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RESUMO

O Clostridium difficile € um bacilo Gram positivo responsavel por diarreias
nosocomiais associadas ao uso de antibiéticos, podendo ser causadora de colite
pseudomembranosa, levando o paciente a morte. O C. difficile tem promovido a
investigacao sobre novas cepas e suas viruléncias, pelo nosso grupo de estudo,
através de pacientes com diarreia, monitorados no Hospital Haroldo Juagaba (HHJ)
do Instituto do Cancer do Ceara (ICC), a fim de identificar o C. difficile e caracterizar
as cepas encontradas. O estudo da viruléncia das cepas de C. difficile isoladas no
HHJ é realizada através de inje¢cado de sobrenadantes de cultura dessa bactéria em
alca ileal de camundongos do tipo Swiss, macho, pesando entre 25-30 g, divididos
aleatoriamente em 4 grupos, sendo dois controles: PBS (controle negativo); ATCC
700057 (cepa nao toxigénica), e 2 experimentais NAP1 (cepa hipervirulenta) e ICC
01. Esta ultima cepa foi isolada em amostras de fezes de pacientes internados no
ICC. Os animais foram submetidos ao modelo de alga ileal seguido da inje¢cao do
sobrenadante. Quatro horas apds o procedimento cirurgico, os animais foram
sacrificados, a alga ileal removida, pesada e medida e aliquotada para os ensaios:
técnica de rotina com hematoxilina e eosina para avaliar os parametros
histopatoldgicos por escores, imunohistoquimica e contagem de neurdnios e células
gliais pelo microscépio confocal. Os camundongos expostos ao sobrenadante das
cepas NAP1 e ICC 01 apresentaram uma maior intensidade da resposta inflamatéria
verificado por maior intensidade de alteragbes histopatoldogicas como descamagao,
edema, infiltracdo e hemorragia em relagdo aos controles, apresentaram também

diminuicao de densidade de neurdnios NOS.

Palavras chave: Clostridium difficile, neurénio, glia, ileite, viruléncia.



ABSTRACT

Clostridium difficile is a gram bacillus that is positively responsible for nosocomial
diarrhea associated with the use of antibiotics. It can cause pseudomembranous
colitis leading to death. C. difficile has promoted a study on new strains and their
virulence, by our study group, through patients with diarrhea, monitored at Haroldo
Juagaba Hospital (HHJ) of the Ceara Cancer Institute (ICC), in order to identify the C.
difficile and characterize as strains found. The study of the virulence of C. difficile
strains isolated in the HHJ is through the injection of culture supernatants of the
bacteria into ileal loop of Swiss male mice weighing between 25-30 g, randomly
divided into 4 groups, two controls : PBS (negative control); ATCC 700057 (non-
toxigenic strain), and 2 experimental NAP1 (hypervirulent strain) and ICC 01. This
latter strain was isolated in faecal samples from patients admitted to the ICC. The
animals were submitted to the ileal loop model followed by the injection of the
supernatant. Four hours after the surgical procedure, sacrificed animals, ileal loop,
plague and measurement and aliquotting for the tests: routine hematoxylin and eosin
technique to evaluate the histopathological parameters by scores,
immunohistochemistry and count of neurons and glial cells by Microscope Confocal.
The mice exposed to the supernatant of the NAP1 and ICC 01 strains had a higher
intensity of inflammatory response verified by a greater intensity of histopathological
alterations such as desquamation, edema, infiltration and hemorrhage in relation to

the controls, also presented a decrease in the density of NOS neurons.

Keywords: Clostridium difficile, neuron, glia, ileitis, virulence.
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1-INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1-Sistema Nervoso Entérico

O sistema nervoso entéricofaz parte do sistema nervoso autbnomo, €
constituido de uma rede de neurbnios que integram o sistema digestivo (trato
gastrointestinal, pancreas e vesicula biliar). Os plexos mioentérico e submucoso séo
os principais formadores deste sistema, podendo funcionar de modo independente,
contudo o sistema nervoso simpatico e o parassimpatico sdo capazes de ativar ou
inibir as suas fungdes (GUYTON,1997).

Por ser um local independente de integragao e processamento neural, 0 SNE é
também conhecido como o segundo cérebro (GERSHON, 1998). Neste sistema,
seus ganglios contém neurdnios aferentes primarios intrinsecos (IPANs),
interneurénios e neurbnios motores, componentes neurais necessarios para um
circuito reflexo completo e dando autonomia a este sistema. (BROOKES, 2001;
FURNESS et al., 2003a).

O SNE esta presente em todo trato digestorio tubular: no eséfago, no
estdbmago e nos intestinos delgado e grosso, e é formado por redes interconectadas
ou plexos de neurdnios, seus axdnios e células gliais entéricas. O SNE tem multiplas
fungbes como determinagcdo dos padrées de movimento do trato gastrintestinal,
controle da secregéo de acido gastrico, regulacdo do movimento de fluido através
do epitélio, mudangas do fluxo sanguineo local e interagbes com os sistemas
endocrino e imune do intestino (FURNESS, 2006, 2012).

Os primeiros a decrever com clareza os plexos ganglionares dentro da parede
do trato digestivo foram Meissner (1857), Billroth (1858), e Auerbach (1862a, b,
1864). Por sua vez Remak (1840, 1852), havia observado a presenga de ganglios
microscopicos nas paredes da faringe e estbmago, porém sem descrigdes
sugestivas de reconhecimento de plexo ganglionar. Apds a sua descoberta, os
ganglios e plexos entéricos atraiu consideravel atencéo e inumeras descri¢des de
sua organizagao foram publicados, incluindo os de Henle (1871), Drasch (1881),
Dogiel (1895b, 1899), Cajal (1911), Kuntz (1913, 1922), Hill (1927), Schabadasch
(1930 a, b), Stéhr (1930), e Irwin (1931) (FURNESS,2000).

Os plexos entéricos seguem um padrao ao longo do trato digestério, porém

sdo encontradas diferengas quanto a densidade, a morfologia dos neurbnios e a
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forma dos ganglios (FURNESS, 2006).

O plexo mioentérico ou de Auerbach localiza-se entre a tunica muscular
longitudinal externa e a tunica muscular circular interna, estendendo-se ao longo do
trato digestorio, desde o esbéfago até o reto (FURNESS, 2006). O plexo mioentérico
apresenta trés componentes: um plexo primario, um plexo secundario e um plexo
terciario (FURNESS; COSTA, 1987; FURNESS, 2006) (Figura 1).

Figura 1 -Representagao esquematica do SNE do intestino delgado.

Plexo mioentérico M dsculo
circolar

Plexo
s ucmso

Musculo
lengitudinal ==
——

Muscular da Artéria
TR submocosa

(Fonte: Furness,2012).

O plexo submucoso (Meissner) € proeminente nos intestinos delgado e
grosso e, localiza-se abaixo da mucosa e junto a camada circular do musculo liso.
Suas malhas sdo menores do que o plexo mioentérico, suas fibras interconectadas
sdo mais finas e o ganglio € menor (FURNESS, 2006).

Processos de células nervosas de fora do trato digestivo também se
conectam com neurdnios entéricos, € misturam-se com processos de neurdnios
entéricos. Um aspecto notavel do sistema nervoso entérico é que os seus circuitos
reflexos sdo capazes de dirigir as fungbes do sistema digestivo sem depender dos
comandos a partir do cérebro ou da medula espinal. Esta independéncia € modulada
pelos ricos intercambios de sinais entre o sistema nervoso entérico e sistema
nervoso central (FURNESS,2006).

Com a evolucao das técnicas de imunohistoquimicas, os neuromediadores do

SNE comecaram a ser estudados e foi possivel identificar até o0 momento, ao redor
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de 14 tipos funcionais de neurdnios entéricos, incluindo os neurbnios motores
(excitatorios e inibitorios), interneurénios e neurdnios sensoriais que controlam as
fungdes gastrintestinais (FURNESS 2006; SAYEGH & RITTER, 2003). A rede
neural do plexo mioentérico esta envolvida com a regulagao reflexa das atividades
contrateis da musculatura externa, enquanto que os neurbnios motores do plexo
submucoso estdo relacionados com o controle das atividades secretomotora e
vasomotora da tunica mucosa (FURNESS ET AL., 2003).

A literatura tem demonstrado que o SNE é muito afetado nas doencas
inflamatorias intestinais, com necrose, apoptose e degeneragdo dos géanglios
entéricos (GEBOES & COLLINS, 1998; LOMAX ET AL., 2005). A reagao inflamatéria
induzida por TNBS (acido trinitrobenzenossulfénico) leva a um aumento da
excitabilidade dos neurbnios entéricos da mucosa do ileo e contribui para a
persisténcia da neuropatia entérica (PONTELL ET AL., 2009) No trato digestério a
isquemial/reperfusao intestinal (I/R-i) promove a perda significativa dos neurénios do
plexo mioentérico e submucoso, bem como uma diminuicdo da densidade e do
tamanho dos neurbnios, resultando em alteracbes importantes da motilidade
intestinal (PAULINO ET AL., 2011; PALOMBIT ET AL., 2013). Em modelos de
desnutricdo, houve uma recuperagdo do peso corporal e do perfil de células
neuronais no plexo mioentérico em animais inicialmente privados de alimentos e
posteriormente realimentados, mostrando a capacidade de regeneracdo dos
neurdnios mioentéricos apos a desnutrigdo (CASTELUCCI ET AL.,2002). No modelo
experimental de inflamacgdo intestinal tem sido possivel constatar alteragbes na
diminuicdo dos neurbnios dos ganglios entéricos, anormalidade nas fungdes
contrateis e secretora do colo distal associados com diarreia (COLLINS 1996;
GALEAZZI ET AL., 2000, JACOBSON ET AL., 1997). Estes trabalhos demonstram a
necessidade da realizacdo de mais trabalhos que visem a caracterizacéo
neuroquimica do SNE, principalmente em patologias gastrintestinais nas quais o

perfil neuronal estaria alterado.

