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RESUMO

A criptosporidiose, causada pelo protozoario Cryptosporidium parvum, € uma infeccao
entérica de grande impacto em humanos e animais, especialmente em individuos
imunocomprometidos e criancas pequenas. Devido a auséncia de tratamentos
eficazes, novas abordagens terapéuticas sdo necessarias. Estudos indicam que a
microbiota intestinal e metabdlitos derivados do hospedeiro, como os &cidos biliares,
podem influenciar a infeccdo pelo parasito. Este estudo investigou o efeito da
administracdo oral de acidos biliares na carga parasitaria e na microbiota intestinal de
camundongos infectados com C. parvum. Foram realizados trés experimentos com
camundongos CD-1 e C57BL/6, divididos em grupos controle e tratamento. Todos 0s
animais receberam dexametasona na agua, para tornar os camundongos susceptiveis
a infeccdo, o grupo de tratamento também recebeu 0.27% de acido biliar. A carga
parasitaria foi avaliada por PCR quantitativo, e a microbiota intestinal foi analisada por
sequenciamento de 16S rRNA. Os resultados mostraram que a administracdo de
acidos biliares reduziu significativamente a eliminacdo de oocistos nas fezes dos
camundongos, com reducbes de 63%, 88% e 36,8% nos trés experimentos,
respectivamente. No entanto, as analises da microbiota intestinal ndo identificaram
uma relacéo direta entre a modulacéo bacteriana e a carga parasitaria. Fatores como
alojamento e variacdes entre lotes experimentais foram determinantes na composicéo
da microbiota, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos na reducéo
da carga parasitaria. Esses achados indicam que os &cidos biliares podem representar
uma estratégia potencial para avaliar se a perturbacdo da microbiota pode modular o
crescimento do parasito, embora mais estudos sejam necesséarios para compreender

seus mecanismos de acao e seu impacto na microbiota intestinal.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; zoonoses; microbiota fecal; tratamento.



ABSTRACT

Cryptosporidiosis, caused by the protozoan Cryptosporidium parvum, is a highly
contagious enteric infection in humans and animals, especially in immunocompromised
individuals and young children. Due to the lack of effective treatments, new therapeutic
approaches are needed. Studies indicate that the intestinal microbiota and host-derived
metabolites, such as bile acids, can influence parasite infection. This study investigated
the effect of oral administration of bile acids on the parasite load and intestinal
microbiota of mice infected with C. parvum. Three experiments were performed with
CD-1 and C57BL/6 mice, divided into control and treatment groups. All animals
received dexamethasone in the water to make the mice susceptible to infection, the
treatment group also received 0.27% bile acid. Parasite load was assessed by
guantitative PCR, and the intestinal microbiota was analyzed by 16S rRNA sequencing.
The results showed that bile acid administration significantly reduced oocyst shedding
in the feces of mice, with reductions of 63%, 88% and 36.8% in the three experiments,
respectively. However, analyses of the intestinal microbiota did not identify a direct
relationship between bacterial modulation and parasite load. Factors such as housing
and variations between experimental batches were determinants of microbiota
composition, suggesting that other mechanisms may be involved in the reduction of
parasite load. These findings indicate that bile acids may represent a potential strategy
to evaluate whether microbiota disturbance can modulate parasite growth, although
further studies are needed to understand their mechanisms of action and their impact

on the intestinal microbiota.

Keywords: Cryptosporidium spp.; zoonoses; gut microbiota; treatment.
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1 INTRODUGCAO GERAL

1.1 Criptosporidiose

A criptosporidiose € uma doenca negligenciada causada por parasitos
apicomplexos do género Cryptosporidium que tém efeitos devastadores nas populacdes
mais vulneraveis, principalmente criancas e pessoas imunossuprimidas (Checkley et al.,
2015), estando entre as principais causas de diarreia fatal (Kotloff et al.,, 2013). O
oocisto, forma evolutiva ambiental do parasito, € transmitido pela via fecal-oral e é
altamente resistente a desinfeccdo. Como resultado, este parasito € responsavel por
surtos em grande escala de doencas transmitidas pela 4gua e pelos alimentos (Zahedi;
Ryan, 2020). Os sintomas da criptosporidiose em humanos incluem diarreia aquosa
grave, dores fortes na regido abdominal, febre baixa, nduseas e/ou vdmitos. O curso da
doenca pode durar até duas semanas ou prolongar por mais tempo (Chalmers et al.,
2011).

