutrofilos, produgdo e
liberagdo de substancias citotoxicas e ativacao de vias alternativas do complemento, criando
assim um intenso meio inflamatério. Este mecanismo de retroalimentagdo poderia justificar
este perfil inflamatorio exacerbado no grupo ANCA, mostrando o papel do anticorpo na

manutencao da inflamacao.

O desequilibrio na microbiota durante a DII pode interromper processos regulatérios
que suprimem a inflamag¢ao. Alguns trabalhos demonstram que a microbiota de pacientes com
DII codificam mais vias de estresse oxidativo e transporte de nutrientes € menos vias
relacionadas ao metabolismo de carboidratos e sintese de aminoacidos (Morgan et al., 2012;
Schirmer et al., 2019). Essa mudanga de vias esta relacionada diretamente a mudanga que
ocorre na microbiota durante as doencas inflamatérias intestinais. Individuos com DII
geralmente apresentam uma diminui¢do da diversidade da microbiota. Segundo trabalho de
Jarmakiewicz-Czaja e colaboradores, 2022, pacientes com DII tém maior abundancia de
membros do grupo Bacteroidetes e Proteobacteria, como Enterobacteriaceae (incluindo
Escherichia coli ) e um numero menor de Firmicutes (por exemplo, lactobacillus). Schirmer e
colaboradores, 2019, descreveram em seu trabalho taxons que estavam aumentados e
reduzidos durante a doenca de Crohn e colite ulcerativa. Os perfis entre os dois subtipos de
DII foram semelhantes, apresentando 87 dos taxons associados tanto a UC quanto a DC. A
familia com maior nimero de tdxons aumentados foi a familia Enterobacteriaceae, enquanto o
maior nimero de taxons diminuidos na DC pertenciam as familias Lachnospiraceae e
Ruminococcaceae. J4 na UC os tdxons aumentados eram da familia Lachnospiraceae e os
taxons diminuidos eram em grande parte da familia Bacteroidaceae. Assim, parece ser
possivel distinguir a composi¢do taxondmica e funcional da microbiota intestinal entre

pacientes com DC ou UC.

Devido aos novos agrupamentos construidos baseados no fendétipo sorolégico dos
pacientes, nao pudemos definir tdxons caracteristicos de cada diagnostico presente na coorte.
Contudo, foi possivel associar a composicao da microbiota em relagdo ao perfil soroldgico do

paciente. Quando comparamos o fenotipo sorologico ANCA e anti-CBirl observamos que
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ndo havia diferencas entre a diversidade e a estrutura da microbiota neste grupo, porém foi
possivel identificar tdxons com abundancias aumentadas ou reduzidas. No grupo ANCA
identificamos 18 tadxons que apresentaram aumento relativo das abundancias, sendo as
familias Enterobacteriaceae ¢ Ruminococcaceae com mais taxons mais abundantes. 22 tdxons
tiveram sua abundancia reduzida, sendo as familias Lachnospiraceae e Porphyromonadaceae

aquelas com maior numero de tdxons menos abundantes no grupo ANCA.

Dentre os membros da familia Enterobacteriaceae com maior abundancia no grupo de
pacientes ANCA, podemos destacar os géneros Escherichia, Shigella, Citrobacter e Proteus
(p<0,05), sendo que ja foram descritas associacdes entre estes taxons e a sinalizacdo de
citocinas e inflama¢ao da mucosa (Harley e Karp 2012; Cavalcante et al., 2020). A
identificagcdo destes anaerobios facultativos super-representados no grupo ANCA, apoia as
hipoteses publicadas anteriormente de que estas bactérias podem estar aumentadas em parte
devido a perda da hipdoxia no intestino inflamado (Morgan et al., 2012; Schirmer et al., 2019),
além da alta produ¢do de NO no lumen intestinal, visto que membros desta familia sao
capazes de utilizar nitrato, N-6xidos e S-6xidos como aceptores finais de elétrons na
respiragdo anaerobia (Winter et al., 2013). Porém, o aumento de abundancia de membros da
familia Ruminococcaceae na microbiota deste grupo de pacientes ndo ¢ condizente com o
perfil inflamatorio observado no grupo ANCA, visto que membros desta familia pertencem a
classe de bactérias produtoras acidos graxos de cadeia curta no intestino humano, sendo
responsaveis por degradar polissacarideos complexos (Nagao-Kitamoto e Kamada, 2017;
Cavalcante et al., 2022). Contudo, nossos achados sdo consistentes com o trabalho de Andoh
e colaboradores, 2007, que observaram a presenca de membros dos géneros Ruminococcus,
Eubacterium e Fusobacterium em pacientes com UC, mas ndo em individuos saudaveis. No
presente trabalho a abundéancia destes grupos estava aumentada nos grupos de fendtipo
sorologico ANCA quando comparado ao grupo anti-CBirl. Aparentemente, mesmo com a
alta abundancia de membros desta familia no grupo ANCA, ndo vimos uma influéncia no