1.2 Células Gliais

As células gliais foram observadas pela primeira vez pelo patologista alemao
Rudlof Virchow (1846), como uma substancia “macia, medular e de natureza fragil”,

contrastando com o tecido fibroso dos neurbénios, como se aquelas fossem a cola



18

mantenedora destes, originando o nome neuroglia ("nerve-glue”). Até a década de
50, a neuroglia era vista como um mero suporte estrutural, a partir da década de 70
as células gliais comegaram a ser vistas ndo mais apenas como suporte mecanico e
metabdlico, mas também como uma estrutura funcional no sistema nervoso central.
As células da glia apresentam diferentes tipos morfolégicos, as células localizadas
exclusivamente no sistema nervoso central (SNC), incluem astrocitos,
oligodendrocitos, micréglia e células ependimarias (KIMELBERG,H.K. ;
NORENBERG, M. D., 1989).

A primeira descri¢cado das células da glia entérica foi feita por Dogiel (DOGIEL.,
1899). Células gliais entéricas sdo descritas como pequenas células de forma
estrelada que interconectam neurbénios dentro dos ganglios entéricos e feixes de
fibras nervosas (GABELLA G.1972).

As células gliais entéricas sdo semelhantes aos astrécitos do sistema nervoso
central, que expressam a proteina acida fiélica glial do filamento intermediario
(GFAP) e a proteina de ligagao ao calcio, S100b (HANANI M., REICHENBACH A.;
1994).

Classicamente, acreditava-se que as células gliais limitavam as suas fungdes
em promover defesa do sistema nervoso contra agentes patdgenos, remover
neurdbnios mortos, formar a bainha de mielina, nutrir e dar sustentagcdo aos
neurdnios. Ao longo das ultimas décadas, o conhecimento sobre o papel das células
da glia vem expandindo, essas células também apresentam as seguintes fungdes:
guiar os neurbnios em sua migragao e os axénios no seu crescimento; diferenciagéo
neural; manter a homeostase neuronal, regulando o pH extracelular, tamponando os
niveis de ions extracelulares como o K+, Na+ e lactato; participar na formacao da
barreira hemato-encefalica, intermediando o transporte de substincias entre o
sangue e o0s neurdnios; sintetizar e liberar compostos neurotroficos; formar tecido
cicatricial em resposta a perda neuronal e participam de respostas imune (LENZ, G.,
1996).

O SNE também contribui juntamente com as células gliais entéricas para a
manutengdo da integridade da barreira epitelial entre o lumen do intestino e as
células da parede intestinal (FURNESS, 2012; SAVIDGE et al., 2007; TOUMI et al.,
2003).
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1.3 Cbédigo Quimico

No estudo do cddigo quimico, este depende da deteccdo da imunorreatividade
aos anticorpos produzidos contra o marcador neuronal, assim como o0s
neurotransmissores, receptores, proteinas citoesqueléticas, ou enzimas nos
neurdnios entéricos, por exemplo, oxido nitrico sintase (NOS), P2X, calbindina
(Calb) e neurofilamento-N (FURNESS, 2006a; SAYEGH e RITTER, 2003;
CASTELUCCI et al., 2002a; COSTA et al., 1996; YOUNG et al., 1993).

Entre os estudos do codigo quimico, existem relatos da distribuicdo e padroes
de dupla marcacéo da calbindina (Calb), calretinina (Calr), acido gama-aminobutirico
(GABA), 5hidroxitriptamina (5-HT), 6xido nitrico sintase (NOS), neuropeptideo Y
(NPY), substancia P (SP) e peptideo intestinal vasoativo (VIP) em neurdnios
entéricos de camundongos (QU et al, 2008; SANG et al., 1997; SANG e YOUNG,
1996).

Os neurbnios entéricos tém sido classificados pelas suas morfologias,
propriedades fisiolégicas, marcagdes imonuhistoquimicas e histoquimicas, as
estruturas que eles inervam, os transmissores que utilizam e as conexdes que
recebem. Os neurbnios entéricos podem ser agrupados em neurbnios motores,
interneurdnios e IPANs, que s&o algumas vezes referidos como neurénios sensoriais
intrinsecos (FURNESS,2006).

Métodos imuno-histoquimicos, eletrofisiolégicos, morfolégicos (microscopias
de luz e eletrbnica), farmacologicos e técnicas de tragadores retrégrados foram
combinados e utilizados para a identificacdo e classificagdo dos neurdnios
(BREHMER et al., 2004; FURNESS et al., 2004; CASTELUCCI et al., 2002b; POOLE
et al., 2002; FURNESS, 2000; LOMAX et al., 2000; SONG et al., 1998; WANG et al.,
1995; BROOKES et al., 1995).

A utilizagdo destes métodos é de grande importancia para o entendimento dos
circuitos neurais e neurofisiolégicos do SNE e em consequéncia destes estudos,
houve a descoberta de que cada neurbnio entérico contém varios marcadores
quimicos, o qual indica as suas fungbes. Estes estudos utilizaram combinagdes
metodologicas que permitiram a descoberta, até o momento, ao redor de 14 tipos
funcionais de neurbnios entéricos somente no intestino de cobaias (BROOKES,
2001; FURNESS, 2000; 2006a).
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Segundo Furness (2000,2006) foram identificados dezessetes tipos de
neurénios entéricos, quatorze destes encontrados no intestino delgado de cobaias
(figura 2). Furness (2000) descreveu no intestino delgado de cobaias os tipos de
neurénios segundo as fungdes, as morfologias do corpo celular, cédigo quimico e
projecdes, que estdo representadas na figura 2: 1. Interneurbnio ascendente; 2.
Neurbnio aferente primario intrinseco miontérico; 3. Neurdnio intestinofugal; 4.
Neurénio motor excitatério do musculo longitudinal; 5. Neurdnio motor inibitério do
musculo longitudinal; 6. Neurdénio motor excitatério do musculo circular; 7. Neurénio
motor inibitdrio do musculo circular; 8. Interneurdnio descendente (reflexos locais); 9.
Interneurénio descendente (reflexo secretomotor); 10. Interneurénio descendente
(complexo mioelétrico migratério); 11. Neurdnio aferente primario intrinseco
submucoso; 12. Neurénio vasodilatador/secretomotor ndo-colinérgico; 13. Neurdnio
vasodilatador/secretomotor  colinérgico; 14. Neurbnio secretomotor (n&o

vasodilatador) colinérgico.

Figura 2- Representacdo esquematica dos 14 tipos de neurdénios do SNE de cobaia.

ANAT
ML

MM

AT

(FONTE: Adaptado de Furness, 2006. Todos foram definidos por suas fung¢des, morfologia do corpo
celular, cédigo quimico e proje¢des. ML: Muscular longitudinal; PM: Plexo mioentérico; MC: Musculo
circular; PS: Plexo submucoso; MM: Muscular da mucosa: MUC: Mucosa).

1.4 Clostridium Difficile
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O Clostridium difficile (C. difficile) ¢ um bacilo gram positivo anaerdbio,
formador de esporos e tem sido reconhecido como agente etiologico da colite
pseudomembranosa em humanos desde 1978 (Figura 3) (LOO ET AL., 2011).

Figura 3- Micrografia eletronica dos bacilos do Clostridium difficile.
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(Fonte: Universidade de Hobot University of Wales College of Medicine UK.)

O individuo portador do C. difficile pode ser assintomatico, ter diarréia leve ou
desenvolver uma colite pseudomembranosa fulminante (KINE ET AL., 2000;
OWENS, 2007). Esse bacilo, produz duas exotoxinas envolvidas na patogénese
desta doenga, a toxina A (TxA) e a toxina B (TxB) (POXTON ET AL., 2001; POPOFF
& GENY, 2011). A maioria das cepas toxigénicas do C. difficile produzem ambas as
toxinas, cujos mecanismos de agao sao analogos (CHAVES-OLARTE ET AL., 1997;
CHAVES-OLARTE ET AL., 1999).

Evidéncias mostram que o surgimento de uma nova cepa hipervirulenta
“North American Pulsed Field Type 17 (NAP1) esta ligado ao aumento da incidéncia
e da gravidade da doencga induzida pelo C. difficle (MCDONALD ET AL., 2005).
Além disso, na Costa Rica, um novo gendtipo toxigénico foi isolado, apresentando
altas taxas de resisténcia a antibiéticos. Essas linhagens foram chamadas NAP-CR
(QUESADA-GOMEZ ET AL., 2010).

Uma nova cepa de C. difficile (ICC-45) foi recuperada de um paciente

portador de cancer, em um hospital do Ceara no Brasil, que foi a ébito por diarréia
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grave. A abordagem polifasica atribuiu um novo ribotipo de PCR e um padrao de
macrorrestriccdo de PFGE a estirpe ICC-45, que é toxigénico (tcdAp, tcdBp e ctdBp),
classificada como ST41 de MLST Clade 2 e toxinétipo IX, sendo susceptivel a
fluoroquinolonas e nao produz quantidades elevadas de TcdA e TcdB. Porém os
sobrenadantes das estirpes ICC-45 e NAP1 / 027 produziram uma expressao
semelhante de citocinas pro-inflamatérias, danos epiteliais e resposta ao estresse
oxidativo no modelo de alga ileal em camundongos, mostrando as caracteristicas
comuns na patogénese (COSTA ET AL., 2016).

Segundo Gonzalez- Garcia, Gomez- Pavon e Martinez- Porras (2005), a
sequéncia para o aparecimento da diarréia causada pelo C. difficile ocorre da
seguinte forma: uso de antibidtico de amplo espectro, alteragdo da microbiota
intestinal, exposicdo e colonizagao pelo C. difficile e por fim a producédo de toxinas
que induzem a resposta inflamatdria aguda, podendo variar de uma simples diarreia
até uma colite pseudomembranosa (Figura 5).

Hoje se sabe que a aquisicdo da bactéria ocorre frequentemente em
hospitais, onde € comumente isolada na superficie de maos e vestimentas de
pessoas da equipe médica que entram em contato diretamente com pacientes
infectados com o bacilo (Figura 4) (POUTANEN & SIMOR, 2004).

