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RESUMO 

MARTA AVILA DE CASTILHO 

ANIMAIS Il10-/- DESENVOLVEM COLITE PRECOCE E LETAL APÓS CONVÍVIO 

COM ANIMAIS Mif-/-  

Orientador: Marcelo Torres Bozza 

Coorientador: Vinícius Mendes Vidal 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

O Fator Inibidor da Migração de Macrófagos (MIF) é uma citocina pleiotrópica secretada por 

diferentes tipos celulares e com funções pró-inflamatórias como a indução da produção de 

mediadores pró-inflamatórios, retenção e manutenção de fagócitos no tecido, e promoção da 

ativação e proliferação de linfócitos T e B. MIF possui papel importante nas respostas 

inflamatórias infecciosas, alérgicas e tumorais, sendo também relevante no contexto de 

condições inflamatórias crônicas, como nas Doenças Inflamatórias Intestinais (IBDs). Apesar 

da etiologia desconhecida, a doença apresenta um caráter multifatorial baseado em gatilhos 

ambientais - como infecções e alterações na microbiota - em indivíduos geneticamente 

permissivos. Humanos deficientes na sinalização por IL-10 desenvolvem formas precoces e 

graves de IBD. Camundongos Il10-/- também desenvolvem inflamação intestinal espontânea de 

maneira dependente da presença da microbiota. Em contrapartida, em diferentes modelos 

experimentais de IBDs, camundongos selvagens (WT) tratados com anticorpo anti-MIF ou 

camundongos Mif-/- são menos suscetíveis à indução de inflamação intestinal. Como a ausência 

de IL-10 atua aumentando a susceptibilidade à colite enquanto a ausência de MIF protege nos 

modelos experimentais, nos perguntamos qual seria o fenótipo de um camundongo duplo 

deficiente Mif-/-Il10-/-. Porém, durante o cruzamento, notamos que todos os camundongos Il10-

/- mantidos em convívio com camundongos Mif-/- morriam precocemente. Essa observação nos 

fez elaborar a seguinte hipótese: camundongos Mif-/-, por serem menos suscetíveis à inflamação 

intestinal, abrigam uma microbiota patogênica capaz de gerar doença em camundongos Il10-/-. 

Para testar essa hipótese, camundongos Il10-/- foram submetidos ao co-housing de maneira 

sistemática com camundongos Mif-/- ou selvagens, e parâmetros como peso, sobrevida, análise 

macroscópica e microscópica do cólon foram analisados. De fato, camundongos Il10-/- 

apresentaram acentuada perda de peso e morreram em cerca de duas semanas após convívio 

com camundongos Mif-/-. Os camundongos também apresentaram encurtamento do cólon e a 

análise histológica evidenciou colite focal grave, com intenso infiltrado inflamatório, erosão do 

epitélio de superfície e destruição da arquitetura tecidual. Experimentos de transferência de 

fezes entre caixas e por gavagem demonstraram que a microbiota fecal de camundongos Mif-/- 

é suficiente para desencadear doença precoce e letal nos camundongos Il10-/-. A transferência 

fecal filtrada não é capaz de causar doença, sugerindo que são os microrganismos presentes nas 

fezes dos camundongos Mif-/-, e não toxinas, os prováveis responsáveis pela morte dos 

camundongos Il10-/-. Esses dados sugerem que a ausência da citocina MIF permite que 

hospedeiro albergue uma microbiota enriquecida de patógenos e/ou patobiontes capazes de 

elicitar doença letal em animais suscetíveis à inflamação intestinal, como os camundongos Il10-

/-. 

Palavras-chave: IBD; MIF; IL-10; Microbiota; Tolerância à Doença 
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ABSTRACT 

MARTA AVILA DE CASTILHO 

Il10-/- MICE DEVELOP EARLY AND LETHAL COLITIS AFTER CO-HOUSING 

WITH Mif-/- MICE 

Orientador: Marcelo Torres Bozza 

Coorientador: Vinícius Mendes Vidal 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) is a pleiotropic pro-inflammatory cytokine 

secreted by many types of cells. Among its functions are the induction or increase in the 

production of pro-inflammatory mediators, retention and maintenance of phagocytes in the 

tissue, and promotion of activation and proliferation of T and B cells. MIF plays an important 

role in infectious, allergic, and tumoral inflammatory responses and is also relevant in the 

context of chronic inflammatory conditions, such as Inflammatory Bowel Diseases (IBDs). 

Despite the unknown etiology, IBDs are multifactorial disorders dependent on the interplay of 

environmental triggers - such as infections and alterations in the microbiota - in genetically 

permissive individuals. Humans deficient in IL-10 signaling develop early and severe forms of 

IBD. Il10-/- animals also develop spontaneous intestinal inflammation dependent on the 

presence of the microbiota. In contrast, in different experimental models of IBDs, WT mice 

treated with anti-MIF antibodies or Mif-/- mice are less susceptible to intestinal inflammation 

induction. Since the absence of IL-10 increases susceptibility to colitis while the absence of 

MIF confers protection in experimental models, we wondered which phenotype a double 

deficient (Mif-/-Il10-/-) mouse would display. However, during breeding, we noticed that all Il10-

/- mice co-housed with Mif-/- mice died prematurely. This observation led us to formulate the 

following hypothesis: Mif-/- mice, by being less susceptible to intestinal inflammation, harbor a 

pathogenic microbiota capable of causing disease in Il10-/- mice. To test this hypothesis, Il10-/- 

mice were systematically co-housed with Mif-/- or wild-type mice, and parameters such as 

weight, survival, macroscopic and microscopic analysis of the colon were analyzed. Indeed, 

Il10-/- mice showed pronounced weight loss and died about two weeks after cohabitation with 

Mif-/- mice. The mice also presented colon shortening, and histological analysis revealed severe 

focal colitis with intense inflammatory infiltration, surface epithelium erosion, and tissue 

architecture destruction. Fecal transfer experiments between cages and gavage experiments 

demonstrated that the fecal microbiota of Mif-/- mice is sufficient to trigger early and lethal 

disease in Il10-/- mice. Filtered fecal transfer, however, is not capable of causing disease, 

suggesting that microorganisms present in the feces of Mif-/- mice, and not toxins, are likely 

responsible for the death of Il10-/- mice. This data suggests that the absence of the cytokine MIF 

allows the host to harbor a microbiota enriched with pathogens and/or pathobionts capable of 

eliciting lethal disease in animals susceptible to intestinal inflammation, such as Il10-/- mice. 

Keywords: IBD; MIF; IL-10; Microbiome; Disease Tolerance 
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RESUMO PARA LEIGOS 

MARTA AVILA DE CASTILHO 

Convívio letal: animais deficientes na proteína IL-10 desenvolvem inflamação letal no 

intestino após convívio com animais deficientes na proteína MIF 

Orientador: Marcelo Torres Bozza 

Coorientador: Vinícius Mendes Vidal 

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 

Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

MIF é uma proteína mensageira entre as células do sistema imunológico que aumenta a 

inflamação. Apesar de ser uma proteína importante para os indivíduos, sua produção 

desregulada está associada com inúmeras doenças, como as Doenças Inflamatórias Intestinais 

(IBDs). As IBDs são caracterizadas por inflamações crônicas do intestino, pouco 

compreendidas e ainda incuráveis. Pacientes com IBDs apresentam muito da proteína MIF no 

sangue e nos tecidos. Em animais de laboratório, existem diferentes maneiras de induzir 

artificialmente inflamação no intestino. Quando usamos um animal geneticamente modificado 

incapaz de produzir a proteína MIF, esse animal se mostra resistente à indução de colite, ficando 

saudável. Nesse cenário, existe uma segunda proteína mensageira importante, chamada IL-10, 

que tem efeito oposto ao do MIF. IL-10 é uma proteína anti-inflamatória, e crianças com 

deficiências genéticas para produzir essa proteína apresentam formas precoces e graves de 

IBDs. Animais de laboratório geneticamente alterados incapazes de produzir IL-10 apresentam 

a mesma doença, indicando que sem a proteína IL-10, os indivíduos ficam altamente suscetíveis 

a desenvolver inflamação no intestino. Como essas proteínas apresentam efeitos opostos em 

termos de susceptibilidade à inflamação intestinal, nós nos perguntamos o que aconteceria com 

um animal geneticamente modificado incapaz de produzir ambas as proteínas. Para fazer isso 

no laboratório, é preciso cruzar os camundongos deficientes em IL-10 com os camundongos 

deficientes em MIF. Contudo, durante os cruzamentos, notamos que os camundongos 

deficientes em IL-10 morriam após poucos dias de convívio. Essa observação nos fez considerar 

a possibilidade dos camundongos deficientes em MIF, por serem pouco suscetíveis à 

inflamação intestinal, estarem colonizados no intestino de maneira assintomática por diferentes 

microrganismos infecciosos. Para testar isso, animais deficientes em IL-10 foram colocados 

para conviver com animais deficientes em MIF e camundongos normais como controle. Os 

camundongos deficientes em IL-10 que convivem especificamente com os camundongos 

deficientes em MIF perdem peso ao longo dos dias e morrem em cerca de duas semanas. 