A quantidade de oocistos presentes nas fezes representa um risco
significativo de contaminacdo do meio ambiente e de transmissdo para 0s seres
humanos (Brook et al., 2009). Um bezerro doente pode eliminar aproximadamente 1 x
10 8 oocistos/g de fezes no meio ambiente (Nydam et al., 2001). O niimero de oocistos
eliminados pelo hospedeiro infectado, a resisténcia dos oocistos no ambiente e a baixa
dose para causar infeccdo sao fatores que tornam o Cryptosporidium spp. um patégeno
altamente infectante (Vanathy et al., 2017).

Globalmente, Cryptosporidium ocupa o terceiro lugar entre os patégenos
entéricos mais comuns em criangas menores de cinco anos (Hlavsa et al., 2021), sendo
responsavel por 9% das mortes infantis relacionadas a diarreias no mundo (Liu et al.,
2016). Entre 2007 e 2017, a prevaléncia de Cryptosporidium em pacientes com AIDS foi
estimada em 10% (Wang et al., 2018), embora nédo haja dados comparativos de
periodos anteriores ou posteriores para afirmar se essa taxa tem aumentado ao longo
do tempo. Além disso, até 2020, o protozoario esteve envolvido em mais de 40 surtos
de origem alimentar notificados, com uma estimativa de mais de 8 milhdes de casos de
intoxicacdo alimentar anualmente (Zahedi; Ryan, 2020). No entanto, ndo esta claro

desde quando essa contagem anual foi estabelecida nem se todos esses dados se


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401724001687?via%3Dihub#bib103
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referem ao mesmo periodo de andlise.

O primeiro evento documentado na literatura ocorreu em 1984, em um
suburbio do Texas — EUA, afetando cerca de 34% da populagéo devido a contaminacao
da 4gua de um poco artesiano (D'Antonio et al., 1985). Outro grande surto se deu em
1987 na Geodrgia — EUA, onde cerca de 13.000 individuos apresentaram sintomas da
doenca (Hayes et al.,, 1989). O primeiro surto associado a agua para recreacao foi
registrado em 1988, em uma piscina no Reino Unido (Joce et al., 1991). Em 1993, mais
de 400.000 pessoas foram afetadas em Milwaukee, WI, EUA (Mackenzie et al., 1994).
Em 2006, cinco estados nos EUA relataram surtos de criptosporidiose. No Colorado,
alguns participantes de uma festa desenvolveram gastroenterite apds uma celebracao
em um parque aquatico comunitario. Em lllinois, apés um acampamento, 48 criangas
que tiveram contato com agua em um parque aquatico apresentaram sintomas. Na
Luisiana, foram confirmados trinta e cinco casos de criptosporidiose em laboratério,
enguanto na Carolina do Sul foram cento e vinte e trés e em Wyoming, trinta e quatro,
todos vinculados ao uso recreativo da agua (Center for Disease Control and Prevention
- CDC, 2007). Em novembro de 2010, cerca de 45% da populacdo de Ostersund,
Suécia, contrairam a doenca. O parasito foi encontrado na agua potavel por um periodo
superior a dois meses, configurando-se como o maior surto documentado na Europa e
o segundo no mundo (Widerstrom et al., 2014).

A nitazoxanida, o Unico medicamento licenciado pela FDA como agente
antiprotozoario para humanos, é apenas 38% eficaz em individuos imunocompetentes e
é ineficaz em individuos imunocomprometidos (Amadi et al., 2009). Muitos compostos,
como clofazimina, azitromicina etc., tém sido utilizados em pacientes com AIDS, porém
sem sucesso clinico suficiente (Gupta et al.,, 2020). Atualmente ndo existe nenhum
medicamento eficaz conhecido contra a criptosporidiose. A paromomicina é um
medicamento comumente utilizado para combater a criptosporidiose em animais (como
cabras, ovelhas, bezerros, leitbes, etc.). No entanto, ndo proporciona tratamento

parasitologico completo (Khan; Witola, 2023).
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1.2 Interacdo microbiota e Cryptosporidium

Os tecidos mucosos sdo barreiras fisicas compostas por componentes
bioquimicos bacterianos e imunoldgicos na interface entre o hospedeiro e o ambiente
externo.