Figura 4: Cultura de C.difficile proveniente da impressao das luvas de um enfermeiro apds a

manipulagdao de um paciente infectado com o microorganismo.
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(Fonte: Dr. Curtis Donskey, Clinical Infectious Diseases, February 2008.)

A infecgdo causada pelo C. difficile pode causar na sua forma mais grave uma
colite necrosante, no qual por vezes se torna necessario tratamento radical como a
colectomia a fim de evitar a morte do paciente (MUTO ET AL., 2005), mas também
pode causar outras complicagdes como: desidratacdo, alteragdes hidroeletroliticas,
acidose, choque séptico, anasarca e hipoalbuminemia grave (FEKETY, 1997). A alta
mortalidade esta relacionada principalmente com grupos de risco como: pacientes
imunodeprimidos e idosos a partir de 65 anos de idade (DALLAL ET AL., 2002). A
colite fulminante acomete 1 a 3% dos pacientes com sintomas de toxicidade grave,
febre, dor e distensao abdominal (KELLY; LAMONT, 1998).

Figura 5 - Aspecto do célon normal (esquerda) e do célon de individuo com doenga
associada ao Clostridium difficile (DACD) (direita).

(Fonte: Adaptada de RUPNIK; WILCOX E GERDING, 2009) Colonoscopia do intestino normal e em

seguida a imagem das pseudomembranas formadas por placas amareladas e confluentes.

Atualmente, acredita-se que no Brasil essa bactéria seja responsavel por
cerca de 10% de todas as diarreias e por mais de 70% das diarreias hospitalares
(BALASSIANO ET AL., 2011). Adicionalmente, um trabalho revelou que espécies de
C. difficile foram detectadas em 6,7% de amostras de fezes de criancas

hospitalizadas ou n&o nos paises em desenvolvimento (PINTO ET AL., 2003).
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O tratamento instituido ha quase trés décadas com os antibibticos
metronidazol e vancomicina s&o capazes de controlar a doenca (DOLGIN, 2011),
porém a resposta a antibioticoterapia pode ser precaria, e a taxa de recorréncia
chega a 25%. Apds a primeira recorréncia, o risco de apresentar uma segunda
recorréncia aumenta para 40% e, para multiplas recorréncias, o risco ultrapassa
50% (RUBIN TA, 2013).

Recentemente, a fidaxomicina surgiu como uma alternativa para os casos de
Clostridium difficile resistentes. Apesar de mais eficiente que os antibidticos
tradicionais, essa medicagdo ainda nao esta disponivel no nosso meio, e sua
eficacia n&o esta definitivamente avaliada (ANTONIO J., 2015).

A mais recente alternativa para o tratamento da diarreia por Clostridium
difficile recorrente é o transplante de microbiota fecal. O conceito ndo € novo e as
primeiras publicagbes a respeito datam de 1958 (EISEMAN ET AL, 1958) Porém,
por varios motivos, desde culturais até a descrenga do meio cientifico, passaram-se
mais de cinco décadas até que essa linha de raciocinio fosse retomada. No inicio
dessa década, foram publicados varios artigos segundo os quais utilizou-se o
transplante de microbiota fecal para pacientes com recorréncia da infecgdo por
Clostridium difficile. Mesmo assim, o meio médico manteve-se incrédulo. Foi
somente no ano passado, com uma publicagdo no The New England Journal of
Medicine (NEJM), que a comunidade médica percebeu o quao promissora pode ser
essa técnica. O mais impressionante do trabalho publicado no NEJM foi a
discrepéancia dos resultados apresentados entre o grupo tratado com antibiéticos e o
tratado com transplante de microbiota fecal. Este ultimo foi tdo superior que o estudo
foi interrompido pelo Comité de Etica Médica da instituicdo (KELLY CP,2013).

Em publicagdes anteriores, a infusdo da microbiota fecal foi realizada por
meio de enemas, colonoscopias ou infusdes lentas por sonda nasoenteral, com o
paciente acordado (KASSAM Z,2013; RUBIN TA,2013; KELLY CP,2013).

O individuo doador é geralmente um membro da familia do paciente e que se
enquadra em alguns critérios, como nao ter feito uso de antibiético nos ultimos 6
meses, ndo ser imunocomprometido, e ndo ter antecedente de uso de drogas
ilicitas, tumor ou doenga inflamatodria intestinal. S&o feitos alguns exames para
triagem: sorologia para hepatites A, B e C, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
protoparasitologico de fezes, pesquisa de Clostridium difficile nas fezes, além de

cultura fecal. Uma vez selecionado o doador, o material fecal é colhido e processado
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em laboratério, de modo que fique diluido com soro fisiolégico a 0,9%, formando a
solugdo a ser infundida no individuo receptor (ARNALDO J. et al, 2015) (Figura 6).

Figura. 6 Ciclo do transplante de fezes.
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Trasplante de heces
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@) candidato al trasplante © Pertil del donador © Andlisis antes del transplante © En el laboratorio
So toma la
] primera o
(o] miue stra de
i heces do la
i mafana del ——» .
i donador.
v/
H dnnador debe estar rela:lonadocon Se descartan Se hacen ‘
el nilicleo familiar del enfermo, aunque Clostridium, andlisis de
también puede ser cuslquier persona, enteropatégence, sangre: VIH,
incluido personal de salud. El dorador Salmonels, Shigelis HEV, HCV y Se necesitan 50 gramos de heces.
debe estar sano, sin enfermedades y pardsitcs. VDRL. ==
crinicas.
&
Intestino 3 ‘ . « © Se prepara el trasplante
e Solucitn g
deliSs | Riiin sal ; f Hay dos maneras de hacer la fransferencia fecal:
+— Intestino (=
B0 Por via inferior:
Colonoscopia
El paciente no requiere
anestesia ni estar en
unasala de cperaciones.
Pacientes con bacterias como A la muestra fecal e ke quita la materia Porla colonoscopia se
la Clostridium difficile, casos vegetal y se le aplica una solucidn salina mete el liquido con la
complejos, recurrentes, esténl. La mezcla es un fluide de materia materia fecal.
severos o refractarios. de 250 cc. Este es el materal por ,
implantar en el intestino grueso.
@ Tratamiento INFECTADOS CON PSEUDOMONA
AERUGINOSA EN 2013, Este es el
. . principal agente infeccioso de una lista de
Via superior, 20 en hospitales dela CCSS,
sonda nasoyeyunal ( ._,-

Al pacients se e introduce

una sonda nasal que llega

hasta el intestino delgade

y de ahi el fluido con el

trasplante llega al intestine
30  gueso.

COSTO ADICIONAL PARA EL
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS de

Alenfermose ke
atender un paciente infectado con bacteria
recetan antidianeicos mllk:lnm Closiridium difficd

y antidcidos, y se e
suspenden los

A

minutos antibidticos en ese ESTANCIA PROMEDIO DE LOS
momento. 23 PACIENTES INFECTADOS con
Curado en 24 horas dias Clostridium durante el brote de 2014 enel
hospital de Puntarenas.
FUENTE: DR. MANUEL VILLALOBOS, SERVICIO DE INFECTOLOGIA, HSID WILLLAM SANCHEZ/ LA NACION

(Fonte: Dr Manuel Villalobos, Servigo de Infectologia, HSJD.)

O grupo de pesquisa da UFC vem a alguns anos se dedicando ao estudo do
papel da toxina A na patogénese da doenca induzida pelo C. difficile, bem como sua
possivel modulagao farmacolégica em modelos experimentais in vivo e em in vitro,
tendo publicado varios trabalhos nesta area (DE ARAUJO JUNQUEIRA ET AL,
2011). A TxA purificada causa secregao intestinal, intensa destruicdo da mucosa,

hemorragia e inflamagao acentuada com infiltragao de neutréfilos quando injetada na
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luz intestinal de murinos in vivo (HUMPHREY ET AL., 1979). A literatura mostra
que a toxina A induz produgao de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-13 por
macrofagos peritoneais de ratos (ROCHA ET AL., 1997), bem como producao de
TNF —a por células epiteliais intestinais humanas (BRITO. G.A.C. ET AL., 2002B).
Essas observagbes sugerem que a resposta inflamatéria do trato
gastrointestinal induzidas por toxinas produzidas por C. difficile poderiam causar
significativas alteragées neurofuncionais. E que os possiveis mecanismos ainda

precisam ser elucidados.

2.JUSTIFICATIVA

O C. difficile é considerado a causa mais importante de diarreia nosocomial,
especialmente apds o uso de antibidticos de largo espectro (Blossom & McDonald,
2007). A doenca pode variar desde uma leve diarreia até a colite
pseudomembranosa com risco de morte. Apesar da escassez de informacdes sobre
a incidéncia da doenca no Brasil, um estudo demonstrou que dentre os
enteropatdégenos prevalentes na diarreia da comunidade, o C. difficile foi a terceira
espécie mais frequentemente isolada (Antunes et al., 2002).

Considerando esses dados, seria plausivel que a ileite induzida por diferentes
genotipos de C. difficile leve a uma alteragdo importante do cddigo quimico e na
morfologia dos neurdnios do SNE como resposta ao processo inflamatério induzido
pelas toxinas.

A definicdo desse padrdo buscou estabelecer se ha diferengcas entre as
toxinas dos gendtipos mais virulentos (NAP-CR), dos gendtipos hipervirulentos
(NAP1) e dos genotipos isolados de pacientes do Hospital Haroldo Juagaba do
Instituto do Céancer do Ceara, definiuram-se as alteragcbes morfoldgicas dos
neurdnios do plexo mioentérico no modelo experimental de ileite e associaram-se
essas diferengas com os niveis de viruléncia observados clinicamente em cada
genotipo.