processo inflamatorio.

Diante dos achados relatados até aqui podemos sugerir que o perfil soroldgico
influencia tanto na sua expressao génica quanto na composi¢cdo da microbiota. A partir deste
ponto hipotetizamos que a resposta inflamatoria exacerbada decorrente de titulos de IgG

anti-microbiota alterados poderia favorecer alteracdes na composi¢do da microbiota e
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buscamos testar essa hipdtese em um modelo experimental murino de colite ulcerativa.
Segundo o trabalho De Brito e colaboradores, 2022, animais Fcgr2b” apresentam
concentracdes de anticorpo anti-microbiota fecal diferentes dos animais selvagens e esse
repertério alterado parece impactar no desenvolvimento de respostas inflamatdrias intestinais.
Desta forma, buscamos avaliar se essa diferenca no perfil soroldgico destes animais levaria

também a diferencas no perfil microbioldgico e inflamatorio durante a colite ulcerativa.

O trabalho de Fagundes e colaboradores, em 2021, mostraram que animais Fcgr2b”
submetidos a colite induzida por DSS apresentavam maior susceptibilidade a doenga. A partir
do quinto dia ap6s indugao da colite, apresentaram redugao acentuada no peso corporal, maior
escore clinico, lesdo tecidual mais grave, expansdao acentuada de enterobactérias e
translocag¢do de bactérias para o figado. Além disso, esses animais apresentavam um maior
nimero de células positivas para iNOS no colon quando comparados com animais WT apds

inducdo da colite (Fagundes, 2021).

Ap6s observagdo desse fenotipo de suscetibilidade que animais Fcgr2b”
apresentavam , objetivamos tragar o perfil sorologico destes animais. No trabalho de Zeng e
colaboradores, 2016, foi demonstrado que a microbiota intestinal gera resposta homeostatica
de IgG a antigenos bacterianos. Além disso, os anticorpos IgG anti-comensais também sao
capazes de opsonizar patdogenos para mediar a eliminacdo destes (Zeng et al., 2016). Assim,
avaliamos como seriam essas respostas de IgG nos animais Fcgr2b”. O que observamos no
presente trabalho foi que animais Fcgr2b” tinham altos titulos de IgG anti-bactérias fecais e
anti-isolados disbioticos, superando os niveis de animais WT mesmo antes de serem
submetidos ao protocolo de colite. O soro dos animais Fcgr2b” também foram mais eficientes
em opsonizar isolados disbidticos. Estes dados sugerem que seria possivel tracar um paralelo
entre animais Fcgr2b” submetidos a colite e grupo de fendtipo sorologico ANCA, por
apresentarem titulos alterados de IgG reativos a antigenos microbianos e indicios de uma

inflamacao exacerbada.

Ao avaliarmos a producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias no célon dos
animais Fcgr2b” submetidos ao modelo de colite induzida por DSS, observamos que estes
animais apresentam maiores concentracdes de CXCL1 no célon quando comparados com
animais WT também submetidos a este modelo. Este dado corrobora a conclusdo de que estes

animais apresentam uma resposta inflamatdria acentuada durante a colite. Como foi visto
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anteriormente, os animais Fcgr2b”, apresentavam maior nimero de células iNOS* quando
comparados aos animais WT (Fagundes et al., 2021). Assim passamos a investigar em que
tipos celulares se daria essa expressao acentuada de iNOS, buscando determinar se haveria
alguma mudanga no padrio de ativagdo das células imunes em animais Fcgr2b” submetidos

ao modelo de colite ulcerativa.