Quando observamos o intestino dos animais no microscópio, notamos muita inflamação e 

destruição do tecido. Em seguida, foram feitos dois experimentos baseados na transferência de 

fezes e, novamente, apenas os camundongos deficientes em IL-10 expostos às fezes dos 

camundongos deficientes em MIF que desenvolveram doença, sugerindo que os 

microrganismos presentes nas fezes dos camundongos deficientes em MIF são suficientes para 

desencadear doença precoce e letal nos camundongos deficientes em IL-10. Mais que isso, esses 

experimentos revelam que na ausência da proteína MIF, um indivíduo se torna capaz de 

hospedar microrganismos infecciosos de maneira assintomática, e que esses agentes infecciosos 

podem ser transmitidos pelo convívio, desencadeando doença em indivíduos mais suscetíveis 

à inflamação intestinal. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças Inflamatórias Intestinais 

As doenças inflamatórias intestinais, (do inglês Inflammatory Bowel Disease - IBD) 

compreendem um conjunto de patologias crônicas, imuno-mediadas, e de caráter progressivo, 

que acometem o trato gastrointestinal (GI), sendo clinicamente divididas em Doença de Crohn 

e Colite Ulcerativa. Essas patologias de elevada morbidade e causas multifatoriais surgem de 

uma resposta desregulada à microbiota do trato intestinal de indivíduos geneticamente 

suscetíveis, com elementos do hospedeiro e do ambiente impactando no estabelecimento, 

progressão e gravidade da doença (Ashwin, 2015). A natureza prolongada das doenças 

inflamatórias intestinais exerce um peso enorme na qualidade de vida de pacientes em terapia, 

hospitalização, cirurgias, além de também afetar a produtividade econômica e desempenho 

social.  

A patogênese das IBDs é complexa e pouco entendida, mas vários fatores que 

contribuem para a patogênese da doença já foram identificados; estes se enquadram em três 

categorias: fatores genéticos, sistema imunitário do hospedeiro e fatores ambientais, como a 

microbiota intestinal (Souza e Fiocchi, 2016). 

1.2 Epidemiologia 

As IBDs têm sido esporadicamente observadas desde a antiguidade, mas têm surgido 

como um problema crescente em nações industrializadas. Desde a metade do século 20, a 

incidência da colite ulcerativa e a doença de Crohn têm aumentado no Ocidente. As IBDs 

afetam estimados 1.5 milhões de americanos, 2.2 milhões de pessoas na Europa, e centenas de 

milhares de outros pelo resto do mundo. A incidência anual de colite ulcerativa é de 0-19,2 em 

cada 100,000 na América do Norte, e 0,6-24.3 a cada 100,000 na Europa, correspondendo a 

uma prevalência de 37.5-248.6 por 100,000 e 4.9-505 por 100,000, respectivamente. A 

incidência da Doença de Crohn é semelhante. Atualmente, a incidência chega a 0,5% da 

população geral do mundo Ocidental (Kaplan, 2015).  

A incidência em populações estabelecidas é similar entre homens e mulheres, mas é 

influenciada por raça e etnia. A população judia tem 3 vezes mais chance de desenvolver a 

patologia, enquanto a ocorrência é menor entre indivíduos de etnia afro-americana ou hispânica 

do que caucasiana, mas essa diferença está em declínio (Ashwin, 2015). 

Nos últimos anos, a alta incidência e prevalência das IBDs em países do ocidente vêm 

atingindo um platô. A crescente conscientização sobre as IBDs, além da modernização das 

técnicas de diagnóstico, pode ter contribuído para esse fenômeno. Os primeiros relatórios 
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epidemiológicos sobre IBDs mostraram alta incidência e prevalência em países industrializados 

na América do Norte, norte e oeste europeu e na Austrália, sugerindo que a colite ulcerativa e 

a doença de Crohn eram doenças do “mundo ocidental”. Porém, nas últimas décadas, estudos 

feitos no leste europeu e na Ásia mostraram um aumento na incidência das doenças no mundo 

oriental (Molodecky et al, 2012). O motivo exato da crescente incidência e prevalência nesses 

países é desconhecido, mas pode estar relacionado às mudanças ambientais, principalmente as 

consequentes da globalização, como a ‘americanização’ da dieta e do estilo de vida.  (Vegh, 

Kurti, 2017). 

1.3 Sinais e Sintomas 

As IBDs compreendem dois tipos clínicos: A doença de Crohn (CD, do inglês “Crohn’s 

disease”), que pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal, e a colite ulcerativa (UC, do 

inglês “ulcerative colitis”), onde somente a mucosa do cólon é afetada. (Souza e Fiocchi, 2016). 

Apesar de algumas características semelhantes, essas duas formas podem ser distinguidas 

quanto à diferenças na predisposição genética, fatores de risco, e características clínicas, 

endoscópicas e histológicas (Ordas e Echmann, 2012) Quando a IBD é identificada, 

sobreposições de características endoscópicas e histológicas podem trazer dificuldades na 

distinção entre Doença de Crohn e a colite ulcerativa, levando a uma frequência de diagnósticos 

de colite intermediária ou IBD não-especificado (Yu e Rodrigues, 2017). 

A Doença de Crohn pode afetar qualquer região do trato gastrointestinal, desde a boca 

até o ânus. Os sinais clássicos da doença de Crohn incluem dor abdominal, diarreia aquosa, e 

perda de peso, que ocorre tanto em virtude da má absorção de nutrientes quanto pela anorexia 

(Flynn e Einstein, 2019; Sawczenk e Sandhu, 2003). A dor abdominal se assemelha à cólica e 

muitas vezes persiste por anos sem diagnóstico. Devido à alta propensão ao envolvimento do 

íleo terminal, a dor frequentemente se concentra no quadrante inferior direito do abdômen, e 

muitas vezes é confundida com apendicite devido à natureza aguda e a região da dor (Flynn e 

Einstein, 2019). 

A inflamação na colite ulcerativa é limitada à mucosa do cólon, resultando em sintomas 

menos heterogêneos. No entanto, a doença abrange um largo espectro de apresentações clínicas 

devido à correlação entre severidade dos sintomas e a extensão do processo inflamatório 

(Sairenji et al, 2017).  O período entre o início dos sintomas e o diagnóstico é mais curto na 

UC, normalmente levando semanas ou meses, em oposição à CD, que muitas vezes demora 

meses ou anos para ser diagnosticada (Flynn e Einstein, 2019). 
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A característica mais marcante da UC é diarreia decorrente da passagem rápida do 

conteúdo intestinal pelo cólon inflamado. Os indivíduos frequentemente apresentam sangue e 

muco nas fezes, além de sintomas como tenesmo, dor abdominal, fadiga e manifestações extra 

intestinais, como estenoses, abcessos, fístulas, neoplasias associadas à colite e câncer.  O 

sangramento ocorre com a maioria dos pacientes, sendo relacionado à extensão do 

envolvimento do cólon. Aproximadamente 15% dos pacientes apresentam colite fulminante ou 

megacólon tóxico, que podem resultar em hemorragia ou na perfuração do cólon, necessitando 

intervenção cirúrgica de emergência. Outras características comuns da UC incluem tenesmo 

retal (vontade intensa de evacuar, mas a sensação é de não ocorrer esvaziamento completo ou 

nem ocorrer a evacuação) e dor abdominal (Flynn e Einstein, 2019). 

