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Efeitos da desnutricao e do seu tratamento com cotrimoxazole na microbiota
Intestinal e no sistema imune em modelo murino de desnutricao infantil
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INTRODUCAO

Desnutricao Infantil

Paradoxo da antibioticoterapia

A OMS indica a utilizacao de
antibioticos em criangas passando
por processo de desnutricdo.

Entretanto, a propria
antibioticoterapia resulta em
disbiose intestinal.

Gubert (2020) Desenvolveu um modelo consistente para estudar desnutrido infantil
em camundongos. Eslabdo (2021) Demonstrou o efeito da antibioticoterapia na
microbiota intestinal de camundongos desnutridos.

Qual o efeito a longo prazo da desnutricao infantil na
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Desenvolvimento

A desnutricao infantil
interfere no
desenvolvimento
psico-motor-cognitivo
das criancas

Microbiota

Afeta o
desenvolvimento de
uma microbiota
intestinal saudavel

Sistema imune

A desnutricdao e a
disbiose causada por
ela podem interferir
nas resposta
imunoldgicas

O

5

microbiota e no sistema imunolégico?

METODOLOGIA (MODELO)

COTRIMOXAZOL

RESTRICAO ALIMENTAR
C57BL/6

RECUPERACAO

® @
IDADE CAMUNDONGOS 3 sem.

TEMPO EXPERIMENTAL  #1

RESULTADOS

Figura 1. Parametros gerais de comprimento dos camundongos
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Figura 2. Peso dos o6rgaos de camundongos
desnutridos
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Figura
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fémur. Diferenca ndo significativa (ns), *p<0.1, *p<0.01, **p<0.001. Foi aplicado ANOVA de

centimetros de: (A) corpo; (B) cauda;(C) intestino delgado; (D) intestino grosso; (E) baco; (F)
duas vias, teste post hoc de Tukey.

Fig 1. Média + DP dos parametros gerais de comprimento no inicio do protocolo (#1), ao final
do protocolo de desnutricdo (#2) e apds a recuperagao (#3). Em preto os grupos nao tratados e

em vermelho os grupos tratados com Cotrimoxazol.

3. Parametros bioquimicos dos
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Fig 2. Média + DP dos parametros gerais de peso dos érgaos dos camundongos
no inicio do protocolo (#1), ao final do protocolo de desnutricao (#2) e apds a
recuperacao (#3). Em preto os grupos nado tratados e em vermelho os grupos
tratados com Cotrimoxazol. Valores apresentados em gramas de: (A) baco; (B)
figado; (C) rim; (D) coragado. *p<0.1, ANOVA de duas vias, teste post hoc de
Tukey. Tempo #1, n=4. Tempo #2 (CTRL n=8, CMX= 7, DES n=5,DES + CMX n=4)
Tempo #3 (CTRL n=10, CMX n=6, DES n=7, DES + CMX n=10).

Fig 3. Média + DPdos pardmetros bioquimicos do
sangue demachos controle (CTRL, n=7) e desnutridos
(DES, n=4)apdés a desnutricao #2. (A) Albumina; (B)
Colesterol total; (C) Proteinas totais; (D )Globulinas;(E)
Relacdo albumina por globulina. **p<0.001, **p<0.0001,
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RESULTADOS

Figura 4. Parametros leucocitarios dos
camundongos desnutridos
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Fig 4. Média + DP da contagem diferencial de leucécitos
dos grupos experimentais ao final do protocolo de
desnutricdo (#2) e apds a recuperacao (#3)representados
em numeros absolutos por milimetro cubico. Em azul, os
grupos tratados submetidos ao protocolo de
desnutricdo. (A)Machos #2.(B)Ma-chos #3. (C) Fémeas
#2. (D) Fémeas #3. *p<0.1,Anovadeduasvias, teste post
hoc de Tukey. Ma-chos #2 (CTRL n=5, CMX=6, DES n=4,
DES + CMX n=38). Fémeas #2 (CTRL n=6, CMX=4, DES
n=3, DES + CMX n=4). Machos#3(CTRL n=6, CMX n=6,
DES n=7, DES + CMX n=7).Fémeas #3 (CTRL n=6, CMX
n=3, DES n=3, DES + CMX n=3)

Figura 6. A relacao Firmicutes/
Bacteroidetes é alterada pelo protocolo
de desnutricao e tratamento com

-
Cotrimoxazolem.
DES
Filo
B ciooacena
|| Actinobactena
Armatimonadetes
Bacteroidetes
Chioroflex!
| Cyanobactera
Defernbacteres
—