O desenvolvimento deste projeto também contribuiu para a formagao de
recursos humanos nas areas de Morfologia, tendo em vista importante participagao

dos estudantes de iniciagao cientifica neste projeto.
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3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi comparar o efeito das toxinas presente no
sobrenadante das diferentes cepas de C.dlfficile (cepas brasileiras isoladas no
Hospital Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara, cepa hipervirulenta
americana, NAP1 e cepa isolada na Costa Rica, NAP1CR) sobre a morfologia e o
cbdigo quimico dos neurdnios do plexo mioentérico no modelo experimental de ileite
em camundongos e associar essas diferencas com o0s niveis de viruléncia

observados clinicamente em cada gendtipo

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Verificar os neurdnios imunorreativos a NOS (marcador de neurdnios inibitorios),
ChAT (marcadora de neurdnios colinérgicos excitatérios motores), Calretinina (Calr)
(marcadores de neurbnios sensoriais excitatérios) no modelo experimental de ileite
intestinal induzido pelas toxinas presentes no sobrenadante das diferentes cepas de
C.difficile;

b) Avaliar a densidade dos neurénios imunorreativos ao receptor NOS, ChAT e Calr
no modelo experimental de ileite intestinal induzido pelas toxinas presentes no

sobrenadante das diferentes cepas de C.dffficile;

c) Verificar a morfometria baseados na area do perfil do pericario, didametro maximo
e diametro minimo dos neurdnios imunorreativos ao receptor NOS, ChAT e Calr no
modelo experimental no modelo experimental de ileite intestinal induzido pelas

toxinas presentes no sobrenadante das diferentes cepas de C.dfficile;

d) Correlacionar as alteragdes encontradas nos neurbnios do plexo mioentérico de
camundongos submetidos ao modelo experimental de ileite induzida pelas toxinas
presentes no sobrenadante das diferentes cepas de C.difficile e associar essas

diferengas com os niveis de viruléncia observados clinicamente em cada gendtipo.
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e) Avaliar parédmetros histopatoldégicos (descamagdo, edema, infiltracdo e
hemorragia) na ileite provocada pela agao de sobrenadantes de diferentes cepas de
C. difficile em camundongos.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando cerca de 25-30g
provenientes do Biotério Central do Campus do Pici, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno medindo 430x430x200, forradas com raspas de madeira, num
ambiente com temperatura em cerca de 23° C com livre acesso a agua filtrada e
ragado. Anteriormente aos procedimentos experimentais, os camundongos foram
mantidos em jejum por 24 horas com agua filtrada ad libitum e retiradas as raspas
das caixas. Para o protocolo experimental os animais foram pareados por
similaridade dos pesos e em seguida distribuidos de forma aleatéria em um dos

grupos abaixo:

- Grupo PBS (controle com PBS) — 05 animais. Receberam 300 yL de PBS/ alga
ileal.

- Grupo ATCC 700057 (controle ATCC) — 05 animais. Receberam 300 pL do
sobrenadante da cepa nao toxigénica ATCC/ alga ileal.

- Grupo NAP 1 (NAP 1) — 05 animais. Receberam 300 uL do sobrenadante da cepa
NAP 1/ alcaileal.

- Grupo ICC 01 (ICC 01) — 10 animais. Receberam 300 pL do sobrenadante da cepa
ICC/ alga ileal isolada do paciente 01 infectado com C. difficile no Hospital Haroldo

Juacaba do Instituro do Cancer do Ceara-ICC.

Todos os protocolos experimentais estavam de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) Protocolo n® 31/2015.
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4.2. CEPAS

Os sobrenadantes das cepas de C. Difficle bem como a controle ATCC
700057 foram obtidos junto ao laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal
do Ceara através do uso do método de obtencao ainda n&o publicado, desenvolvido
pelo Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia da Facultad de
Microbiologia da Universidad de Costa Rica.

As cepas de C.difficile usadas no projeto para indugao da ileite experimental
foram: a cepa brasileira ICC 01 isolada, por pesquisadores do nosso grupo, dos
pacientes do Hospital Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara e a cepa
hipervirulenta americana -NAP1 e a cepa ATCC (cepa nao toxigénica), porém

usamos destas cepas seus sobrenadantes.

4.3.MODELO DE ILEITE EXPERIMENTAL INDUZIDO PELA ADMINISTRAGAO
DA SOBRENADANTE DAS DIFERENTES CEPAS DE C.DIFFICILE EM
CAMUNDONGOS
A técnica utilizada de ileite (alga ileal) seguiu o protocolo descrito por Carneiro
et al, (2006) com algumas modificacbes (Carneiro et al., 2006). Camundongos
pesando 20 - 30g, do sexo masculino foram mantidos em jejum durante a noite, mas
permitido o acesso a agua e, em seguida, anestesiados com ketamina e xilazina (60
e 5 mg/kg, respectivamente). Através de uma laparatoromia de linha média, uma
alca de 5-8 cm foi ligada e em seguida injetada com 300 pl de sobrenadantes das
cepa de C. difficile (cepa brasileira isolada dos pacientes do Hospital Haroldo
Juacgaba do Instituto de Céancer do Ceara, ou cepa americana (NAP1)), solugéo
salina e sobrenadante de C. difficile ATCC® 700057 (como controle). O abdome foi
fechado com suturas, e os animais foram deixados a recuperar a consciéncia.
Quatro horas apds da administragdo de sobrenadantes das cepas de C. difficile, os
camundongos foram sacrificados e as algas ileais removidas para elaboragado dos

preparados de membranas.

4.4. Elaboragao do preparado de membrana
A alga ileal dos camundongos tratados com o sobrenadante das cepas de C.

difficile ou PBS (grupo controle) foram removidos e colocados em tampéo fosfato-
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salina (PBS: 0,15M NaCl em tampao fosfato de sodio 0,01M, pH7,2). O ileo foi
aberto e limpo de seu conteudo, e depois colocados e esticados por meio de
alfinetes em uma balsa fina de madeira, com a tunica mucosa para baixo. Apds este
procedimento, o material foi imerso no fixador com paraformaldeido 4% em tampao
fosfato de sodio 0,2M pH7,3, “over night” e refrigerado a 4 "C. No dia seguinte, os
tecidos foram clareados No fixador com 03 lavagens, de 10 minutos cada, em
dimetilsulfoxido (DMSO) seguido por 03 lavagens de 10 minutos em PBS. Apds este
procedimento, os tecidos foram estocados em PBS contendo 0,1% sdédio-azida em
4°C (Castelucci et al 2003; Castelucci et al. 2002b; Poole et al. 2002). Apds a fixagao
e o clareamento, os tecidos de cada animal foram seccionados em cerca de 1cm? e
dissecados com o auxilio da lupa estereoscopica (ZM800 Nikon) para a obtengao do

plexo mioentérico.

4.5. Imunofluorescéncia para neurénios NOS, ChAT ou Calr

Com o plexo mioentérico isolado, este foi novamente seccionado e imerso em
uma solugédo contendo 10% de soro normal de cavalo, 1,5% de Triton-X (Sigma) e
PBS durante 45 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo, os tecidos
foram incubados em anticorpos primarios (Hu C/D, NOS, Calr e ChAT) durante 24
horas a 4 °C e em seguida lavados em PBS por trés vezes de 10 minutos cada.
Apds a incubacdao com os anticorpos primarios, os tecidos foram lavados 03 vezes
durante 10 minutos cada em PBS e incubados em anticorpos secundarios
(fluorofulos) por 01 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
submetidas a 03 lavagens de 10 minutos cada em PBS e montadas as Iaminas em

glicerol tamponado com tamp&o carbonato de calcio 0,5M pH8,6.

4.6. ANALISES QUALITATIVAS DOS NEURONIOS IMUNORREATIVOS AO
RECEPTOR NOS, CHAT OU CALR
As analises qualitativas dos neurénios entéricos dos animais submetidos a ileite
intestinal induzida por diferentes cepas de C.difficile foram realizadas no microscépio
confocal Olimpus acoplado ao analisador de imagem. O aparelho € equipado com
filtros para discriminar as fluorescéncias 488 (coloragao vermelha) e 594 (coloragéo

verde). As imagens serao capturadas e analisadas no programa Imagem Flouview.
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4.7. ANALISES QUANTITATIVAS DOS NEURONIOS IMUNORREATIVOS AO
RECEPTOR NOS, CHAT E CALR
4.7.1. ANALISE DO CODIGO QUiMICO
As anadlises quantitativas do cdédigo quimico dos neurbnios entéricos
imunorreativos foram realizadas através da contagem de neurdnios imunorreativos
ao receptor com dupla marcagdo a NOS, ChAT ou Calr no microscépio confocal
Olimpus. Para esta analise, primeiramente, os neurénios foram localizados segundo
a presenca do fluoréforo que marcou um determinado antigeno, apds a localizagéo
deste neurdnio, o filtro foi mudado para determinar se o neurdnio estava ou nao
imunomarcado para o segundo antigeno, que foi localizado pelo fluoréforo de cor
diferente. Assim, a percentagem de neurénios imunofluorescentes para um particular

marcador foi também imunorreativo para um segundo marcador.

4.7.2. ANALISE DA DENSIDADE E MORFOMETRIA NEURONAL

A obtencgdo das densidades dos neurdnios imunorreativos (neurdnios/cm?) ao
receptor NOS, ChAT e CALR do plexo mioentérico, foi realizada utilizando a objetiva
de 100X do microscopio confocal Olimpus acoplado ao analisador de imagem
equipado com filtros para discriminar entre a fluorescéncia 488 e 594. A densidade
foi realizada através da contagem do numero de neurbnios em 20 campos
microscopicos, em dois preparados de membrana de cada animal de cada grupo
experimental. Com os valores obtidos, foi realizado o calculo para a conversao do
nimero de neurdnios em cm? As imagens foram analisadas através do programa
Image Pro Plus, onde foi possivel selecionar itens de mensuragdo como a area e o
didametro maximo e o didmetro minimo do pericardio. Na analise quantitativa do
numero de neurdnios imunorreativos a NOS, Calr e ChAT por ganglio mioentérico
foram contados os corpos celulares de 20 ganglios. A estimativa do numero de
neurénios no intestino delgado foi calculada, baseada na densidade neuronal e na

area do intestino delgado que foi mensurada através de um planimetro.