A imunidade mucosa desempenha um papel importante na promocao de
respostas imunes para manter a homeostase e como primeira linha de defesa contra
microrganismos patogénicos e ndo patogénicos (McGhee; Fujihashi, 2012). O trato
gastrointestinal € o maior tecido mucoso do corpo humano, que abriga uma ampla
comunidade diversificada de comensais, incluindo bactérias, fungos e protozoarios.
Esse conjunto de microrganismos sdo comumente chamados de simbioticos, benéficos
para seu hospedeiro, e € cada vez mais evidente que sua presenca desempenha um
papel importante na remodelacdo do sistema imunolégico (Sardinha-Silva; Alves-
Ferreira; Grigg, 2022).

Ainda ndo estd claro até que ponto uma configuracdo especifica da
microbiota intestinal (MI) pode ser responséavel, ou um fator que contribua para doenca,
ou em que medida é apenas um resultado de uma condicéo patolégica (Asnicar et al.,
2021). A MI constitui uma parte essencial do organismo, capaz de alcancar um
equilibrio sutil entre saude e enfermidades. Influenciada por diversos fatores da vida,
como a introducédo de alimentos, estilo de vida, tratamentos e estimulos ambientais, a
MI também é moldada por varias caracteristicas do hospedeiro, incluindo genética,
horménios, pH, bile e secrecbes do pancreas. Juntos, esses aspectos tornam sua
composicdo variavel e altamente individualizada (Chen et al., 2021). Outras pesquisas
relacionadas a relacdo entre microbiota e parasitos foram analisadas e foi sugerido que
a alteracdo do sistema imunologico por parasitos pode ser um mecanismo que
influencia na composicdo da microbiota (Bancroft; Hayes; Grencis, 2012; Berrilli et al.,
2012).

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse no papel da Ml na
manutencdo da saude do hospedeiro. Esse interesse se deve, em parte, as evidéncias

que mostram que a composi¢cdo da microbiana pode influenciar a suscetibilidade a
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diversas doencas. Pesquisas anteriores indicam que patdégenos responsaveis por
infeccdes diarreicas podem provocar alteracfes na estrutura da MI, o que, por sua vez,
pode estar relacionado tanto a vulnerabilidade quanto a imunidade do organismo frente
a infeccbes por protozoérios (Rahman et al., 2022). Diversas pesquisas analisaram
como a criptosporidiose afeta a ecologia do intestino. Por meio de experimentos com
camundongos que apresentavam deficiéncias imunolégicas e que eram isentos de
bactérias, assim como aqueles que possuiam MI, Harp, Chen e Harmsen (1992)
mostraram que a MI saudavel atrasou o inicio da liberacdo de oocistos de
Cryptosporidium parvum por varias semanas. Estes pesquisadores também
demonstraram que a imunidade de camundongos contra C. parvum pode ser
incrementada por meio da transferéncia do revestimento intestinal (Harp, 2003).

Em uma pesquisa acerca do impacto dos inibidores da inosina monofosfato
desidrogenase em camundongos afetados por C. parvum, foi observado que a
viruléncia do parasito se elevou em decorréncia de um tratamento com inibidor de IMP
desidrogenase, o qual foi associado a uma modificacdo na MI (Gorla et al., 2014).
Alguns estudos investigaram que o impacto do Cryptosporidium parvum na Ml de
camundongos infectados era diferente da dos que ndo foram infectados,
independentemente do isolado utilizado (Oliveira; Widmer, 2018; Ras et al., 2015).
Apesar disso, o efeito do ambiente intestinal no curso da infeccdo néo foi compreendido
e 0S mecanismos subjacentes continuam desconhecidos. Compreender como a Ml se
relaciona com patégenos é fundamental para criar terapias alternativas eficazes e que

evitem a resisténcia a farmacos (Ras et al., 2015).