Entotheonellaeota

Epsilonbacteraeota

DES + CMX Firmicutes

Abundancia Relativa

Fusobacteria

1T B Gemmatimonadetes

Nitrospirae
Patescibacteria

| Proteobacteria
Tenericutes
Verrucomicrobla
WPS-2
NA

—_—

Fig 6. Abundancia Relativa de filos nas amostras apos a
recuperagao nutricional (#3) dos grupos CTRL (n=3), DES
(n=3), CMX (n=3), DES + CMX (n=3)
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Figura 8. A disbiose causada pela
desnutricao e pelo uso de Cotrimoxazol
é mantida apoés o protocolo de
recuperacao.
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Figura 5. A microbiota intestinal dos animais nao esta
completamente madura no inicio do protocolo de
desnutricao
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Fig 5. Riqueza, diversidade e abundancia relativa de OTUs identificadas em amostras
de fezes de animais controle, machos (n=3) e fémeas (n=3), nos trés tempos
experimentais (#1, #2, #3). (A) Diagrama de caixa representando medidas de
diversidade alfa (indices: Observed, Chao1, Shannon, Simpson)nos tempos
experimentais1 (vermelho), 2 (verde) e 3 (azul).(B) Andlise de Coordenadas Principais
dos indices de diversidade de Bray-Curtis para os animais nos tempos experimentais
1 (vermelho), 2 (laranja) e 3 (verde).*p<0.01,"*p<0.001Anova de umavia, teste post
hocde Tukey.

Figura 7. A recuperacao nutricional dos animais nao garante
a recuperacao da composicao da microbiota intestinal.
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Fig 7. Riqueza, diversidade e abundancia de OTUs em amostras de animais machos,
apos a recuperacao (#3), dos grupos CTRL (n=3), DES(n=3), CMX (n=3), DES + CMX
(n=3). (A) Diagrama de caixa representando medidas de diversidade alfa (Observed,
Chao1, Shannon, Simpson). (B) Andlise de Coordenadas Principais dos indices de
diversidade de Bray-Curtis.

Fig 8. Andlise discriminante linear e ordenados por tamanho de efeito utilizando o
méetodo LEfSe demonstrando o aumento significativo de taxons em escala
logaritmica. Taxons de bactérias aumentados em amostras de machos CTRL (n=3),
CMX (n=3), DES (n=3) no tempo experimental #3. Comparacdo entre grupos: (A)
Controle e Desnutricdo, (B) Controle e Cotrimoxazol.
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RESULTADOS

Figura 9. Efeitos da desnutricao na microbiota logo apoés a recuperacao (8 / 9 semanas)
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Fig 9. Efeitos da desnutricdo na microbiota fecal de camundongos CON (n=6) e UND (n=6) ao final do protocolo de recuperagdo. A) Analise da abundancia
relativa dos filos. B) Analise de coordenadas principais dos indices de diversidade de Bray-Curtis para os grupos CON (vermelho) e UND (verde). C) Analise
discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para composicdo da microbiota de camundongos CON (n=6) e UND (n=6). D) Analise
discriminante linear (LDA) com (LEfSe) para funcionalidade metabdlica da microbiota de CON (n=6) e UND (n=6). A comparacéo dos animais CON e UND foi
realizada por teste t para dados paramétricos e teste U para dados ndo-paramétricos. Fig 10. Efeitos da desnutricdo na microbiota a longo prazo . A) Analise
da abundancia relativa dos filos. B) Analise de coordenadas principais dos indices de diversidade de Bray-Curtis para os grupos CON (vermelho) e UND
(verde). C) Andlise discriminante linear (LDA) com (LEfSe) para composi¢cdo da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND (n=6). D) Analise
discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para funcionalidade metabdlica da microbiota CON (n=6) e UND (n=6). Dados apresentados
em score LDA (log10) dos taxons aumentados significativamente (p < 0,05). A comparacéo entre grupos foi realizada por teste t para dados paramétricos e

teste U para dados ndo-paramétricos.
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Figura 11. Efeitos a curto prazo da desnutricao no compartimento de linfécitos B.
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Figura 11. Efeitos a curto prazo da desnutricao na diferenciacao de linfécitos B. Imunofenotipagem do compartimento de células B por citometria de fluxo de
esplendcitos cultivados. A) Populagdo de células B220+ presentes no cultivo de esplendcitos do grupo controle (n = 4) e desnutridos (n = 4). B) Populagao de
células B de centro germinativo (B220+ CD23+ GL7+ CD38-) presentes no cultivo de esplendcitos dos controles (n = 4) e desnutridos (n = 4). C) Populacéo de
células B foliculares (B220+ CD23+) presentes no cultivo de esplendcitos dos controles (n = 4) e desnutridos (n = 4). D) Populagdo de células B precursoras de
memoria (B220+ CD23+ GL7+ CD38+) presentes no cultivo de esplendcitos dos controles (n = 4) e desnutridos (n = 4). E) Populacédo de células B de memoria
(B220+ CD23+ GL7- CD38+) presentes no cultivo de esplendcitos dos controles (n = 4) e desnutridos (n = 4). A comparacao entre os grupos foi realizada pelo
teste U. Dados apresentados como média. ns - sem significancia estatistica; * p < 0,05.

CONCLUSAO

Em geral, desnutricao na infancia resulta em disbiose da
microbiota intestinal e altera o compartimento de células
B a curto prazo, elevando as populacoes de linfocitos B
percussoras de memoria e

maduros,

foliculares. O

de memoria,
tratamento

da desnutricao com

cotrimoxazole resulta num perfil adicional de disbiose

intestinal.
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