O que observamos foi que animais Fcgr2b™”

apresentam uma menor quantidade de
células imunes positivas para CD11b apos oito dias de colite. Contudo, estas células parecem
produzir mais 6xido nitrico do que as células dos animais WT, uma vez que apresentam maior
expressao da enzima iINOS. Estes dado nos levou a concluir que as células destes dois
genotipos apresentavam diferentes padrdes de ativagao durante a colite ulcerativa: células de
animais WT expressariam mais CD11b e menos iNOS, ao passo que as células dos animais
Fcgr2b” apresentam uma inversdo desse padrio de ativagdo, com menor expressido de CD11b
e maior expressao de iINOS apds indugdo da colite. Dessa forma, sugerimos que o receptor
FcyRIIB, além de possuir um papel de regular negativamente a expressao de NOS2 no célon
dos animais durante a colite ulcerativa, como visto anteriormente (Fagundes et al., 2021),

também ¢ importante para instruir a ativa¢do dos macrofagos, reprimindo a producdo de NO e

induzindo aumento de CD11b.

Buscando entender melhor a relacdo entre IgG, iNOS e a microbiota, avaliamos se
Escherichia coli, um membro da familia Enterobacteriaceae, era capaz de se beneficiar do
nitrato, derivado de NO, que estaria disponivel durante o processo inflamatorio tipico da
colite ulcerativa. Alguns trabalhos ja demonstraram que o ambiente intestinal inflamatorio
impde um custo de aptiddo a alguns microrganismos comensais € fornece uma vantagem
seletiva para outros capazes de sobreviverem em um ambiente pro-inflamatério (Lee e Chang,
2021). No trabalho de Winter e colaboradores, 2013, foi demonstrado que o nitrato
proveniente da resposta inflamatéria conferiu uma vantagem de crescimento a bactéria
comensal Escherichia coli no intestino de camundongos, sugerindo assim que a resposta
inflamatoria do hospedeiro aumenta seletivamente o crescimento de Enterobacteriaceae
comensais, gerando aceptores de elétrons para a respiracdo anaerobica. Em nossos
experimentos in vitro demonstramos a capacidade de utilizar nitrato durante a respiragao
anaerobia por parte de diversos isolados de E. coli indigenas obtidas de animais submetidos a

colite.
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Diante da comprovagdo que E. coli comensais seriam capazes de se beneficiar da
disponibilidade de nitrato no ambiente, realizamos um ensaio de competi¢ao in vivo, no qual
gavamos animais Fcgr2b” ¢ WT submetidos a colite induzida por DSS com a E. coli HS e a
E.coli AnarG. Este experimento foi realizado para avaliar o padrdo de expansdo dessas
linhagens no contexto de inflamacdo gerado nos dois genotipos de animais, esperando que a
maior producdo de NO observada nos animais Fcgr2b”levaria uma vantagem competitiva
para a linhagem selvagem sobre a linhagem mutante. O primeiro ponto que observamos foi
que, de maneira geral, animais Fcgr2b” submetidos a colite apresentaram uma maior
expansdo do contetido de enterobactérias na microbiota fecal que aquela observada nos
animais WT, e que quando os primeiros receberam um inibidor de iNOS, essa expansado foi
reduzida, atingindo taxas semelhantes aquela dos animais WT. Esses resultados foram
analogos aos observados para as contagens de E. coli HS. Em contrapartida, houve aumento
do nimero de CFUs da linhagem de E. coli mutante nas fezes de ambos os gendtipos de
camundongos submetidos a colite, ¢ o padrdo de maior nuimero de CFUs nos animais
Fcgr2b” se manteve. Ainda, tais contagens nio foram afetadas pela exposi¢do a AG nos
animais Fcgr2b” tratados com DSS. Assim, nido houve diferencas estatisticamente
significativas no indice de competicdo entre as duas linhagens de E. coli nas fezes dos
diversos grupos experimentais. Esses achados, em conjunto, sugerem que a producdo de NO

aumentada nos animais Fcgr2b™”

nao parece ser responsavel por conferir uma vantagem para
expansao da populacao de E. coli no limen do tecido inflamado. Isso poderia estar associado
a utilizagdo de outros aceptores finais de elétrons durante a respiracdo anaerdbica, como
N-oxidos e S-6xidos, ou até mesmo devido a realizacdo de respiracdo aerdbica, visto que
durante o processo inflamatorio ha perda do carater hipoxico do limen intestinal e estas

bactérias sao capazes de utilizar o oxigénio disponivel.