4.8. ANALISE ESTATISTICA
A anadlise estatistica do plexo mioentérico foi realizada comparando-se os
grupos controles e os grupos tratados com as diferentes cepas de c. difficile,
verificando as duplas-marcagdes (%), densidade neuronal (n/cm2), estimativa de

neurdénios (neurbnios no 6rgdo), area do perfil do pericario (um2), didmetros maximo
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e minimo (um) e numero de neurbnios por ganglio. Os dados foram comparados
estatisticamente empregando-se o teste t de Student e ao nivel de significancia
p<0,05 (ZAR, 1984). Os resultados foram expressos com suas respectivas médias *
desvio padrdo. Apds a obtencdo de todos os resultados, este foram tabulados e
submetidos a analise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de DHS (Diferenca
Honestamente Significante) de Tukey. Para todos os testes estatisticos, o nivel de

significancia foram p<0,05.

5 RESULTADOS
5.1 Efeitos dos sobrenadantes de diferentes cepas de Clostridium difficile
sobre as alteragoes de peso/comprimento das algas ileais de camundongos

No modelo de enterite induzido pelos sobrenadantes das diferentes cepas de
C. difficile podemos observar alteracdes macroscopicas importantes nas algas ileais
dos camundongos Swiss. Note-se que os sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP
1 e ICC 01 mostram algas ileais mais escuras sugerindo hemorragia € necrose no
seu interior, quando comparadas as algcas ileais dos camundongos tratados com
PBS ou ATCC (cepa nao toxigénica).

Baseada nas observagdes anteriormente citadas, a relacdo
peso/comprimento de alga foi avaliada (CAVALCANTE et al., 2006). Apds sua
remocao, a alga foi pesada em balanga analitica e seu comprimento foi avaliado com
auxilio de um paquimetro. Em seguida, dividiu-se o peso pelo comprimento da alga.
Os resultados foram expressos em mg/cm (média + EP) (figura 7). Estes resultados
mostram diferengas significativas entre a NAP1 e ICC 01 em relagdo ao grupo PBS
ou ATCC.

Figura 7 - Efeito dos sobrenadantes de diferentes cepas de C. difficile sobre o peso/

comprimento da alca ileal de camundongos Swiss.
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Os camundongos foram tratados com 300 pL de PBS, ou 300 yL de sobrenadante de cepa nao
toxigénica (ATCC) ou toxigénica (NAP1 ou ICC 01). Os dados de peso/comprimento da alga estéo
plotados como média + EP (8 < n < 10).? p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo PBS. b p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
ATCC. ANOVA, seguido do teste de Bonferroni.

5.2 Avaliagao histopatologica dos efeitos dos sobrenadantes de diferentes
cepas de clostridium difficile nas algas ileais de camundongos

A analise histopatologica dos fragmentos ileais dos animais tratados com
sobrenadantes de cepas toxigénicas (NAP1 ou ICC 01), revelaram a presencga de
sinais inflamatorios mais acentuados quando comparados com o grupo PBS ou
ATCC 700057 (cepa nao toxigénica). A descamacéao epitelial foi um achado
frequente em todos os grupos experimentais, sendo mais significativos (p<0,05) no
grupo NAP1 e ICC 01 quando comparados com o grupo PBS ou ATCC. O edema
também foi um achado importante sendo significativamente (p<0,05) mais elevado
nos grupos NAP1 e ICC 01. No quesito infiltracdo de células inflamatdrias, NAP1 e
ICC 01 foram superiores (p<0,05) em relagéo a cepa nao toxigénica (ATCC) ou PBS.
Quanto ao parametro hemorragia, foi verificado que os grupos experimentais NAP1
e ICC 01 apresentavam sangramentos na area da mucosa, camada muscular ou
lumen ileal, significativamente superior (p<0,05) aos grupos PBS ou ATCC (figura 8).
Os escores estao expressos em mediana e valores maximo e minimo conforme

mostrado na tabela 1.

Na figura 16, foi possivel avaliar a densidade glial através da marcagao e
posterior contagem das células GFAP positivas nos grupos experimentais.

Observamos um aumento significativo (p<0,05) no numero de células GFAP
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positivas no grupo NAP 1 (25592 + 2509 células GFAP/cm?) em relagdo aos grupos
PBS (12643 + 9153 células GFAP/cm?) ou ATCC (15395 #+ 790,4 células
GFAP/cm?). O sobrenadante da cepa toxigénica ICC 01 (17697 + 205,4 células
GFAP/cm?) promoveu um discreto aumento na marcacido de GPAF, contudo sem

relevancia estatistica quando comparados aos grupos PBS ou ATCC citados a cima.

Figura 8 - Fotomicrografias do ileo de camundongos submetidos a enterite

decorrentes da agao dos sobrenadantes de diferentes cepas de C. difficile.

PBS - A ATCC-B

NAP1-C ICC01-D
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Os animais controles receberam 300 uL de PBS (A) ou sobrenadantes de cepas nao toxigénicas
ATCC (B). Os grupos experimentais receberam, para cada animal em todos os grupos, 300 uL de
sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 (C) ou ICC 01 (D) (n = 8). O ileo foi removido e
processado pela técnica de processamento e corado pelo método H.E (200x). Observe uma maior
destruicéo tecidual em C e D quando comparada a cepa nao toxigénica (ATCC) ou PBS. Ha uma
nitida descamacéo epitelial, hemorragia, edema e infiltragdo de células inflamatérias em C (NAP1) e
D (ICC 01). Observe ainda a destruicdo dos vilos e necrose das criptas nos animais com enterite
induzidas pelas cepas toxigénicas NAP1 (C) e ICC 01 (D), quando comparadas aos grupos PBS (A)
ou ATCC (ATCC). (aumento da imagem 20x)

Tabela 1 - Alteragbes histopatoldgicas ileais em camundongos swiss tratados com

sobrenadantes de diferentes cepas de Clostridium difficile.

Parametros PBS ATCC NAP 1 ICC 01
Inflamatorios

Descamagio 1 (0-1) 1 (0-1) 4 (3-4) 2P 3.5 (3-4)%P
Edema 1 (0-1) 1 (0-1) 3(2-3)2° 3 (2-3)2°
Infiltragdo 1 (0-1) 2 (1-2) 3(3-3)2P 3(2-3)2°
Hemorragia 1 (0-1) 1 (1-2) 4 (4-4)2P 4 (3-4)2P

Os camundongos receberam 300 yL de PBS ou 300 pL sobrenadantes de cepa nao toxigénica
(ATCC) ou toxigénicas (NAP1 ou ICC 01). Os parédmetros inflamatérios foram mensurados
quantitativamente por escores que variam de 0-4 para edema, hemorragia, descamacéo epitelial e
infiltracdo de células inflamatdrias. Os escores estdo expressos em mediana e valores maximo e
minimo. ® p<0,05 quando comparados ao grupo PBS. b p<0,05 quando comparados ao grupo ATCC.
Dados estatisticos realizado através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn.
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Figura 16 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de células gliais GFAP

positivas no plexo mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da densidade glial (numero de células GFAP positivas por cmz),
sendo contados 20 campos de cada grupo. ? p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo PBS e ® p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
ATCC). ANOVA, seguido do teste de Bonferroni

5.3 Efeito do sobrenadante de diferentes cepas de Clostridium difficile nas
algas ileais de camundongos sobre a area do ganglio no plexo mioentérico

Ao realizar-se uma coloragdo de HE, observou-se um aumento significativo
(P<0,05) do tamanho do géanglio do plexo mioentérico dos grupos tratados com
sobrenadante das cepas NAP1 e ICC 01, quando comparados aos grupos ATCC ou
PBS. Utilizando planimetria, foi demostrado um aumento significativo do tamanho
dos ganglios mioentéricos acompanhado de processo de vacuolizagéo importante e
uma possivel deplegdo neuronal das cepas toxigénicas, quando comparadas com as
amostras PBS ou ATCC (Figura 9).

Figura 9 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
néo toxigénicas ATCC, bem como PBS, sobre o tamanho em milimetro quadrados,
dos ganglios do plexo mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico do tamanho dos ganglios do plexo mioentérico (mmz), sendo
contados 10 campos de cada grupo, sendo cada grupo formado por cinco amostras para cada grupo
de tratamento. ? p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo PBS. b
p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ATCC. ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni.

A partir desses dados procurou-se entender as possiveis alteragdes no plexo
mioentérico de camundongos com enterite induzida por diferentes sobrenadantes
das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa nao toxigénica ATCC, bem como PBS.
Para isso foram realizadas imunofluorescéncias (dupla marcagéo) em preparados de
membranas do plexo mioentérico para marcadores neuronais NOS, ChAT ou
Calretinina (CALR) e um marcador de célula glial, o GFAP. Através de uma analise
qualitativa, observamos uma diminuicdo da fluorescéncia dos neurbnios
imunorreativos a NOS (figura 10), ChAT (figura 11) e CALR (figura 12) nos grupos
NAP1 e ICC 01, quando comparado ao grupo controle (PBS) ou ATCC. Contudo, um
certo aumento na fluorescéncia de GFAP (um marcado especifico de células gliais)
pode ser notado apenas nos animais com enterite induzida por NAP1, em todas as
figuras citadas anteriormente, quando comparadas aos grupos PBS ou ATCC. Um
leve aumento na imunorreatividade das células GFAP foi observado no grupo ICC

01, porém sem relevancia estatistica.
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Figura 10 — Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurénios NOS no

plexo mioentérico
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A alca ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS (painel A) ou dos sobrenadantes
das cepas ATCC (painel B) ou NAP1 (painel C) ou ICC 01 (painel D). A imunofluorescéncia foi
realizada no preparado de membrana, expondo o plexo mioentérico imunomarcado com os
fluoréforos: alexia fluor 488 e 594 para NOS e GFAP, respectivamente. (aumento da imagem de 20x).
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Figura 11 — Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP 1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurdnios ChAT no

plexo mioentérico.
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A alca ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS (painel A) ou dos sobrenadantes
das cepas ATCC (painel B) ou NAP 1 (painel C) ou ICC 45 (painel D). A imunofluorescéncia foi
realizada no preparado de membrana, expondo o plexo mioentérico imunomarcado com o0s
fluoréforos: alexia flior 488 e 594 para GFAP e ChAT, respectivamente. (aumento da imagem 20x).