1.3 O papel do acido biliar

Os acidos biliares constituem moléculas anfipaticas que séo produzidas no
figado a partir do colesterol. Elas sdo armazenadas na vesicula biliar e, ap6s a ingestéo
de alimentos, séo liberadas no intestino delgado (Shiffka; Kane; Swaan, 2017). Esses
acidos desempenham varios papéis importantes, sendo uma das suas funcbes
principais a facilitacdo da emulsificacdo de gorduras presentes nos alimentos e o auxilio

na absorcao de lipidios e vitaminas lipossolUveis pelo intestino (Begley et al., 2005).
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A producéo de acidos biliares é um processo complexo que ocorre em varias
etapas, envolvendo diversas enzimas situadas no reticulo endoplasmatico, nas
mitocondrias, no citosol e nos peroxissomos das células. A formacdo desses acidos a
partir do colesterol pode seguir duas vias: 1) classica: que acontece nos hepatdcitos e €
frequentemente chamada de via neutra. E responsavel pela producédo de &cidos biliares
primarios e representa mais de 90% dessa biossintese, sendo por isso considerada a
principal rota de sintese (Gonzalez-Regueiro et al., 2017); e 2) alternativa: que ocorre
no intestino (Russell, 2003), e esta envolvida na formacdo de acidos biliares
secundarios, correspondendo a menos de 10% da sintese sob condi¢des fisiologicas
normais (Gonzalez-Regueiro et al., 2017).

As bactérias intestinais e o hospedeiro se comunicam por meio da producdo
e modificacdo de metabdlitos, muitos dos quais impactam na fisiologia do hospedeiro
(Herrema, ljzerman; Nieuwdorp, 2017; Romano et al., 2017). Os acidos biliares sao
metabdlitos produzidos pelo hospedeiro e, ao chegarem ao intestino, sofrem
modificacdes por acdo de bactérias intestinais, que os transformam em formas
secundarias bioativas. Essas formas modificadas desempenham um papel essencial na
regulacdo do microbioma intestinal e no metabolismo do hospedeiro, como
demonstrado na Figura 1 (Wahlstrom et al., 2016). Além disso, os acidos biliares
contribuem para a protecdo do figado e do intestino contra processos inflamatérios
(Torres-Fuentes et al., 2017).
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Figura 1 - Fatores que afetam a transformacao bacteriana dos acidos biliares.
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Legenda: A) Disbiose; b) Antibidticos reduzem populac¢des de Firmicutes e, portanto, perturbam os niveis
de acido biliar secundério; c) O consumo alimentar de colesterol aumenta os pools totais de acidos
biliares, mas a fibra insollvel pode se ligar e sequestrar colesterol e acidos biliares no Iimen intestinal. A
fibra prebidtica e outros componentes alimentares também modulam a composi¢cdo da microbiota; d) O
tempo de transito intestinal encurtado associado ao exercicio reduz as concentracbes de &acidos
secundarios e a reabsor¢do de acidos biliares porque eles sdo excretados mais rapidamente.

Mudancas na composicdo da MI afetam o metaboloma, em particular a
formacdo de acidos biliares secundarios. Determinados &cidos biliares tém a
capacidade de desencadear a germinacdo de esporos de Clostridioides difficile e
também podem impedir o crescimento de C. difficile in vitro (Theriot; Bowman; Young,
2016). A bile também induz a excistacdo de oocistos de algumas espécies de
Cryptosporidium (Widmer; Klein; Bonilla, 2007). Ademais, foi identificado que os &acidos
possuem atividades antimicrobianas que podem danificar as membranas das células
bacterianas, ajudando assim a controlar o crescimento excessivo de bactérias (Zheng et
al., 2017).