1.4 Manejo Clínico 

Diante da natureza destrutiva, progressiva e crônica da sua patologia, abordagens 

terapêuticas eficazes são de grande relevância clínica para pacientes com IBDs.  O número de 

estratégias terapêuticas alternativas ao uso de corticoide para o IBD vêm aumentando na última 

década, mas os resultados ainda deixam a desejar. O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma 

citocina pró-inflamatória secretada por diversos tipos celulares como macrófagos, células 

dendríticas, células T, fibroblastos e adipócitos. Em pacientes com IBDs, o TNF é uma citocina 

chave na promoção da inflamação da mucosa gastrointestinal, e estratégias imunoterápicas para 

o seu bloqueio (ex: Infliximab- anticorpo monoclonal anti-TNF; ustekinumab- anticorpo 

monoclonal para a subunidade p40 de Il-12 e Il-23; natalizumab- atua bloqueando a ação da 

integrina α4) têm sido progressivamente introduzidos mais cedo no tratamento, com o intuito 

de minimizar a exposição e dependência a esteroides e maximizar o controle da doença e a 

qualidade de vida (Danese, Vuitton, Peyrin-Biroulet, 2015). Terapias em vigor incluem anti-

inflamatórios clássicos como aminossalicilatos (ex: mesalazima), corticosteróides na fase de 

ativação da doença (ex: prednisona), antibióticos em algumas complicações como abscessos 

(ex: metronidazol, ciprofloxacino), agentes que atuam na proliferação de linfócitos (ex: 

ciclosporina, mercaptopurina, azatioprina, metotrexato), terapia com agentes anti-integrina (ex: 

natalizumab), probióticos, e imunoterapia com anticorpos monoclonais, especialmente anti-

TNF.  
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2. Microbiota 

A microbiota intestinal é uma comunidade microbiana grande e diversificada que habita 

o intestino, contendo cerca de 100 trilhões de bactérias de 500 a 1000 espécies distintas que, 

coletivamente, proporcionam benefícios ao hospedeiro (Dollé et al, 2016). Historicamente, 

nossa visão sobre a microbiologia humana era formada quase que exclusivamente por estudos 

de microrganismos individuais (bactéria, archaea, fungos e vírus) e dependentes de cultivo. 

Avanços nas tecnologias independentes de cultivo tem mostrado a enorme diversidade e 

capacidade funcional e dinâmica do microbioma humano. Experimentos moleculares que 

detectam e classificam microrganismos e analisam seus genes e produtos gênicos, mostraram 

que microrganismos raramente existem isoladamente – subsistem em comunidades microbianas 

multiespécies complexas e interativas dentro de um habitat. (Lynch e Pedersen, 2016). A partir 

de trabalhos recentes em epidemiologia e fisiologia, utilizando tecnologias ômicas, 

complementados por estudos in vitro com cultivo celular e in vivo com modelos animais, foi 

possível descobrir que grande parte da influência ambiental na saúde e doença humana pode 

ser mediada ou modificada pelas comunidades microbianas (Fan e Pedersen, 2021). 

 O trato gastrointestinal é colonizado por centenas de espécies de microrganismos que 

existem em uma relação mutualística com o hospedeiro (Ivanov et al, 2009). Além da exposição 

constante a antígenos alimentares e ambientais, o intestino humano abriga bactérias comensais, 

que formam as comunidades microbianas mais densamente povoadas conhecidas na biologia 

(Gill et al, 2006). A microbiota tem um papel importante no treinamento, maturação e 

desenvolvimento do sistema imunitário do hospedeiro. Por sua vez, o sistema imunitário 

evoluiu amplamente como um meio de manter a relação simbiótica do hospedeiro com estes 

organismos altamente diversificados e em constante evolução (Belkaid e Hand, 2014).  

Apesar dos membros mais estudados do microbioma serem as bactérias, existem outras 

comunidades de microrganismos presentes no corpo humano, como vírus (viroma), fungos 

(micobioma), arqueas (arqueoma), protozoários e helmintos (Wang et al, 2022). O viroma 

humano é dominado por bacteriófagos (vírus que infectam bactérias), e acredita-se que estes 

possuem papel crucial na formação das comunidades microbianas através de predação e 

transferência de genes horizontal (De Sordi et al, 2019). Devido a sua capacidade de se ligar e 

eliminar bactérias com altíssima especificidade, os fagos podem ter potencial como agentes 

terapêuticos nas IBDs, além de possivelmente desempenharem uma função chave na 

manutenção da diversidade microbiana no ecossistema intestinal (Sheehan e Shanahan, 2016).  
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3. Resposta Imunitária Associada às IBDs 

“As condições de saúde ou doença são uma expressão do 

sucesso ou do fracasso experienciado pelo organismo na 

sua tentativa de responder adaptativamente a desafios 

ambientais” – Rene Dubos, 1965 

  O sistema imunitário dos mamíferos engloba uma rede complexa de componentes 

inatos e adaptativos em todos os tecidos, além de desempenhar um papel fundamental na defesa 

do hospedeiro contra vários agentes externos potencialmente nocivos e perturbações endógenas 

da homeostase. Do ponto de vista ecológico, os mamíferos e seus microrganismos comensais 

co-evoluíram no sentido do mutualismo e da homeostase (Dethlefsen et al, 2007). Além da 

exposição constante a antígenos alimentares e ambientais, o intestino humano abriga as 

comunidades microbianas mais densamente povoadas conhecidas na biologia (Gill et al, 2006). 

A homeostase intestinal depende de interações complexas entre a microbiota, metabólitos, 

epitélio intestinal e o sistema imunológico do hospedeiro. Diversos mecanismos de regulação 

cooperam para manter a homeostase (Souza e Fiocchi, 2016).  

A resposta imunitária e patogênese das IBDs são mediadas por vários fatores, sendo 

eles genéticos, imunitários e inflamatórios (como citocinas, quimiocinas, e peptídeos 

antimicrobianos), além de fatores ambientais como presença de microrganismos, dieta, 

infecções, estresse e uso de antibióticos. Embora o pouco conhecimento sobre a etiologia das 

IBDs, algumas hipóteses são consideradas, como: i) reação a uma infecção intestinal 

persistente; ii) uma mucosa de barreira defeituosa contra antígenos do lúmen; e iii) uma resposta 

imune desregulada á antígenos ubíquos do hospedeiro (Sartor, 1997; Souza e Fiocchi, 2016; 

Caruso, Lo e Núñez, 2020). Apesar do foco em genética nas últimas duas décadas, duas linhas 

de evidência confirmam o ambiente como um fator de risco para o IBD: o grau de concordância 

em gêmeos geneticamente idênticos (40-50% para Doença de Crohn e aproximadamente 10% 

para colite ulcerativa), e o aumento da frequência de ambas as condições ter ocorrido em um 

período curto demais para ser devido a mudanças no ‘pool' genético de fatores de risco. 

Evidências como essas demonstram a importância dos fatores ambientais no desenvolvimento 

das IBDs, indicando um possível papel da microbiota (Sheehan e Shanahan, 2016). 

 3.1 Sistema Imunitário das Mucosas Intestinais 

A mucosa intestinal é um ambiente particularmente dinâmico e um importante local de 

interação antigênica, uma vez que o hospedeiro interage constantemente com trilhões de 

microrganismos comensais, e periodicamente com patógenos de diversas naturezas (Lopéz et 
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al, 2016).  O intestino e seu sistema imunitário têm evoluído para cumprir a extraordinária 

tarefa de manter uma tolerância ao maior e mais complexo habitat microbiano comensal, 

enquanto simultaneamente ataca e contêm até quantidades pequenas de patógenos ocasionais. 

Ao mesmo tempo, o sistema imunitário intestinal deve evitar reações exageradas que podem 

danificar tecidos intestinais ou alterar as importantes funções metabólicas da microbiota (Cader 

e Kaser, 2013). 

O epitélio intestinal representa uma enorme área de superfície de aproximadamente 

100m2 revestida por uma camada única de IECs (células epiteliais intestinais) de diversas 

linhagens, que formam uma barreira robusta (Maloy e Powrie, 2011). No intestino delgado, a 

camada de IECs formam vilosidades e criptas, sob as quais se localizam as células Paneth. No 

entanto, as IECs fazem muito mais do que formar uma simples barreira física, desempenham 

múltiplas outras funções cruciais para a homeostase intestinal (Artis, 2008). Um elemento-

chave da estratégia intestinal dos mamíferos para manutenção da homeostase é minimizar o 

contato entre a superfície epitelial intestinal e os microrganismos do lúmen. Isso é feito pelo 

aprimoramento da barreira física através de uma série de mecanismos, como a produção de uma 

espessa camada de muco, proteínas antimicrobianas e de IgA (Hooper e Macpherson, 2010; 

Caruso, Lo e Núñez, 2020).  O epitélio intestinal possui várias adaptações físicas para separar 

o tecido conjuntivo do hospedeiro do ambiente externo, como as junções oclusivas, que 

restringem a permeabilidade transepitelial (Bansal et al, 2010). A barreira física é reforçada por 

uma série de adaptações bioquímicas, como a densa camada de muco que separa o epitélio 

intestinal dos microrganismos residentes (Belkaid e Naik, 2013). O muco é produzido 

majoritariamente por células epiteliais, em especial as chamadas células caliciformes, que 

secretam glicoproteínas denominadas mucinas. As mucinas formam uma camada viscosa 

semelhante a um gel, que se estende até 150 μm da superfície epitelial intestinal e se divide em 

duas camadas distintas no cólon. A observação das relações espaciais entre muco, bactéria e 

epitélio indicam que a camada de muco mais interna delimita uma zona protegida na superfície 

apical do epitélio, enquanto a camada mais externa contém uma grande quantidade de bactérias 

(Burgueño e Abreu, 2015). O sistema imunitário das mucosas é a primeira linha de defesa 

contra patógenos intestinais, tendo assim um papel essencial na manutenção da homeostase 

intestinal.  