Figura 12 — Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurdnios CALR no
plexo mioentérico.
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A alca ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS (painel A) ou dos sobrenadantes
das cepas ATCC (painel B) ou NAP1 (painel C) ou ICC 01 (painel D). A imunofluorescéncia foi
realizada no preparado de membrana, expondo o plexo mioentérico imunomarcado com os
fluoréforos: alexia fluor 488 e 594 para CALR e GFAP, respectivamente. (aumento da imagem 20x).

A densidade neuronal (numero de neurbénios por cmz), apo6s a realizagao da
técnica de imunofluorescéncia, visualizagdo e contagem através de microscopia
confocal apresentou uma redugdo significativa (p<0,05) nos neurbnios
imunorreativos a NOS (figura 13) no plexo mioentérico dos animais tratados com os
sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 (10949 + 333,4 neurdnios/cm?) e ICC
01 (11686 + 486,4 neurdnios/cm?), quando comparados aos grupo ATCC (13768 +
939,5 neurdnios/cm?) ou PBS (14990 + 392,2 neurdnios/cm?).
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Figura 13 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurénios NOS no

plexo mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da densidade neuronal (niumero de neurbnios por cm2), sendo
contado 20 campos de cada grupo.  p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em relagéo
ao grupo PBS. ANOVA, seguido do teste de Bonferroni

Esse resultado é semelhante ao que observamos na populagdo de neurénios
ChAT no plexo mioentérico dos animais com enterite induzida pelos sobrenadantes
das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa nao toxigénica ATCC, bem como PBS.
Nos neurdnios imunorreativos a ChAT (figura 14), observou-se os uma redugao
significativa (P<0,05) nos grupos com enterite induzida por NAP1 (4124 + 115,7
neurdnios/cm?) ou ICC 01 (5111 + 128,0 neurdnios/cm?), em relacdo aos grupos da
cepa ndo toxigénica ATCC (10042 + 237,9 neurdnios/cm?) ou PBS (10482 + 733,8

neurdnios/cm?).

Figura 14 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP 1 e ICC 45, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurdnios ChAT no

plexo mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da densidade neuronal (nUmero de neurdnios por cm2), sendo
contados 20 campos de cada grupo. a p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em
relagao ao grupo PBS e b p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
ATCC). ANOVA, seguido do teste de Bonferroni.

Na marcacao para os neurbnios imunorreativos a CALR (figura 15), e
corroborando com os dados anteriores citados, observou-se novamente uma
diminuicdo dos neurdnios imunorreativos a CALR nos animais com enterite induzida
pelos sobrenadantes das cepas NAP1 (6444 + 5224 neurdnios/cm?) e ICC 01(7643
+ 624,1 neurénios/cmz), quando comparado com os animais induzidos com ATCC
(9925 + 324,5 neurdnios/cm?) ou PBS (10852 + 1045 neurdnios/cm?).

Figura 15 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a populagdo de neurdnios Calretinina

(CALR) no plexo mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da densidade neuronal (nimero de neurbnios por cm2), sendo
contados 20 campos de cada grupo. ® p<0,05 indica diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo PBS e ® p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
ATCC). ANOVA, seguido do teste de Bonferroni.

Corroborando com esses dados citados anteriormente, é possivel observar um
aumento significativo no tamanho do corpo celular dos neurénios (area em mm?) nos
mesmos grupos onde ocorreram uma maior deplecdo neuronal. Nos grupos com
enterite induzida pelos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 ou ICC 01,
observamos um aumento no corpo celular dos neurénios NOS e ChAT, quando
comparados com os grupos PBS ou ATCC (cepa nao toxigénica do c. difficile). Por
planimetria podemos observar, avaliando a area do corpo neuronal dos neurdnios
imunorreativos a NOS (figura 17) um aumento significativo (p<0,05) nos grupos
NAP1 (1,489 + 0,07 mm?) e ICC 01 (1,466 + 0,04 mm?), quando comparados aos
grupos PBS (1,235 + 0,07 mm?) ou ATCC (1,250 + 0,05 mm?).
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FIGURA 17 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
ndo toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a area de neurdnios NOS no plexo

mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da area neuronal em mm?, sendo contados 100 neurdnios de
cada grupo. ? p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo PBS e b
p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ATCC). ANOVA, seguido

do teste de Bonferroni.

Para neurdnios imunorreativos a ChAT (figura 18) observamos aumento
(p<0,05) da area em NAP1 (1,398 + 0,06 mm?) e ICC 01 (1,572 + 0,08 mm?), ao se
comparar aos grupos PBS (0,8764 + 0,04 mm?) ou ATCC (1,064 + 0,06 mm?).

FIGURA 18 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a area de neurdnios ChAT no plexo

mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da area neuronal em mm?, sendo contados 100 neurdnios de
cada grupo. ? p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo PBS e b
p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ATCC). ANOVA, seguido
do teste de Bonferroni.

Seguindo 0 mesmo processo de avaliagao para neurdnios CALR (figura
19), foi verificado um aumento significativo (p<0,05) do corpo celular neuronal nos
animais com enterite induzidas por NAP1 (1,662 + 0,09 mm?) e ICC 01 (1,552 + 0,09
mm?), quando comparado aos grupos PBS (1,197 + 0,08 mm?) ou ATCC (1,250 +
0,04 mm2). Em todas as analises de area neuronal citadas anteriormente, n&o

observamos diferengas estatisticas entre os grupos PBS e ATCC.

FIGURA 19 - Efeito dos sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01, cepa
nao toxigénicas ATCC, bem como PBS sobre a area de neurdnios CALR no plexo

mioentérico.
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A alga ileal dos camundongos foi injetada com 300uL/alga de PBS ou dos sobrenadantes das cepas
ATCC ou NAP1 ou ICC 01. Grafico da area neuronal em mm? sendo contados 100 neurénios de
cada grupo. ? p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo PBS e b
p<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ATCC). ANOVA, seguido
do teste de Bonferroni.

Portanto, ao se fazer uma analise geral dos neurdnios imunorreativos aos
cédigos quimicos ChAT, NOS e CALR, mostrou-se uma redugao tanto na
imunofluorescéncia, bem como na quantidade de neurdnios no plexo mioentérico
dos animais com enterite induzida pelas cepas toxigénicas de c. difficile estudadas.

Essa deplecao pode ser constatada pelo processo de morte celular observado
através de um aumento significativo no tamanho do corpo celular neuronal, levando
a uma diminui¢do importante da populagcado de neurénios excitatorios e inibitérios no
plexo mioentérico. Importante destacar que nesse processo ocorre um aumento na
populacdo de células gliais, bem como o processo do vacuolizagdo e aumento do
tamanho do ganglio mioentérico. Todos esses eventos citados no modelo de enterite
induzido por diferentes cepas de c. difficile levam a prejuizos importantes na

atividade do SNE.

6. DISCUSSAO
No presente estudo, buscamos comparar as alteracbes na populacdo de

neurdnios e células da glia, bem como dos cddigos quimicos especificos no plexo
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mioentérico de animais com enterite experimental induzida pela viruléncia de
diferentes cepas de C. difficile (ICC 01, NAP1 e ATCC), modelo este, bem aceito na
literatura mundial e utilizado extensivamente pelo nosso grupo de pesquisa
(CAVALCANTI et al., 2006).

Os sintomas de infeccdo do CD sao amplos, incluindo desde quadros leves,
com alguns episoédios de diarreia sem febre, até quadros graves, com toxemia
importante (TRINN C, PRABHAKAR K.,2007). O quadro tipico é de diarreia aquosa
com varios episodios durante o dia, que melhora apds evacuacao, febre baixa e
leucocitose (TRINN C, PRABHAKAR K.,2007). As complicagbes incluem
hipoalbuminemia, desidratacéo e desnutricdo (TRINN C, PRABHAKAR K.,2007). Os
casos mais graves coincidem com diminuicdo da diarreia pela atonia e afilamento da
mucosa intestinal, caracterizado pelo megacolon toxico, que pode evoluir para
perfuracao (TRINN C, PRABHAKAR K.,2007).

No modelo de enterite induzido pelos sobrenadantes das diferentes cepas de
C. difficile foi observado alteragdes macroscopicas importantes nas alcas ileais dos
camundongos (COSTA, CL et al.,2016). Segundo Costa e colaboradores 2016,
notou-se que os sobrenadantes das cepas toxigénicas NAP1 e ICC 01 mostram
alcas ileais mais escuras sugerindo hemorragia e necrose no seu interior,
corroborando com nossos resultados.

Avaliando macroscopicamente, inicialmente buscamos uma relagdo entre o
peso e comprimento da alga ileal e observamos que os grupos NAP1 e ICC 01
apresentaram essa relagdo mais elevada quando comparados com os outros grupos
PBS e ATCC (cepa nao toxigenica), sugerindo assim uma atividade secretora ou
edematosa mais acentuada, resultados estes que vao de encontro com os achados
de Costa e colaboradores,2016.

A analise histopatolégica dos fragmentos ileais dos animais tratados com
sobrenadantes de cepas toxigénicas (NAP1 ou ICC 01), revelaram a presenga de
sinais inflamatorios mais acentuados quando comparados com o grupo PBS ou
ATCC (cepa nao toxigénica). A descamacgao epitelial, edema, hemorragia, bem
como infiltragdo leucocitaria foram achados importantes nos grupos NAP 1 e ICC 01,
quando comparados com o grupo PBS ou ATCC. Leite e colaboradores (2016)

demonstraram alteragdes histopatoldégicas em modelo de enterite induzidas pelo
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sobrenadantes das cepas NAP 1 e ICC 01, bem como de outras estudas,
corroborando com os resultados acima citados. Segundo a literatura, trabalhos
demonstraram que nas doencgas inflamatérias intestinais (Dll), a infiltragcao de células
inflamatdrias na mucosa do célon é uma caracteristica importante.