Pesquisadores identificaram metabalitos intestinais que sdo mais prevalentes
em camundongos neonatais, periodo em que esses animais apresentam maior
suscetibilidade a infeccdo por C. parvum. Além disso, observaram que os niveis de

acidos biliares, como o acido codlico e o desoxicoélico, eram significativamente mais
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elevados em camundongos de 6 semanas de idade, cuja Ml ja se assemelhava a de
animais adultos (VanDussen et al., 2020). Esses achados sugerem que a composi¢cao
dos metabdlitos intestinais nos neonatais pode estar relacionada a maior
vulnerabilidade a infec¢do, enquanto a maturacdo da microbiota e o aumento dos niveis
de &cidos biliares em camundongos mais velhos podem contribuir para maior
resisténcia ao parasito. Funkhouser-Jones e colaboradores analisaram os 85 principais
metabolitos intestinais murinos e avaliaram seu impacto no crescimento de C. parvum.
Oocistos do protozoario foram adicionados simultaneamente com metabdlitos
individuais as monocamadas de células HCT-8. Eles identificaram um total de 8
metabdlitos que inibiram significativamente o crescimento de Cryptosporidium e
nenhum que aumentou a infec¢do, demonstrando que varias classes de metabdlitos
microbianos prejudicaram o crescimento destes parasitos, incluindo trés &cidos biliares
secundarios ou sais (desoxicolato, acido desoxicdlico e acido litocolico) (Funkhouser-
Jones et al., 2023).

1.4 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi investigar se a administracédo oral de acidos
biliares pode influenciar a interacdo entre a microbiota intestinal e Cryptosporidium
parvum em camundongos. Para isso, foi analisado o impacto dos &cidos biliares na
composicdo da microbiota intestinal, na susceptibilidade a infeccéo pelo parasito e na

resposta do hospedeiro a criptosporidiose.
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2.1 Resumo

A criptosporidiose, causada pelo protozoario Cryptosporidium parvum, € uma infeccéo
entérica de grande impacto em humanos e animais, especialmente em individuos
imunocomprometidos e criancas pequenas. Devido a auséncia de tratamentos
eficazes, novas abordagens terapéuticas sdo necessarias. Estudos indicam que a
microbiota intestinal e metabdlitos derivados do hospedeiro, como os acidos biliares,
podem influenciar a infeccdo pelo parasito. Este estudo investigou o efeito da
administracdo oral de acidos biliares na carga parasitaria e na microbiota intestinal de
camundongos infectados com C. parvum. Foram realizados trés experimentos com
camundongos CD-1 e C57BL/6, divididos em grupos controle e tratamento. Todos os
animais receberam dexametasona na agua, para tornar os camundongos susceptiveis
a infeccdo, o grupo de tratamento também recebeu 0.27% de acido biliar. A carga

parasitaria foi avaliada por PCR quantitativo, e a microbiota intestinal foi analisada por

! Cita¢Bes e referéncias de acordo com as normas da Revista PLOS Pathogens (Anexo B).


mailto:alex.nakamura@unesp.br

23

sequenciamento de 16S rRNA. Os resultados mostraram que a administracdo de
acidos biliares reduziu significativamente a eliminacdo de oocistos nas fezes dos
camundongos, com reducbes de 63%, 88% e 36,8% nos trés experimentos,
respectivamente. No entanto, as andlises da microbiota intestinal ndo identificaram
uma relacéo direta entre a modulacéo bacteriana e a carga parasitaria. Fatores como
tipo de alojamento e variacbes entre lotes experimentais foram determinantes na
composicdo da microbiota, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos
na reducdo da carga parasitaria. Esses achados indicam que os 4cidos biliares podem
representar uma estratégia potencial para avaliar se a perturbacdo da microbiota pode
modular o crescimento do parasito, embora mais estudos sejam necessarios para

compreender seus mecanismos de acdo e seu impacto na microbiota intestinal.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; zoonoses; microbiota fecal; tratamento.

2.2 Introducéao

A criptosporidiose é uma doenca negligenciada, causada por parasitos
apicomplexos do género Cryptosporidium spp, sendo um risco maior em individuos
imunossuprimidos e imunocomprometidos [1]. Possui transmissédo pela via fecal-oral
pelo consumo de alimentos ou agua contaminados por oocistos ou por contato indireto
ou direto com fezes de hospedeiros infectados [2,3]. A classificacdo taxondmica ou a
posicdo sisteméatica de Cryptosporidium spp. esta em permanente atualizacdo com o
auxilio de métodos moleculares e filogenéticos [4,5]. Alguns autores sugerem a
existéncia de 44 espéciesde Cryptosporidium, das quais Cryptosporidium
parvum e Cryptosporidium hominis sdo as principais espécies causadoras de infec¢ao
intestinal em humanos [6].