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) consiste tanto em tecidos linfoides 

multi-foliculares como as placas de Peyer, quanto numerosos folículos linfoides isolados 

distribuídos ao longo do intestino grosso e do intestino delgado (Morbe et al, 2021). As placas 

de Peyer são estruturas linfoides secundárias, multi-foliculares e visíveis ao olho nu, presentes 
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apenas no intestino delgado. Localizadas na superfície apical das placas de Peyer ficam as 

células M, células epiteliais sem vilosidades especializadas em fagocitose e transcitose de 

macromoléculas, antígenos particulados e microrganismos (comensais ou patogênicos) do 

intestino (Mabbott et al, 2013). Acredita-se que uma das principais funções das células M seja 

a captação (em vesículas) e transporte e apresentação de antígenos do lúmen intestinal para o 

tecido linfoide subjacente. A membrana basolateral das células M é invaginada, formando 

“bolsos” que abrigam linfócitos infiltrados, formação que que reduz muito a distância 

intracelular que os antígenos precisam percorrer e permite que as células M transportem 

rapidamente materiais antigênicos para a membrana basolateral. Em humanos, os principais 

tipos de linfócitos encontrados nos “bolsos” das células M são do tipo B e T CD4+ de memória 

(Miller et al 2007). 

Outro mecanismo imune que restringe o contato entre bactérias e o epitélio é a secreção 

de peptídeos antimicrobianas por células epiteliais do intestino. As principais células produtoras 

destes peptídeos são as células de Paneth, mas os enterócitos e células caliciformes também 

produzem uma quantidade menor de peptídeos antimicrobianos, agentes que auxiliam na 

eliminação de bactérias que penetram a camada de muco. Plasmócitos secretam IgA que 

atravessa a camada de células epiteliais por transcitose e é secretada na superfície apical das 

células, limitando o número de bactérias associadas ao muco e evitando a penetração bacteriana 

dos tecidos do hospedeiro (Macpherson e Uhr, 2004). IgA específico para bactérias intestinais 

é produzido com auxílio das células dendríticas que fazem sampling das bactérias que penetram 

no epitélio sobrejacente localizadas sob a “cúpula” epitelial das placas de Peyer e também pelos 

linfonodos mesentéricos. Outra população células dendríticas estão presentes na lâmina própria, 

fazendo sampling das poucas bactérias presentes na superfície apical das células epiteliais 

através da extensão de seus dendritos entre as junções oclusivas das células epiteliais ou das 

próprias células M, permitindo o monitoramento direto das bactérias que se associam com a 

superfície da mucosa (Artis, 2008; Macpherson et al, 2000; Burgueño e Abreu, 2015). 

Medições bioquímicas da atividade antimicrobiana indicam que as proteínas antimicrobianas 

ficam retidas no muco, e são virtualmente ausentes no conteúdo luminal (Meyer-Hoffert et al, 

2008). Sugere-se, então, que a camada de muco protege a superfície de células epiteliais em 

pelo menos duas maneiras: primeiro, limitando o acesso das bactérias do lúmen ao epitélio, e 

segundo, formando uma barreira de difusão que concentra proteínas antimicrobianas perto da 

superfície das células epiteliais (Hooper e Macpherson, 2010; Burgueño e Abreu, 2015; Caruso, 

Lo e Núñez, 2020). 
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Mesmo com o muco, proteínas antimicrobianas e IgA trabalhando juntos na defesa da 

barreira epitelial, é inevitável que em um habitat tão denso em bactérias ocorra a violação dessa 

barreira. Uma segunda camada muito importante de proteção imune depende da rápida detecção 

e morte de bactérias que penetram para além das células epiteliais. Isso ocorre através de 

diversos mecanismos imunitários distintos, incluindo a absorção e fagocitose bacteriana por 

células imunes inatas e respostas mediadas por células T (Hooper e Macpherson, 2010). 

Microrganismos que conseguem violar a barreira epitelial normalmente sucumbem 

rapidamente a fagocitose e eliminação por macrófagos da lâmina própria (Lee et al, 1985).

  

 

Figura 1.0 – Anatomia do sistema imunitário intestinal. A mucosa gastrointestinal é separada do ambiente 

externo por uma única camada de células epiteliais intestinais (IECs) que proporcionam uma barreira física e 

funcional. Todas as linhagens de IECs originam-se das células-tronco colunares da base da cripta, que se dividem 

para dar origem a células filhas mais proliferativas, as células amplificadoras de trânsito. À medida que as células 
amplificadoras de trânsito se proliferam, a maioria das IECs filhas sobem à região apical da cripta e se diferenciam. 

As IECs que alcançam a ponta da cripta (cólon) ou a vilosidade (intestino delgado) passam por apoptose e são 

então eliminadas no lúmen. Durante essa migração, as IECs se diferenciam em enterócitos absorventes, células 

caliciformes produtoras de muco, células enteroendócrinas secretoras de hormônios, células de “tuft” 

antiparasitárias e células de Paneth (intestino delgado) ou células secretoras de cripta profunda (cólon). As células 

de Paneth migram para a base da cripta para fornecer fatores de crescimento às células-tronco. Intercalados com 

as IECs, os linfócitos intraepiteliais (IELs) produzem peptídeos antimicrobianos (AMPs) e têm atividade citolítica. 

Abaixo das IECs, as células estromais (miofibroblastos), células B, plasmócitos produtores de IgA, macrófagos, 

células dendríticas e células T residem na lâmina própria, reforçando a barreira epitelial ao amostrar o conteúdo 

luminal e mantendo um estado de hiporresponsividade. Estruturas linfoides regionais, como placas de Peyer 

(intestino delgado), ceco e aglomerados de células no cólon (colon patches), e tecidos linfoides isolados são 

revestidos por um epitélio especializado, conhecido como epitélio associado ao folículo, onde as células 
“microfold” ou M capturam antígenos e os liberam para o domo subepitelial. No cólon, a presença de uma camada 

interna de muco firme reduz a exposição aos microrganismos. (Adaptado de Burgueño e Abreu, 2015). 
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3.2 Principais Marcadores da Resposta Inflamatória Intestinal 

Falhas em imunorregulação são frequentemente percebidas nas IBDs, destacadamente 

a proporção entre citocinas pró-inflamatórias e imunossupressoras, como também a ativação 

seletiva de subconjuntos de linfócitos Thelper (Th) CD4+ e falhas na apresentação de antígenos 

epiteliais. Quando ativados no início do processo inflamatório, macrófagos, células epiteliais e 

células linfóides inatas secretam uma série de citocinas, que por sua vez recrutam outros tipos 

celulares inflamatórios, dando continuidade ao processo (Sartor, 1997). A produção de 

citocinas por diferentes tipos celulares controla múltiplos aspectos da resposta inflamatória 

intestinal. As principais subpopulações produtoras de citocinas na mucosa intestinal incluem 1) 

células Th1 que produzem interferon-γ, 2) células Th17 que produzem Il-17 e Il-22, 3) diversas 

células linfoides com características efetoras para produção de citocinas Th1 e Th17 e 4) células 

T reguladoras (Treg) Foxp3+, produtoras de IL-10, que desempenham papel protetor central na 

colite (Ivanov et al, 2009., Zhang et al, 2018).  

As respostas de IgA específicas para comensais são feitas com auxílio das células 

dendríticas intestinais, que são capazes de fazer sampling dos microrganismos comensais 

associados ao epitélio intestinal e interagir com células B e T nas placas de Peyer para produzir 

IgA específico para antígenos oriundos de microrganismos comensais. (Belkaid e Harrison, 

2017).  As células dendríticas (DCs) desempenham um papel importante tanto na geração da 

resposta imunitária, quanto na manutenção da homeostase intestinal - medeiam a tolerância a 

antígenos alimentares, limitam a reatividade à microbiota intestinal e são necessários para uma 

resposta ideal a patógenos intestinais (Stagg, 2018). DCs fazem sampling constante do 

conteúdo intestinal, monitorando a presença de possíveis patógenos, e estabelecendo uma 

resposta regulatória a antígenos da dieta e da microbiota (Liu e Macpherson, 1993; Stagg, 

2018). Durante a homeostase, a mucosa intestinal favorece a ativação das células ao perfil 

regulador através de mecanismos reguladores e a geração de respostas imunes de baixo nível, 

destinadas a controlar a microbiota normal sem causar patologia (Coombes e Powrie, 2008). 