A infiltragcdo maci¢a de neutrdfilos € necessaria para conter a disseminagao
da infecgdo, todavia, pode exacerbar a colite e retardar a recuperagido tecidual
(HASEGAWA et al., 2011). De acordo com Leite e colaboradores (2016), as cepas
NAP1 e ICC 01 apresentaram um aumento na atividade de MPO tecidual, sugerindo
uma maior infiltragdo neutrofilica. Hasegawa et al. (2011) mostrou que o C. difficile é
reconhecido pelo receptor imune inato de ligacdo de nucledtidos de dominio de
oligomerizacdo-1 (NOD-1), que ativa a produgcdo da CXCL1 (uma quimiocina para
neutréfilo) presente nos camundongos, e que contribui para o recrutamento de
neutrofilos para a lamina prépria durante o desenvolvimento da CDI.

As cepas toxigénicas e nao toxigénicas de C. difficile induziam a secregao de
CXCL1, indicando que sua secrecao era independente de TcdA (toxina A) e TcdB
(toxina B). Esses dados sugerem que no nosso modelo € possivel que o CXCLA1
esteja envolvido com o aumento do infiltrado de células inflamatorias, diagnosticado
nas laminas histologicas, presentes nos grupos com enterite induzida por NAP 1 e
ICC 01.

Sabe-se que os enterdcitos, cerca de 2-3 horas apods inicio da infecgao,
regula um programa de genes do hospedeiro cujos produtos ativam as respostas
inflamatorias e imunoldgicas incluindo a produgdo e liberagdo de citocinas proé-
inflamatorias e quimiotaticas da mucosa alterando as fungdes epiteliais (ECKMANN
et al., 1997). Brito et al. (2002) mostraram, in vitro, que enterdcitos humanos
produzem grande quantidade de TNF-a frente ao estimulo da TcdA. Segundo LEITE
(2016) os grupos NAP1, ICC 01 e ICC 45, produziram significativamente mais TNF-a
e IL-1B que os demais grupos experimentais (LEITE et al., 2016).

Esses resultados sao compativeis com estudos anteriores que mostram uma
superproducao dessa citocinas a partir da exposicao tecidual a TcdA e TcdB, in vitro
(BRITO et al., 2002; JEFFREY et al., 2010, CHUMBLER et al., 2012) e em modelos
de alca ileal em camundongos frente as duas toxinas TcdA e TcdB, in vivo
((ISHUIDA et al., 2002; KELLY; KYNE, 2011). TNF-a induz, ao menos, cinco tipos de
sinais que incluem ativacdo do NFkB, inducdo da apoptose celular, estimulacdo da

quinase extracelular regulada por sinal (ERK), da p38 ativada por proteina quinase
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(p38MAPK) e quinase c-Jun N — terminal (JNK) (HSU et al., 1996). De forma
alternativa, o TNF- a pode ativar as mitocéndrias promovendo a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), citocromo C e Bax que induzem a ativagao da
caspase-9, o qual estimula a atividade da caspase efetora 3 induzindo,
consequentemente, a apoptose. De maneira contraria, o TNF-a pode ativar o NF-kB,
que por sua vez regula a expresséo de proteinas destinadas a sobrevivéncia celular
(AGGARWAL, 2004).

E descrito na literatura que a IL-1B é indutora da febre sistematicamente e
pode levar a destruicdo tecidual local. Além disso, essa citocina também esta
relacionada com o recrutamento de neutrofilos, estimulo da sintese de IL-6 e MCP-1,
e ainda mantém, por um tempo maior, a resposta inflamatdria primaria tendo
participacdo na imunidade adaptativa, aumentando a taxa de diferenciacdo das
células T CD4+ em células TH17 que estdo envolvidas na depuracao bacteriana in
vitro e em humanos (COLLINS et al.,, 2014). O aumento da infiltragdo leucocitaria
verificado nesse trabalho nos grupos NAP 1 e ICC 01 também pode ter sido
influenciado pelo aumento da expressao de IL-13, como ja demonstrado por LEITE e
colaboradores, através de ELISA uma maior concentragdo de IL-13 nos grupos
NAP1 e ICC 01.

Estudo realizado por Brito e colaboradores (2016) mostrou que em
camundongos durante o processo de envelhecimento ocorrem grandes perdas dos
neurénios do SNE, havendo um possivel envolvimento da regulagdo da fungao
gastrointestinal, além das alteragdes nas jungdes ileo-cecais, onde ocorrem também
nos padrdes das fibras colagenas, levando a disturbios intestinais como a diminuigao
da motilidade. Dentro das doencgas intestinais, a diverticulite, uma inflamagao dos
diverticulos (bolsas) presentes no intestino grosso com sintomatologias importantes
de dor abdominal, nauseas, vomitos, febre e alteracbes de motilidade levando a
prisdo de ventre ou diarreia, revelou uma diminuicdo significante da densidade
neuronal, bem como das células gliais no plexo submucoso e mioentérico no SNE
(WEDEL et al., 2010).

De acordo com uma conferéncia sobre disturbios de inervacéo do célon, os
presentes achados se assemelham a caracteristicas histopatologicas tipicas da
hipoganglionose oligo-neuronal. Em contraste com a aganglionose intestinal
caracterizada por uma completa auséncia de neurdénios intramurais, a

hipoganglionose oligo-neuronal é definida por uma diminuicdo numeérica significativa
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de neurodnios entéricos e tem sido descrita anteriormente em varios transtornos de
motilidade intestinal, tais como em constipagéo de transito, Megacolon em adultos,
pseudo-obstrucido intestinal crdonica e constipacdo crénica em criangas. Esses
estudos sugerem uma diminuicdo importante, levando a alteracédo fisiolégicas
criticas capazes de comprometer as atividades adequadas do sistema nervoso
entérico (WEDEL et al., 2010).

Um estudo demonstrou que a desenervagao extrinseca, ou seja, a auséncia
de uma parte do SNE diminui as alteragdes morfolégicas (MANTYH, MCVEY &
VIGNA; 2000) e os danos inflamatérios (LIMA et al., 2008), induzidos pela TcdA. E
possivel observar no experimento de contratilidade um aumento transitério da
motilidade para em seguida reduzir ou mesmo extinguir a motilidade espontanea,
podendo estar relacionado a morte neuronal que foi observado no presente estudo.
De maneira contraria, o TNF-a pode ativar o NF-kB, que por sua vez regula a
expressao de proteinas destinadas a sobrevivéncia celular (AGGARWAL, 2004).

Esta informacédo é relevante pois a enterite induzida pelo sobrenadantes das
cepas virulentas do C.difficile leva a uma reducdo de neurdnios entéricos e das
células da glia, como foi demonstrado neste estudo, além de alterar as jungdes
oclusivas das células epiteliais pela desorganizagao no citoesqueleto (SANTOS et
al., 2013).

A colite ulcerativa (UC) € uma doenca inflamatéria intestinal com alteragdes
da motilidade colénica, com possiveis alteragdes morfofuncionais no sistema
nervoso entérico. Segundo Bernardini e colaboradores (2012) em pacientes com UC
€ possivel observar um processo de vacuolizagdo ganglionar do plexo mioentérico
acompanhado do aumento do tamanho do ganglio e redugao da populagdo neuronal
e das células gliais. Segundo Yan Robert ,2015, as anormalidades sao transmurais e
penetram todas as quatro tunicas da parede do 6rgao na Doenga de Chron(DC).

Afirmam quanto as alteragdes histolégicas, a formagédo de edema, a redugéo
de células produtoras de muco, a hiperplasia das criptas intestinais, as erosodes, as
ulceragdes profundas, granulomas, proeminentes agregados linfoides e vasos
linfaticos dilatados na tunica submucosa (YAN ROBERT.,2015). A arquitetura dos
plexos submucosos e mioentérico também é afetada, esboga uma rede de fibras
irregulares com tamanho variavel, além das hipertrofias dos corpos celulares

neuronais e células gliais entéricas presentes na DC (YAN ROBERT.,2015).
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Esse mesmo padrdo de organizagdo foram observados nos ganglios do
plexo mioentérico em nossos experimentos. Ao realizar-se uma coloracido de HE,
observou-se um aumento significativo do tamanho dos ganglios do plexo mioentérico
dos grupos tratados com os sobrenadantes das cepas NAP1 e ICC 01, mostrando
um processo de vacuolizagdo importante, aumento no didmetro dos neurénios e
depleg&o neuronal, quando comparadas com as amostras PBS ou ATCC (cepa n&o
toxigénica).

A partir desses dados procurou-se entender as possiveis alteracdes no plexo
mioentérico de camundongos com enterite induzida por diferentes sobrenadantes
das cepas toxigénicas NAP 1 e ICC 01, cepa né&o toxigénica ATCC, bem como PBS.
Através de uma analise qualitativa e quantitativa, observamos uma diminui¢cao da
densidade dos neurbnios imunorreativos a NOS, ChAT e CALR nos grupos com
enterite induzidas pela NAP 1 ou ICC 01, quando comparado aos grupos PBS ou
ATCC. Resultados semelhantes foram encontrado no modelo de colite ulcerativa
(SILVA et al., 2015) e no modelo de isquemia e reperfusdo (PALOMBIT et al., 2013),
onde ha uma reducgado significante desses tipos de neurdnios. Os neurbnios
imunorreativos NOS tém um importante papel na funcido motora inibitéria do
intestino, pois o 6xido nitrico € o maior mediador do relaxamento do musculo liso
n&o adrenérgico e nado colinérgico (AIMI et al., 1993).

Os neurdnios imunorreativos NOS tém um importante papel na fungado motora
inibitéria do intestino, pois o Oxido nitrico € o maior mediador do relaxamento do
musculo liso ndo adrenérgico e nao colinérgico (AIMI et al., 1993). A marcagéo para
Os ChAT é expressa em neurdnios motores excitatorios, interneurénios e neurénios
aferentes intrinsecos (PHILLIPS; KIEFFER; ILLES, 2006), e Calr, que € uma
proteina ligada ao Ca’* envolvida processo de sinalizacdo do mesmo e esta
presente nos neurdnios coligérnicos excitatorios (BAIMBRIDGE; CELIO; ROGERS,
1992).