A criptosporidiose € um grande desafio para a medicina humana e
veterinaria, devido a dificuldade de controle da infec¢céo. Isso se deve a alta resisténcia
dos oocistos no ambiente (sendo capazes de suportar congelamento, seca e processos
de tratamento de &gua), a baixa dose necessaria para causar infeccdo, a grande

guantidade de oocistos esporulados eliminados pelos hospedeiros infectados e ao
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amplo espectro de hospedeiros suscetiveis. Os oocistos ndao sao inativados pela
maioria dos desinfetantes, assim como outros parasitos [7]. Varias opcfes quimicas e
naturais foram testadas paratratara criptosporidiose, mas sem resultados
promissores [8]. Além disso, infeccdes simultaneas por diferentes espécies de
Cryptosporidium séo bastante comuns e a protecéo contra reinfeccdo é incompleta [9].
Na auséncia de medicamentos eficazes, o tratamento da criptosporidiose limita-se a
terapia de suporte. Como ndo existe vacina disponivel, a higiene pessoal, o
saneamento basico e o tratamento da 4gua para reduzir a infecgdo continuam a ser 0s
meétodos de prevencao mais eficazes [10].

Existem varias premissas que explicam por que a microbiota intestinal (Ml)
pode influenciar a gravidade da infecgdo por Cryptosporidium spp., principalmente
devido a sua replicagdo no epitélio intestinal e a sua dependéncia de metabdlitos do
hospedeiro para seu crescimento e sobrevivéncia. O parasito ndo possui algumas vias
metabdlicas essenciais e, por isso, depende da captacdo de metabdlitos diretamente da
célula hospedeira para sustentar seu desenvolvimento e replicacdo [11,12]. A hip6tese
de que a MI regula a proliferacdo de parasitos comecou a atrair a atencao de
pesquisadores, e a investigacdo inicialmente proposta por Harp e colaboradores
demonstrou que quando esta normal atrasa a excrecdo de oocistos de C. parvum por
pelo menos trés semanas [13]. Esses autores também descobriram que a resisténcia do
camundongo ao C. parvum poderia ser aumentada pela transferéncia da Ml de animais
resistentes para camundongos suscetiveis [14].

Os 4&cidos biliares sdo moléculas produzidas pelo hospedeiro e
posteriormente modificadas por bactérias intestinais. Além de atuarem na digestdo e
absorcdo de lipidios, esses metabdlitos também influenciam a composicdo da
microbiota, servindo como fonte de nutrientes para algumas bactérias e exercendo
efeito antimicrobiano sobre outras. Além disso, eles desempenham um papel na
comunicacdo entre o hospedeiro e a microbiota, regulando a expressdo de genes
bacterianos e influenciando o metabolismo intestinal [15]. Estudos em modelos de
camundongos tratados com antibiéticos mostraram que a recuperacdo de acidos
biliares secundérios estava associada a resisténcia a infec¢éo por C. difficile. A anélise

do microbioma revelou que a quantidade de genes do operon ativado por esses
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compostos estava fortemente relacionada a capacidade do organismo de resistir a
colonizacéao pelo patégeno [16].

Determinados acidos biliares podem induzir a germinagédo de esporos de C.
difficile e também inibir seu crescimento em ambiente controlado [17]. Supde-se que a
reducdo de grupos bacterianos responsaveis por converter acidos biliares primarios em
secundarios diminua a resisténcia a colonizacéo por C. difficile, pois essa conversao
gera metabdlitos que normalmente inibem o crescimento do patégeno. Assim, a menor
producéo de acidos biliares secundéarios pode resultar em um ambiente mais permissivo
para a proliferacdo de C. difficile, reduzindo assim a barreira natural contra sua
proliferacdo [18]. Assim, foi observado que os acidos biliares sdo determinantes
importantes da abundancia, diversidade e atividade metabdlica da microbiota, além de
induzir a excistacdo de oocistos de algumas espécies de Cryptosporidium [19] e
impactar a estrutura e a funcdo da comunidade do microbioma [20].