As células epiteliais ao interagirem com a microbiota secretam mediadores que induzem a 

diferenciação das células dendríticas ao perfil de DC condicionada, um fenótipo tolerogênico 

que favorece a ativação de células ao perfil regulador através da expressão de vários 

mediadores, como por exemplo: Il-10, TGF-b e ácido retinóico (Bertolini et al, 2021). As 

respostas de IgA específicas para microrganismos comensais são feitas com auxílio das DCs 

intestinais que interagem com células B e T nas placas de Peyer a fim de produzir IgA específica 

para antígenos derivados de microrganismos comensais (Macpherson e Uhr, 2004). Nos centros 
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germinativos das placas de Peyer, as células B sofrem mudança de classe da produção de IgM 

para a de IgA. Essa produção preferencial ocorre devido ao microambiente único das placas de 

Peyer, ricas em quimiocinas e fatores dietéticos (como ácido retinóico derivado da vitamina A) 

necessários para a sobrevivência e proliferação das células B recém trocadas de classe (Belkaid 

e Harrison, 2017). 

4. Modelos de IBDs 

 Em 1957, Dr. Kirsner e seus colegas inventaram pela primeira vez um modelo 

experimental de indução de colite em coelhos através da sensibilização à albumina de ovo 

cristalina, em combinação com instilação retal de formalina diluída (Kirsner, 1957; Baydi et 

al., 2021). Desde então, muitos outros modelos de indução química de colite em outros animais, 

como roedores, têm sido desenvolvidos. 

 Hoje existem uma variedade de modelos de inflamação colônica que se assemelham a 

várias características da IBD. Modelos animais de colite variam desde aqueles que surgem 

espontaneamente em linhagens susceptíveis de certas espécies, até aqueles que requerem 

administração de concentrações específicas de compostos que induzem a colite, como por 

exemplo Dextran Sulfato de Sódio (DSS) (Kim et al, 2012). Pacientes com IBDs apresentam 

um espectro diverso de características patológicas que refletem a participação de uma gama de 

efetores imunes inatos e adaptativos, de forma que cada modelo experimental permite a 

investigação de um aspecto distinto da doença (Maloy e Powrie, 2011). 

 A descoberta do desenvolvimento espontâneo da colite em camundongos 

geneticamente deficientes na produção de IL-10 (Il10-/-), IL-2 (Il-2-/-) e na cadeia alfa do 

receptor de células T (TCRa-/-) foi um momento decisivo na pesquisa das IBDs. Desde então, 

já foram descobertas mais de 40 diferentes linhagens de camundongos geneticamente 

modificados capazes de desenvolver colite e/ou ileíte espontaneamente (Baydi et al, 2021).  

Camundongos Il10-/- desenvolvem enterocolite crônica quando mantidos sob condições 

convencionais. Quando mantidos sob condições specific-pathogen-free (SPF), animais Il10-/- 

apresentam colite tardia, e em condições germ-free (livre de germes), não desenvolvem colite. 

Estes resultados indicam uma complexa influência dos componentes microbianos na 

patogênese (Kullberg et al, 1998) e que o Il10 é um imunorregulador importante do trato 

intestinal (Kuhn et al, 1993). Humanos com deficiências tanto na citocina Il10 quanto no seu 

receptor manifestam uma forma mais grave e precoce de IBD, a VEO-IBD (very early-onset 

IDB), um subgrupo de pacientes pediátricos diagnosticados com IBD antes dos 6 anos de idade 

(Miller et al, 2017). 
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5. Fator Inibidor da Migração de Macrófagos (MIF) 

Nosso laboratório estuda há muitos anos o fator inibidor da migração de macrófagos 

(MIF) – uma citocina pleiotrópica multipotente liberada por macrófagos, células T, a hipófise 

e diversos outros tipos celulares na resposta inflamatória (Bozza et al, 1999).  Entre suas 

diversas funções pró-inflamatórias e imunomodulatórias, há i) indução de TNF-α, IFN-γ, IL-

1β, IL-2, IL-6, IL-8, NO, COX2 e PGE2; ii) retenção e manutenção de macrófagos e neutrófilos 

em processos inflamatórios; e iii) ativação e proliferação de linfócitos T (Calandra et al, 1994., 

Mitchell et al, 2002). Esse importante mediador proteico foi descrito há mais de 56 anos como 

um fator derivado de células T que inibia a migração aleatória de macrófagos (David, 1966). 

 O MIF desempenha um papel importante no desenvolvimento de doenças inflamatórias. 

Em razão dos seus fortes efeitos pró-inflamatórios, e em decorrência do envolvimento do MIF 

na patogênese de choque séptico, em 2001 De Jong et al especularam que esta citocina poderia 

estar envolvida na patogênese das IBDs. O grupo foi capaz de mostrar que o plasma de pacientes 

com doença de Crohn continha uma concentração de MIF seis vezes superior à dos controles 

saudáveis. Também foi mostrado que MIF é essencial para o desenvolvimento de colite no 

modelo de transferência adotiva de linfócitos T CD4+ CD45RBhi para animais Rag2-/-, e que 

o tratamento com anti-MIF previne a progressão e severidade da colite (De Jong et al, 2001). 

Em 2008, Ohkawara et al demonstrou a menor suscetibilidade de camundongos Mif-/- em 

desenvolver colite em modelo químico de indução com Dextran Sulfato de Sódio (DSS). Os 

camundongos Mif-/- que sobreviveram à colite mediada por DSS apresentam menor infiltrado 

de neutrófilos e menor escore histopatológico, sugerindo que o MIF afeta a acumulação e 

ativação de neutrófilos na doença inflamatória (Ohkawara et al, 2008). 

Posteriormente, nosso grupo em 2011 demonstrou que camundongos Mif-/- apresentaram 

maior tolerância à infecção em modelo de infecção por Toxoplasma gondii (Cavalcanti et al, 

2011). A infecção por T. gondii é marcada pela intensa resposta inflamatória no íleo, que se 

assemelha em muitos aspectos à inflamação observada nas IBDs. Animais Mif-/- exibem maior 

sobrevivência frente à infecção por T. gondii, mas também elevada carga parasitária. 

Em 2018, dados semelhantes foram publicados em modelo de infecção intestinal por 

Clostridium dificile mostrando que a neutralização de MIF através de tratamento com 

anticorpos anti-MIF reduz a gravidade e duração da doença, diminui o dano tecidual e está 

associado a uma melhor sobrevivência do hospedeiro, não tendo efeito na carga parasitária (José 

et al, 2018). 
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6.  JUSTIFICATIVA 

Baseado no fato de que a deficiência em IL-10 aumenta a susceptibilidade a inflamação 

intestinal, e baseado no fato de que a deficiência em MIF diminui a suscetibilidade a inflamação 

intestinal, nosso grupo se perguntou qual seria o fenótipo dominante em um camundongo duplo 

deficiente Il10-/-Mif-/-. Sob outra perspectiva: seria possível reverter a alta susceptibilidade 

genética associada à deficiência em IL-10 a partir da deleção gênica de MIF? Tendo como 

hipótese que animais Il10-/-Mif-/- exibiriam um fenótipo menos suscetível à inflamação intestinal 

em comparação com animais Il10-/-, iniciamos o cruzamento entre animais Il10-/- e Mif-/-. 

Contudo, ao longo do cruzamento dos animais, observamos que os animais Il10-/- 

morriam precocemente. Essa observação nos apontou para um possível papel da microbiota e 

nos fez elaborar uma nova hipótese: camundongos Mif-/-, por serem menos suscetíveis à 

inflamação intestinal, abrigam uma microbiota patogênica capaz de gerar doença em 

camundongos Il10-/-. 

 

7.  OBJETIVOS 

 Investigar se os animais Il10-/- desenvolvem doença letal após convívio com os animais 

Mif-/-. 

o Através do co-housing nas combinações: Il10-/- com WT, Il10-/- com Mif-/- e Il10-

/- com Il10-/-. Avaliar o peso e a sobrevivência dos animais diariamente. 

 Investigar se os animais Il10-/- desenvolvem colite após convívio com os animais Mif-/- 

o Através da análise macroscópica do cólon quanto ao comprimento e presença de 

sinais da inflamação. 

o Através da análise histopatológica do cólon em lâminas coradas com 

hematoxilina-eosina.  

 Testar se a microbiota fecal dos animais Mif-/- é suficiente para desencadear doença nos 

animais Il10-/-. 

o Através da transferência de pellets de fezes entre as caixas de animais Il10-/ , Mif-

/- ou WT para a caixa de animais Il10-/-. 

o Através da transferência fecal por gavagem de fezes oriundas de animais Mif-/- 

ou WT para animais Il10-/-. 
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8. MATERIAL E MÉTODOS 

8.1 Animais 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) isogênicos da linhagem C57BL/6j, 

machos e fêmeas, de seis a dez semanas de vida, de genótipos selvagem (WT), deficiente para 

IL-10 (Il10-/-), e deficiente para MIF (Mif-/-). Todos os animais foram mantidos no biotério do 

Laboratório de Inflamação e Imunidade, em caixas com no máximo cinco camundongos e em 

microisoladores (Alesco, Monte Mor, Brasil), sob condições controladas de temperatura 

(22±2º) e ciclos de claro/escuro de 12h cada. Os animais tiveram acesso livre à ração 

convencional irradiada e água. O projeto está sob o número 040/22 na Comissão de Ética no 

Uso de Animais de Laboratório (CEUA) do Centro de Ciências da Saúde (CCS) da UFRJ. 