A marcagao para o0s neurbnios imunorreativos a ChAT é expressa em
neurénios motores excitatorios, interneurénios e neurdnios aferentes intrinsecos
(PHILLIPS; KIEFFER; ILLES, 2006), e CALR que é uma proteina ligada ao Ca*
envolvida no processo de sinalizagdo do mesmo esta presente nos neurdnios
colinérgicos excitatorios (BAIMBRIDGE; CELIO; ROGERS, 1992). Neste trabalho
observa-se uma reducgao significativa de neurdnios positivos para ChAT e para

CALR nos grupos NAP 1 e ICC 01, corroborando com o descrito por Palombit e
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colaboradores (2013) e Silva e colaboradores (2015). Porém esses achados diferem
dos dados relatados no modelo de desnutricdo, no qual houve um aumento da
densidade neuronal de todos os codigos neuroquimicos testados neste trabalho
(GIROTTI et al., 2013). Corroborando com nossos dados, Santos e
colaboradores(2017), mostraram em seus resultados que a TcdA isolada do
C.difficile (cepa virulenta) promoveu também uma diminuigdo dos neurénios ChAT e
CALR. Por conta da diminuicado dos neurdnios imunorreativos ChAT e CALR, que
marcam neurbnios motores excitatorios, infere-se que os sobrenadantes das cepas
virulentas alteram a motilidade intestinal promovendo a paralisia desta musculatura
(SANTOS et al.,2017).

Portanto a diarreia segundo, (BLOSSOM; MACDONALD, 2007; DIAL et al.,
2005; KEEL et al., 2007), caracteristica da patologia, provavelmente seria de origem
inflamatéria e resultado de destruicio de mucosa podendo estar relacionada
também ao aumento transitorio da motilidade que foi descrito por Lima e
colaboradores (2008), seguida de dismotilidade que € comum em modelos de colite
(ROBERTS et al., 2012). Essa perda da motilidade parece estar associada com a
destruicao tecidual, ao processo inflamatdrio instalado, como descrito anteriormente,
mas também as alteracbes do SNE nao sé no modelo estudado de enterite induzido
por cepas virulentas do C. difficile, mas também em DIl (ROBERTS et al., 2012).
Diante dos resultados apresentados, o plexo mioentérico se mostra alterado pelo
processo de vacuolizacdo ganglionar e deplegdo neuronal com diminuigdo
significativa dos neurdnios motores excitatorios, ChAT e CALR, e consequente
perda da motilidade intestinal.

O histologista russo Alexander Stanislavich Dogiel (1852-1922), classificou, a
época, os neurdnios entéricos por critérios morfolégicos: neurdnios Dogiel tipo | e
Dogiel tipo Il, o primeiro possui corpos celulares pequenos (entre 13 e 35mm de
comprimento e 9-22mm de largura) com multiplos e curtos dendritos e com um
axbnio, e 0 segundo possui corpos celulares grandes (apresentam didmetro maximo
de 22 a 47mm e didmetro minimo de 13 a 22mm) com um ou dois longos processos
(FURNESS. J. B.,2006).

O estresse oxidativo € definido como a situacdo na qual a formacgao de
espécies reativas excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e
de reparo do organismo, tendo como consequéncia o aumento de danos a

biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas). Estes danos, quando nado reparados,
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acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando-a a morte por
apoptose ou necrose (HALLIWELL, B.,2001).

A dindmica morfofuncional dos neurdnios entéricos ndo cessa, mesmo em
condicdes de saude. O envelhecimento, enquanto processo fisiologico, é
responsavel por um grau consideravel de reducdo numérica e reorganixagao dos
neurdnios entéricos. Ate certo ponto. Isso resulta simplesmente de uma eliminagao
de neurdnios redundantes e uma redistribuicao de tarefas entre os neurbnios
remanescentes. Porém, esta também relacionado a diversas anomalias
gastrointestinais comuns em individuos senis. Dados morfolégicos e quantitativos
dos neurdnios entéricos relativos ao envelhecimento em animais e humanos séo
encontrados na literatura (Santer & BAKER,1988; GABELLA,1989;DE SOUZA ET
AL.,1993; MECIANO FILHO ET AL.,1998).

Em relagdo a morfometria, verficou-se um aumento na area dos neurdnios
marcados positivamente para ChAT e NOS, podendo estar relacionado ao aumento
do influxo Ca2+ intracelular, levando a producao de 6xido nitrico e a morte celular
pelo processo de necrose, onde se percebe o entumencimento celular (DONG et al.,
2006). Estes resultados diferem do efeito da TcdA nas células epiteliais intestinais,
no qual observa-se a redugdo da area celular devido ao colapso do citoesqueleto
(SANTOS et al., 2013) mas concordam com Genth e colaboradores (2008), no qual
afirmam que a morte celular por necrose pode ser mais relevante que a apoptose na
DACD. Acredita-se que a Calr esta envolvida na regulagdo do Ca 2+ intracelular,
por isso 0s neurdnios reativos a esta proteina ndo sofreram alteragdes na area
neuronal. (GIROTTI et al., 2013; PALOMBIT et al., 2013; SILVA et al.,2015).

A glia entérica € um relevante componente do SNE, estando ativamente
envolvida no controle da motilidade, barreira epitelial, além de atuar como ponte
celular e molecular entre os nervos entéricos, células enteroenddcrinas, células dos
sistema imunoldgico e células epiteliais, dependendo da localizagdo (SHARKEY,
2015). As células da glia entérica (CGE) se encontram distribuidas no SNE, no plexo
mioentérico e submucoso, e abaixo do epitélio, muito proximo a borda epitélial, ao
longo da mucosa intestinal e na camada muscular (GULBRASEN; SHARKEY, 2012;
SAVIDGE et al., 2007). Essas células expressam marcadores como: S1008 e a
GFAP (BOESMAN et al., 2014). No modelo utilizado por nosso grupo de pesquisa,
Santos e colaboradores demostraram no modelo de enterite induzido por TcdA do C.

difficile um aumento na imunomarcacgao positiva para S1008 e a GFAP, quando
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comparado ao grupo controle. Nossos dados utilizando o sobrenadante das cepas
NAP1 ou ICC 01 a populacédo de células GFAP positivas se mostraram elevadas
quando comparadas com PBS ou a cepa nao virulenta (ATCC). Esse aumento de
GFAP, corrobora com os dados encontrados por Von Boyen e colaboradores (2011)
que mostraram niveis elevados de GFAP na mucosa intestinal de pacientes com
colite ulcerativa inflamada e na colite infecciosa por C.difficile em comparacédo a
pacientes controle e portadores de colite ulcerativa n&do inflamada. Costa et al.
(2016) relatou o aumento dos niveis de GFAP em animais, onde foi induzida a
mucosite por 5-FU. Em contrapartida, Cornet e colaboradores (2001) revelou que o
GFAP esta reduzido em pacientes com Doenga de Chron n&o inflamados. A proteina
S100B é especificamente expressa pelas CGE, sendo uma proteina que em baixas
concentragbes, nanomolares, regula a homeostase microambiental e em
concentragdes maiores, micromolares, relaciona-se com o processo patoldgico
inflamatorio através da ativagdo de MAP quinase e fator de ativagdo nuclear-kB (NF-
kKB), levando a transcricdo de diferentes citocinas (OCHOA-CORTES et al., 2016;
RUHL, 2005).

A expressdao da mesma esta aumentada nos processos inflamatorios, em
resposta aos primeiros sinais de destruicao da barreira epitelial intestinal, ocorrendo
também em pacientes celiacos, sugerindo que essa regulagéo positiva faz com que
a CGE participe diretamente da inflamacgao (CIRILLO et al., 2009). Esse aumento do
S100p ratifica os dados encontrados nesta pesquisa, levando a conjectura de que as
CGE assumem um fendtipo reativo, aumentando a sua proliferacdo, a expressao de
proteinas gliais, alteragdo de fungbes e a expressdo de fatores neurotréficos,
atuando na patogénese da DACD (COELHO-AGUIAR et al., 2015; VON BOYEN et
al., 2011).

Segundo Neunlist e colaboradores (2007), as CGEs secretam TGF-1
afetando negativamente a proliferagdo das células epiteliais, sendo esta via também
ativada pela TcdA, como mostrado em Veras (2015), enfatizando o papel do fenétipo
reativo das CGE na patogénese da DACD, pois a TcdA também eleva a
concentragao de citocinas, além de ativar a imunidade inata, através dos receptores
TLR-4, NOD1 e II-1B (SMITS et al., 2016). Apesar das fung¢des desta proteina ainda
nao serem claras, a sua quantidade se relaciona com o estado funcional da CGE
(BRAUDY et al., 2012).
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7.CONCLUSAO

Concluimos que existe um aumento significativo do tamanho dos ganglios do
plexo mioentérico, assim como um processo de vacuolizacdo importante, aumento
no didmetro dos neurbnios e deplegdo neuronal, dos grupos tratados com os
sobrenadantes das cepas NAP1 e ICC 01, quando comparadas com as amostras
PBS ou ATCC (cepa nao toxigénica).

Diminuicdo da densidade dos neurdnios imunorreativos a NOS, ChAT e CALR
nos grupos com enterite induzidas pela NAP 1 ou ICC 01, quando comparado aos
grupos PBS ou ATCC.

Por conta da diminuicdo dos neurbénios imunorreativos ChAT e CALR, que
marcam neurbnios motores excitatorios, infere-se que os sobrenadantes das cepas
virulentas alteram a motilidade intestinal promovendo a paralisia desta musculatura e
consequente perda da motilidade intestinal

Nossos dados utilizando o sobrenadante das cepas NAP1 ou ICC 01 a
populagcdo de células GFAP positivas se mostraram elevadas quando comparadas
com PBS ou a cepa nao virulenta (ATCC), expressando aumento no processo
inflamatério em resposta aos primeiros sinais de destruicdo da barreira epitelial

intestinal.
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