A infeccdo por Cryptosporidium spp. pode alterar a Ml [21,22,23]. No entanto,
ainda ndo existem terapias ou vacinas eficazes contra a criptosporidiose, 0 que motiva
a busca por novas estratégias para minimizar seu impacto, especialmente em grupos
vulneraveis. Dada a importancia da microbiota para a fisiologia intestinal, nossa
hipétese € que a administracéo oral de acidos biliares pode modular o crescimento do
parasito ao influenciar a composicdo da microbiota. Com base nisso, este estudo teve
como objetivo investigar se essa intervencdo afeta a interagdo entre a microbiota

intestinal e Cryptosporidium parvum em camundongos.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Comité de Etica

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Uso e
Cuidados com Animais da Universidade Tufts, Massachusetts, EUA, sob o protocolo
G2021-115. Todos os meétodos foram realizados de acordo com as diretrizes e
regulamentacdes relevantes. O estudo foi realizado em conformidade com as diretrizes
ARRIVE.
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2.3.2 Grupos experimentais

Todas as amostras analisadas no presente trabalho se originaram de
camundongos alojados em grupos e individualmente. Camundongos CD-1 e C57BL/6
entre quatro e seis semanas de idade foram comprados da Charles River Laboratories
(Wilmington, MA, EUA). Foram trés experimentos, sendo que os CD-1 foram utilizados
nos experimentos de n°43 e 50, e os C57BL/6 no de n°44. Os trés lotes de
camundongos utilizados em cada experimento foram solicitados separadamente, de
modo que nenhum dos experimentos se sobrep6s no tempo (Tabela 1) e procederam
de uma instalacdo de criacdo diferente. Todos os camundongos incluidos em um

mesmo experimento foram comprados juntos e se originaram da mesma instalagéo.

Tabela 1 - Resumo de experimentos com camundongos.

N° de

Cepade . Total de . Sequéncia
Exp. Sexo Gaiola camundongos:
camundongo camundongos 16S
controle/tratamento
43 CD-1 macho 3/4/3/4 14 7 sim
44 C57BL/6 macho 4/1/1/1/4/1/1/1 14 7 sim
50 CD-1 fémea 3/3/3/3 12 6 sim

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: AbreviagBes: exp., experimento. Sequéncia 16S: Amostras sequenciadas utilizando o
protocolo de codigo de barras duplo usado para amplificar a regido V4 do gene 16S rRNA. Os nimeros
nas colunas das gaiolas referem-se ao nimero de animais colocados em cada gaiola para cada
experimento.

Os camundongos de cada Ilote foram alojados em grupos e/ou
individualmente em gaiolas esterilizadas de aproximadamente 27x17x20 cm de
tamanho com tampa de filtro. As gaiolas continham cama de maravalha esterilizados e
eram mantidas a uma temperatura de 20°C, em um ciclo claro-escuro de 12 horas. O
manuseio dos camundongos e as trocas semanais de gaiola eram realizadas pelos
envolvidos neste trabalho utilizando aventais, mascaras e luvas estéreis em uma cabine
de biosseguranca classe Il B2. Em trés a quatro momentos durante cada experimento,
coincidindo com o pico de eliminac&o de oocistos, os camundongos eram transferidos a

noite para gaiolas com fundo de arame, mantendo-se NnOS mMesSMOS grupos
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experimentais. Essa transferéncia facilitava a coleta de material fecal para a
propagacéao da linhagem MD. Os camundongos foram tratados tanto quanto possivel de
forma idéntica em todos os trés experimentos e foram alimentados com a mesma dieta,
com acesso irrestrito a racdo padrdo estéril para roedores contendo 18% de proteina
(Teklad 2018, Envigo, Indianapolis, IN, EUA).

A partir da chegada dos camundongos a instalacdo, todos os animais
receberam agua potével esterilizada suplementada com 16 mg/L de dexametasona 21-
fosfato. A administracdo da dexametasona comecou 5 dias antes da infeccao e foi
mantida durante todo o experimento, para tornar os camundongos suscetiveis a C.
parvum [24], (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Os
camundongos foram divididos em dois grupos experimentais: (i) grupo controle, que
recebeu apenas a agua suplementada com dexametasona, e (ii) grupo tratamento, que
recebeu a mesma agua suplementada com dexametasona, acrescida de 0,27% de
acido biliar, diluido diretamente na agua de consumo (CAS-No. 8008-63-7, Sigma-
Aldrich), desde o dia 0 da infeccdo por C. parvum até o final do experimento. Essa
dosagem de &cido biliar foi definida com base em experimentos anteriores do grupo de

pesquisa do Dr. Widmer (estudos nao publicados).