8.2 Co-housing 

 Camundongos Il10-/- foram mantidos em convívio nas mesmas gaiolas com animais WT 

ou Mif-/- nas proporções 2:1 ou 3:2 (Il10-/-: WT ou Mif-/-). Os co-housings foram feitos no 

sistema macho:fêmea ou fêmea:fêmea, e os animais foram pesados diariamente ao longo de 

duas semanas. Após esse período, os animais foram pesados semanalmente. 

8.3 Histologia 

O cólon foi excisado e as fezes foram removidas gentilmente do lúmen intestinal com 

auxílio de pinça em tampão fosfato salina (PBS). A peça então foi dividida em três seções que 

foram lavadas com PBS, e fixadas por 3-7 dias em 15 mL Formalina tamponada (Formaldeído 

4% em PBS). Após fixado, o tecido foi novamente lavado com PBS e armazenado em álcool 

70% em cassete histológico. O processamento da peça foi realizado em três etapas: (i) 

desidratação - as peças foram imersas em diferentes soluções de etanol em frascos diferentes e 

sob agitação constante; uma imersão em etanol 70% por 40 min, seguida de 3 imersões de 40 

min cada em solução de etanol absoluto; (ii) parafinização - as peças foram imersas duas vezes 

em parafina líquida a 58ºC - 60ºC por 30 min. Após o processamento, a peça seguiu para 

inclusão em bloco de parafina a 67ºC. Após a inclusão, a peça foi incubada a -20ºC por 2h, isso 

facilita a retirada da peça do suporte de metal. (iii) corte - cortes de 4 µm foram feitos com 

auxílio de um micrótomo (Leica RM 2125RT) e transferidos para lâminas de vidro previamente 

limpas. (iv) coloração - os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Os cortes 

foram desparafinizados e hidratados em água destilada e corados com hematoxilina de Harris 

durante 5 minutos. O excesso de corante foi removido em água corrente e os cortes foram 

diferenciados com dois mergulhos rápidos em ácido clorídrico 0,1%, sendo depois lavados 

novamente em água corrente para oxidação (azular). Para retirar o restante do excesso das 
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lâminas, foram realizados mais dois mergulhos rápidos em Eosina 1% e água acética 0,1% e 

em seguida banhados rapidamente em água corrente e água destilada. A desidratação foi feita 

em bateria de álcool e a clarificação em bateria de xilol. Lâminas foram montadas com Entelan.  

O escore histológico foi determinado conforme os seguintes parâmetros: ulceração, 

hiperplasia, e infiltrado inflamatório. Para ulceração, a escala considerada foi: 4, extensa e 

profunda; 3, focal e profunda; 2, extensa e superficial; 1, focal e superficial; 0, ausente. Para a 

hiperplasia e infiltrado inflamatório, a escala considerada foi: 3, grave; 2, moderado; 1, leve; 0, 

ausente (Hahm, 2001). 

8.4 Transferência de Fezes  

        No primeiro grupo de experimentos, 20 pellets de fezes foram diariamente coletados das 

caixas de animais WT ou Mif-/- e transferidos para as gaiolas de animais Il10-/-. No segundo 

grupo de experimentos, 40 mg de fezes oriundas de animais WT, Mif-/- foram maceradas em 1 

mL PBS e mantidas na bancada por 1 min para decantação. O sobrenadante foi coletado e 

diluído em 9 mL de PBS. Foram administrados aos animais Il10-/- 100 µL da suspensão de fezes 

diluídas em dose única por gavagem utilizando o suporte plástico de cateter BD Angiocath (BD 

#388336). Alternativamente, a suspensão de fezes diluídas foi filtrada em filtros celulares de 

0.22 µm e então administrada aos animais Il10-/- por gavagem. 

8.5 Análise Estatística 

Os testes estatísticos usados foram feitos utilizando o software GraphPad Prism 8. 

Para os gráficos de peso, a variação foi calculada a partir da fórmula: Variação de Peso = 

((Pn/P0)- 1)*100, onde n = dia. Foi feito o teste Mixed-effects model (REML) com teste Post-

Hoc Tukey para correção de múltiplas comparações. Para os gráficos de sobrevivência, foi feito 

o teste Log-rank (Mantel-Cox). Para o gráfico de comprimento do cólon e escore histológico 

foi feito One-Way ANOVA com teste Post-Hoc Tukey. Os gráficos representam a média +- 

desvio padrão médio (SEM). Valores de p ajustados. * = p<0.05, ** = p< 0.01, *** = p<0.001, 

**** = p<0.0001. 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

 

9. RESULTADOS 

Através de diferentes combinações de co-housing entre camundongos Il10-/-, Mif-/- e 

WT, observamos que os camundongos Il10-/- em convívio com camundongos Mif-/- apresentam 

perda de peso acentuada quando comparado aos outros grupos, e morrem precocemente (Figura 

2A). É possível observar uma diferença significativa a partir do sexto dia, quando o grupo Il10-

/- em co-housing com Mif-/- perde uma média de 7% a mais que o grupo com apenas Il10-/-

(p=0.01). No nono dia, a perda de peso do grupo Il10-/- com Mif-/- se torna significante também 

em relação ao grupo Il10-/- com WT, com uma diferença entre médias de 10,56% entre estes 

grupos (p=0.003). Este grupo perdeu peso consistentemente em relação a ambos os grupos de 

Il10-/- com WT e apenas Il10-/- até o final do experimento (Figura 2A), e em dez dias os 

camundongos já exibiam perda média de 20% do peso. Também no décimo dia que detectamos 

as primeiras mortes (mortalidade de 33%) e já no décimo quarto, todos os animais morreram 

(Figura 2B). 

É importante ressaltar que no sétimo dia, também observamos a perda de peso do grupo 

Il10-/- com WT quando comparado ao grupo com apenas Il10-/-, havendo uma diferença entre 

médias de 8,31% (p=0.016). Contudo, essa perda de peso não avança progressivamente, ela 

sequer passa de 5% na média (Figura 2A) e os camundongos não morrem (sobrevivência de 

100%) (Figura 2B). Os camundongos mantêm o peso, não desenvolvem sinais de doença e, em 

tempos mais tardios, voltam a recuperar o peso (Figura 2C, 2D). Além disso, não observamos 

diferenças em relação ao sexo dos animais (Figura 2E). Em conjunto, os dados sugerem que 

camundongos Il10-/- desenvolvem doença letal após convívio especificamente com 

camundongos Mif-/-, mas não com camundongos WT. 
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Figura 2.0 – Camundongos Il10-/- perdem peso e morrem após convívio com camundongos Mif-/-. Análise da 

variação de peso (A) e sobrevida (B) de camundongos Il10-/- ao longo do co-housing com camundongos Mif-/- 

(n=9), WT (n=6) e Il10-/-(n=4). Todos os gráficos são referentes a um mesmo experimento representativo de ao 

menos três experimentos independentes. Superior: gráficos de peso e sobrevivência ao longo de duas semanas. 

Meio: gráficos de peso e sobrevivência ao longo de 70 dias. Inferior: gráfico de peso separando os grupos 

experimentais por sexo. Para os gráficos de peso, a variação foi calculada a partir da fórmula: Variação de Peso = 

((Pn/P0)- 1)*100, onde n = dia. Foi feito o teste Mixed-effects model (REML) com teste Post-Hoc Tukey para 

correção de múltiplas comparações. Para os gráficos de sobrevivência, foi feito o teste Log-rank (Mantel-Cox). Os 

camundongos foram eutanasiados quando apresentavam perda maior que 25% do peso inicial. Os gráficos 

representam a média +- desvio padrão médio (SEM). Valores de p ajustados: ** = p< 0.01, *** = p<0.001. 
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Para investigar a causa da morte dos camundongos Il10-/-, consideramos a possibilidade 

de eles desenvolverem colite em virtude da suscetibilidade conhecida desse genótipo à 

inflamação intestinal. De fato, após dez dias de co-housing, observamos macroscopicamente 

alterações dramáticas no cólon dos camundongos Il10-/-em convívio com os camundongos Mif-

/-, como encurtamento do cólon, presença de sangue, vermelhidão e ausência de fezes (Figura 

3A). Não observamos diferença significativa no comprimento do cólon dos camundongos Il10-

/- que foram submetidos ao co-housing com WT em relação ao grupo sem co-housing (Figura 

3A).  