Em contrapartida, houve recuperacdo de enterobactérias e da linhagem HS, mas nio
da linhagem mutante de E. coli, no figado dos animais Fcgr2b”, mas ndo dos animais
selvagens. Ainda, a exposicao ao inibidor de iNOS conseguiu barrar essa translocacao
bacteriana nos animais Fcgr2b”. Assim, o indice de competi¢do entre as linhagens selvagens

e mutantes no figado dos animais Fcgr2b”

que receberam DSS apresentaram diferencas
significativas, o que foi revertido pelo tratamento com AG. Estes dados sugerem que o NO
excedente favorece especialmente o processo de translocagao de bactérias que utilizam nitrato

como aceptor final de elétrons durante respiragdo anaerdbica. Mesmo que estes
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microrganismos ndo sejam a causa direta do quadro clinico, contribuem de maneira ativa na
manuten¢do dessa resposta imune e inflamatoria observados ao longo deste trabalho. Assim,
embora o nitrato derivado da resposta inflamatéria nao parega favorecer a expansao da
populagdo bacteriana no lumen intestinal no sistema estudado, ela parece interferir na

fisiologia e viruléncia bacteriana.

Essa premissa ¢ suportada pelo fato de que a utilizagdo de nitrato para o crescimento
anaerobio interfere na produ¢do de indol por parte da linhagem selvagem e dos isolados
murinos de E. coli. Observamos que os isolados e a E.coli HS que cresceram em caldo
suplementado com nitrato a 10mM apresentavam baixa produ¢do de indol quando
comparados com a condigdo sem suplementacdo ou com a FE.coli mutante incubada nas
mesmas condi¢des, demonstrando que a respira¢do de nitrato poderia influenciar no fendtipo
da bactéria. O trabalho de Lai e colaboradores, 2017, mostra que a biossintese de indol ¢é
reprimida durante a respiracdo anaerdbica de nitrato, especialmente durante o crescimento
exponencial. A suplementagdo com indol exdgeno durante a respiracao de nitrato leva a
elevadas taxas de mutagdo nas células de E. coli sem os genes de bombas de efluxo mdtEF, e
a superexpressdo de genes tnaAB (via de produgdo de indol a partir do triptofano) diminui a
aptiddo de E. coli para esta condi¢do fisioldgica. Com esses dados eles sugeriram que a
redugdo da producao de indol poderia estar associada as atividades bioenergéticas de E. coli
para facilitar sua adaptagdo e aptidao ao ambiente anaerobico (Lai et al., 2017). Recentemente
foi demonstrado que a exposi¢do de linhagens enteropatogénicas de E. coli a indol leva a
inibigdo da expressdo de fatores de viruléncia, como aqueles pertencentes ao sistema de
secrecdo do tipo 3 presentes nessas linhagens (Gorelik et al., 2022), sugerindo que indol
interfira na capacidade enteropatogénica dessas linhagens. Assim, podemos propor que a
respiracdo de nitrato parece controlar a viruléncia em E. coli por modular a producdo de indol.
Novos experimentos devem ser conduzidos para testar essa hipotese e para avaliar o impacto

dessa via durante a inflamagao intestinal.
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6 Conclusao

Tanto em seres humanos quanto em modelo experimental, o perfil de IgG
anti-microbiota circulante interfere na resposta inflamatoria do hospedeiro, levando a
alteracdes da composi¢do da microbiota durante as DII, em parte por favorecer a expansdo de
determinados grupos bacterianos, incluindo membros da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli. Ainda, a resposta de IgG controla a expressao de NOS2 e a consequente
disponibilidade de nitrato, metabdlito que parece impactar na viruléncia de linhagens de E.

coli capazes de utiliza-lo para a respiracdo anaerobia durante a inflamacao intestinal.
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