Em seguida, fizemos o preparo de lâminas histológicas destes órgãos para examinar a 

extensão do dano tecidual microscopicamente. Nas imagens, vemos um avanço na perda da 

arquitetura tecidual dos camundongos Il10-/- submetidos a co-housing com animais Mif-/- em 

relação ao grupo de camundongos Il10-/- sozinhos ou em convívio com WT (Figura 3B). 

Notamos o desaparecimento das células caliciformes (sinal típico de processos inflamatório 

extensos que induzem a essas células a extrusão de suas vesículas de muco), além da presença 

de úlceras e infiltrados inflamatórios na região da mucosa (Figura 3B).  
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Figura 3.0 – Camundongos Il10-/- desenvolvem colite aguda e precoce após convívio com camundongos Mif-/-.   

A. Imagens macroscópicas dos cólons de camundongos Il10-/- após 10 dias de co-housing com camundongos Mif-

/-, WT e Il10-/-. À direita, quantificação do comprimento do cólon dos camundongos em relação ao comprimento 

total corporal. B. Fotomicrografia do cólon de camundongos Il10-/- após 10 dias de co-housing. À direita, análise 

do escore histológico das peças. Pool de dois experimentos independentes. One-Way ANOVA com teste Post-

Hoc Tukey. Valores de p ajustados: ** = p< 0.01, *** = p<0.001, **** = p<0.0001. Seta Vermelha: Erosão do 

epitélio de superfície. Seta Azul: Úlcera. Seta Verde: vesículas das células caliciformes, presentes durante a 

homeostase e ausentes na inflamação.  
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Para testar se a microbiota fecal dos camundongos Mif-/- é suficiente para desencadear 

doença nos camundongos Il10-/-, fizemos duas estratégias de transferência fecal – transferência 

de pellets entre caixas (Figura 4A, 4C) e por gavagem fecal (Figura 4B, 4D).  

No experimento de transferência de pellets fecais, observamos que os camundongos 

Il10-/-expostos as fezes do Mif-/- apresentam perda de peso a partir do oitavo dia quando 

comparados com camundongos Il10-/-expostos as fezes dos camundongos WT (diferença entre 

médias de 5,45%, p=0.01) ou dos camundongos Il10-/- (diferença entre médias de 4,77%, 

p=0.04). A perda de peso ocorre de maneira progressiva nesse grupo e, em duas semanas, os 

camundongos exibem perda média de 16% do peso, quando também foram identificadas as 

primeiras mortes (mortalidade = 20%) (Figura 4C). Após 16 dias, 60% dos camundongos no 

grupo exposto às fezes de Mif-/- morreram e no dia 17 a mortalidade chegou a 100%. No décimo-

segundo dia, também detectamos perda de peso dos camundongos Il10-/- expostos as fezes dos 

camundongos WT em comparação com os que receberam fezes de Il10-/- (diferença entre 

médias de 3,9%, p=0.028).  Apesar disso, diferentemente do observado com os camundongos 

Il10-/- expostos as fezes do Mif-/-, no grupo exposto as fezes WT, a perda de peso não progride 

com o tempo (perda média máxima observada no dia 15 de 7%) e não culmina com a morte dos 

animais (sobrevivência 100% em 18 dias).  

A transferência por gavagem foi feita em camundongos Il10-/- usando PBS, fezes de 

camundongos WT, fezes de camundongos Mif-/-, e fezes de camundongos Mif-/- filtradas. A 

filtragem com o filtro celular de 0.22 µm elimina os microrganismos das fezes, mas não as 

toxinas e metabólitos produzidos por eles. De forma semelhante ao observado nos experimentos 

anteriores, os animais expostos especificamente às fezes dos camundongos Mif-/- perdem peso 

e morrem (Figura 4B). Interessantemente, quando filtramos as fezes dos camundongos Mif-/-, 

os camundongos Il10-/- não desenvolvem doença, não perdem peso e não morrem (Figura 4B, 

D). No dia sete, a variação de peso passou a se tornar significante entre o grupo que recebeu 

PBS comparado ao grupo que recebeu fezes de Mif-/ - (p= 0.02) e do grupo que recebeu fezes 

de Mif-/- em relação ao que recebeu fezes de Mif-/- filtradas (p=0.015). No oitavo dia, a diferença 

na variação de peso do grupo que recebeu PBS em relação ao que recebeu fezes de WT também 

se torna significante (diferença entre médias de 6,56%, p=0.026), e no nono dia passou a haver 

uma diferença significativa na variação de peso do grupo que recebeu fezes de WT em relação 

ao grupo que recebeu fezes de Mif-/- (diferença entre médias de 10%, p = 0.02). 



29 
 

 

 

Figura 4.0 – A microbiota fecal de camundongos Mif-/- é suficiente para desencadear doença letal em 

camundongos Il10-/-. Análise da variação de peso e sobrevida de camundongos Il10-/- submetidos à transferência 

fecal por pellets entre caixas (A,C) e por gavagem (B,D). (A,C) Il10-/--> Il10-/- (n=4), WT -> Il10-/- (n=4), Mif-/--> 

Il10-/- (n=5). (B, D) PBS (n=4), fezes WT (n=5), fezes Mif-/- (n=6), fezes Mif-/- filtradas (n=5). Para os gráficos de 

peso, a variação foi calculada a partir da fórmula: Variação de Peso = ((Pn/P0)- 1)*100, onde n = dia. Foi feito o 

teste Mixed-effects model (REML) com teste Post-Hoc Tukey para correção de múltiplas comparações. Para os 

gráficos de sobrevivência, foi feito o teste Log-rank (Mantel-Cox). Os gráficos representam a média +- desvio 

padrão médio (SEM). Valores de p ajustados: ** = p< 0.01, *** = p<0.001, **** = p<0.0001. 
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10. DISCUSSÃO 

Inicialmente, este trabalho tinha como objetivo descrever o fenótipo de um animal duplo 

deficiente Mif-/-Il10-/-. Contudo, ao longo do cruzamento, observamos que a convivência com 

os camundongos Mif-/- é letal aos camundongos Il10-/-. Essa serendipidade nos levou a elaborar 

uma nova hipótese e uma nova linha de investigação. A partir dos resultados obtidos, 

observamos que de fato, camundongos Il10-/- morrem especificamente ao conviver com 

camundongos Mif-/-, mas não com camundongos selvagens. Outros convívios letais já foram 

descritos na literatura, como de camundongos T-bet-/- RAG2-/- (TRUC) que desenvolvem uma 

colite grave e altamente penetrante comparado a camundongos T-bet-/- e RAG2-/- (Garrett et al, 

2007). A colite desenvolvida pelos animais TRUC é caracterizada pela ruptura precoce da 

barreira epitelial do cólon com características microscópicas fenotípicas muito semelhantes ao 

observado na colite ulcerativa em humanos, sendo transmissível para outros animais de forma 

vertical e horizontal (Garrett et al, 2007). Existem outros trabalhos que abordam ou convívios 

letais, ou transferência de susceptibilidade à doença pela microbiota (Elinav et al, 2011) (Gao 

et al, 2018), mas em todos que sabemos, a transmissão ocorre a partir de um animal 

doente/suscetível. Aqui, o camundongo Mif-/- é saudável, se desenvolve naturalmente e não tem 

sinais de doença, mas desencadeia doença nos camundongos Il10-/- a partir do convívio. 

Atribuímos isso ao fenômeno de tolerância à doença, sendo então o animal Mif-/- altamente 

tolerante à doença na mucosa intestinal. 

Existem duas estratégias de defesa pelas quais o hospedeiro consegue lidar com agentes 

infecciosos. Resistência diz respeito à capacidade do hospedeiro de aumentar seu fitness através 

do controle da carga dos microrganismos. A capacidade do hospedeiro em eliminar patógenos 

é em grande parte - mas não exclusivamente - exercida pelas células do sistema imunológico, 

como a fagocitose feita por macrófagos e neutrófilos, a citotoxicidade celular empregadas por 

células NK e T CD8+, e a produção de mediadores solúveis como anticorpos e proteínas do 

sistema complemento. Contudo, existe uma segunda estratégia que consiste na capacidade do 

hospedeiro em se manter saudável mesmo com a presença do patógeno, sem eliminá-lo, o que 

é chamado de Tolerância à Doença. Isso inclui a capacidade do hospedeiro em limitar o dano 

diretamente produzido pelo patógeno, além do dano gerado pela resposta inflamatória associada 

a ele, e assim conseguir manter as funções celulares e teciduais preservadas a despeito da 

infecção. Dentre os mecanismos de tolerância à doença, destacam-se vias de resposta a 

diferentes estresses celulares, como estresse oxidativo, metabólico, hipóxico, osmótico, 

xenobiótico, de retículo e de dano ao DNA. A ativação e expressão de fatores de transcrição 
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centrais dessas vias, como NRF2 e HIF estão associados com maior tolerância à doença e 

sobrevivência frente a diversos modelos experimentais de infecção (Martins et al, 2019). Assim 

como os dados prévios do nosso laboratório que demonstraram que camundongos deficientes 

em MIF sobrevivem à infecção com T. gondii (Cavalcanti et al, 2011), e que camundongos 

selvagens tratados com anti-MIF sobrevivem à infecção pelo C. difficile (José et al, 2018) pelo 

aumento da tolerância à doença, nossos dados apontam que a tolerância à doença associada a 

deficiência em MIF pode permitir uma colonização por uma microbiota distinta e enriquecida 

de patobiontes e patógenos.  

Baseado nos dados, é natural supor que a composição microbiana dos camundongos 

Mif-/- seja distinta daquela encontrada nos camundongos WT. De fato, os hospedeiros fazem 

uma seleção ativa dos microrganismos com os quais relações intrincadas de cooperação foram 

estabelecidas ao longo do processo evolutivo. Animais com genótipos distintos podem 

selecionar uma microbiota distinta ainda que eles vivam nas mesmas condições ambientais, no 

mesmo biotério, se alimentando da mesma dieta. Por exemplo, duas espécies do mesmo gênero 

de cnidário Hydra (Hydra oligactis, Hydra vulgaris) isoladas de um mesmo lago e mantidas 

em laboratório por mais de 30 anos apresentavam microbiotas muito distintas entre si (como 

ocorre na natureza), e muito similares às de pólipos das espécies isoladas diretamente do meio 

ambiente (Fraune e Bosch, 2007). Ou seja, apesar de ambas as espécies de hidras viverem por 

décadas nas mesmas condições ambientais laboratoriais, os microrganismos selecionados por 

cada uma eram diferentes. 

Em camundongos, um exemplo seria dos camundongos deficientes em IL-1α que 

desenvolvem colite moderada induzida por DSS, comparado aos camundongos WT cuja colite 

desenvolvida é muito grave (Nunberg et al, 2018). Porém, quando mantidos em co-housing 

com camundongos WT, sua microbiota muda se assemelhando à microbiota dos camundongos 

WT, causando uma piora significativa no quadro de colite. A análise da microbiota intestinal 

foi feita em ambos os camundongos WT e Il1α-/- em homeostase, durante a fase aguda da colite 

induzida por DSS, e após a recuperação, usando sequenciamento de rRNA 16S de nova geração. 

Através dessa análise, foi constatado que os camundongos Il1α-/- em homeostase apresentaram 

diferenças significativas em composição microbiana em todos os parâmetros analisados. Após 

30 dias de co-housing, houve um “shift” na composição microbiana dos camundongos Il1α-/- 

que passaram a apresentar uma microbiota mais parecida com o controle WT do que o controle 

do próprio Il1 α-/- (Nunberg et al, 2018).  Esse resultado nos confirma que animais de genótipos 

diferentes vivendo sob as mesmas condições ambientais laboratoriais e se alimentando da 
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mesma dieta podem sim albergar microbiomas distintos, e que o convívio e a transferência de 

microbiota podem modular a susceptibilidade à indução de colite. 

Com base em nossos achados, consideramos duas hipóteses em relação aos mecanismos 

pelos quais o MIF – ou a ausência dele – interferem com a composição microbiana. Primeiro, 

a sinalização por MIF em diferentes tipos celulares pode impactar na geração de peptídeos 

antimicrobianos, mucinas, anticorpos (IgA e IgM essencialmente) e na fucosilação de epitélio 

- mecanismos importantes empregados pelo hospedeiro para seleção da microbiota.  Durante a 

homeostase, MIF é altamente sintetizado pelas células epiteliais do esôfago, estômago, intestino 

delgado e cólon (Maaser et al, 2002). Experimentos de microscopia confocal já demonstraram 

maior concentração de MIF na porção apical das células epiteliais (Maaser et al, 2002). Além 

disso, em experimentos in vitro usando um sistema de transwell, quando a célula epitelial é 

estimulada por determinadas citocinas, MIF é secretado preferencialmente para a câmara 

superior, diferentemente de outras citocinas como IL-8 e IP-10, que são secretados para a 

câmara inferior (Maaser et al, 2002). Esses dados sugerem que a síntese de MIF no intestino 

parece ser enviesada em direção ao lúmen e, por isso, consideramos também a possibilidade de 

um efeito direto da proteína MIF nos microrganismos.  

Nós observamos que os camundongos Il10-/- em convívio com os camundongos Mif-/- 

desenvolvem colite e morrem precocemente. Contudo, é possível que essa morte seja em 

virtude de outros aspectos não avaliados até então, como inflamação no intestino delgado ou 

em outros órgãos, além de translocação de microrganismos do intestino - que poderiam 

culminar com sepse. Por isso, consideramos também fazer análise histopatológica no intestino 

delgado, coletar e macerar fígado e baço, e tentar fazer cultivo de microrganismos em 

anaerobiose e em meios ricos. Alternativamente, poderíamos fazer a extração de DNA de 

diferentes compartimentos e fazer uma identificação da presença de bactérias por PCR usando 

primers para o gene do rRNA 16S bacteriano.  

Ao longo do experimento de co-housing, os camundongos Il10-/-expostos aos 

camundongos WT perdem peso, mas não morrem e acabam por recuperar o peso perdido. Isso 

é indicativo de que a microbiota normal presente nos camundongos WT é pouco patogênica 

para os camundongos Il10-/-, e ao longo do tempo o camundongo suscetível, através de vários 

mecanismos, consegue tolerar ou resistir aos microrganismos oriundos do camundongo WT. É 

possível que os camundongos WT sejam carreadores de alguns patobiontes, seja de maneira 

transitória, seja de maneira perene, mas esses microrganismos devem compor um grupo menos 

patogênico de espécies ou devem estar em uma carga mais baixa. Uma vez que a microbiota do 
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Mif-/- e WT são distintas em relação a patogenicidade, seria interessante investigar em detalhes 

a composição através de um sequenciamento do microbioma fecal dos três genótipos, e assim 

tentar identificar grupos taxonômicos mais ou menos abundantes no Mif -/-. 

  No experimento de transferência de fezes, os camundongos Il10-/- que receberam fezes 

de Mif-/- vieram a óbito. Já os que receberam fezes de Mif-/- filtradas não morriam. A filtragem 

com o filtro celular de 0.22 µm elimina os microrganismos das fezes, mas não as toxinas e 

metabólitos produzidos por eles. Portanto, a não ocorrência da doença em animais que 

receberam fezes filtradas nos indica que seriam os microrganismos, e não as toxinas, os 

responsáveis pela geração da doença. Uma possível forma de confirmar essa suposição seria 

realizar um experimento de transferência fecal usando uma suspensão de fezes inativadas com 

calor oriundas de animais Mif-/-. Considerando que o calor desnatura componentes do 

microrganismo, testaremos se a suspensão inativada por calor ainda será capaz de gerar doença. 

Saberemos então se o microrganismo vivo é necessário para a geração da doença. 

Além disso, a fim de impedir o desenvolvimento de doença nos animais Il10-/- durante 

o co-housing, consideramos a possibilidade de tratar os camundongos Mif-/- com um coquetel 

de antibióticos de amplo espectro para eliminar a maior parte das bactérias, e, 

consequentemente, os possíveis patógenos e patobiontes. Pretendemos utilizar em 

experimentos futuros uma combinação previamente demonstrada como depletora de 

comunidades microbianas, uma associação de vancomicina, metronidazol, neomicina e 

ampicilina (Rakoff-Nahoum et al, 2004). 

  Por fim, consideramos a possibilidade de aumentar a tolerância à doença do animal Il10-

/- usando anticorpos anti-MIF, ou gerando camundongos geneticamente deficientes em MIF e 

IL-10.  No modelo experimental de colite mediado pela transferência adotiva de células T CD4+ 

CD45RB High para o animal Rag2-/-, animais Rag2-/-Mif-/- ou Rag2-/- tratados com anticorpo 

anti-MIF ficam protegidos da indução de colite (De Jong et al, 2001). Com isso, seria 

interessante testar se no modelo experimental de colite baseado na deficiência em IL-10, se a 

ausência de MIF ou o bloqueio da sinalização de MIF também teriam efeito protetor.   
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11. CONCLUSÃO 

Nossos dados sugerem que camundongos Mif-/- apresentam uma microbiota enriquecida 

de patógenos e/ou patobiontes, sendo capazes de elicitar doença letal em camundongos 

pouco tolerantes como Il10-/-. 
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