2.3.3 Infeccéo e coleta de amostras fecais

Os oocistos de Cryptosporidium parvum isolado MD foram purificados do
material fecal em gradientes de 10% p/v—25% p/v Nycodenz em agua estéril (Alere
Technologies, Oslo, Noruega), conforme descrito por Widmer e colaboradores [25], para
infeccdo dos animais. Os camundongos foram infectados oralmente com 50.000
00CIstos.

As amostras foram coletadas individualmente de cada camundongo nos dias
-3, 1, 5, 9 e 15 para o experimento 43; dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 para o experimento 44 e
dias -3, -1, 3, 7, 12, 16 e 18 para o experimento 50. Os oocistos eliminados nas fezes
foram analisados por microscopia Optica, corados com coloracdo acido-resistente em

esfregacos fecais [26] e, em seguida, quantificados utilizando qPCR.
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2.3.4 Biologia Molecular

A concentracdo média de eliminagdo de oocistos foi estimada usando uma
curva padrao desenhada com base no ponto de cruzamento de PCR (Ct) obtido para
quatro padrdes de DNA de C. parvum, sendo 108, 10°, 10* e 10°/ oocistos contados em
100 pL. Para cada camundongo a deteccdo média de Cryptosporidium foi obtido
normalizando o nimero estimado de copias de DNA COWP em relacdo ao peso das
fezes. O DNA foi extraido das amostras apés pesagem em um volume ndo superior a
250 mg em um instrumento QIAcube usando o kit QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit
(Cat. n.° 51804) de acordo com as instrugcoes do fabricante. O DNA foi eluido em 50 pl
de tampé&o de eluicdo e armazenado a -20 °C.

Para o mix da reacdo na gPCR utilizamos as quantidades de 4uL de
amostra; 10 uL de Mastermix QuantiNova Probe (Qiagen, Applied Biosystems); 4 uL de
agua ultrapura e 2 yL de Primer Probe preparado com 100 pL de cada um dos
reagentes a seguir: CryptoCOWP FWD GAT GCT ATC TGT CCA CCA GAA T,
concentracéo final de 50 puM; CryptoCOWP REV CAC CTG TTC CCA CTC AAT GTA
concentracéo final de 50 uM e CryptoCOWP PRB-Cy3 /5Cy3/TCT CCA GTC ACA AAG
GAA TGC CCA /3IAbRQSp/ concentracéo final de 25 uM, depois de fazer a mistura dos
primers com probe no volume de 300 uL, adicionamos agua suficiente para completar
1mL (700 pL). Os primers foram desenhados por Lee, Sangum (dados nao publicados).
As amostras foram colocadas no termociclador micPCR version 2.12 Rev D, a
desnaturacao inicial do DNA foi feita a 95°C por 3 minutos, seguida de 45 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 1 minutos e extensao
final a 72°C por 5 minutos. Um total de 177 amostras fecais de 39 camundongos
pertencentes a trés experimentos separados foram incluidos nas andlises apresentadas
aqui.

O protocolo de cédigo de barras duplo descrito por Kozich e colaboradores
[27], foi usado para amplificar a regido V4 do gene 16S rRNA e codificar cada amplicon
de forma unica. A concentracdo do amplicon foi estimada usando um fluorémetro Qubit
3 (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts). Os amplicons foram

combinados em concentragbes aproximadamente iguais. A biblioteca foi selecionada
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por tamanho com o sistema Pippin Prep. A biblioteca foi sequenciada em pares de 300
nucleotideos em um instrumento Illlumina MiSeq operado pela instalacdo central de

gendmica da Tufts University (tucf.org).

2.3.5 Procedimentos de analise de sequéncia 16S

As sequéncias formatadas em FASTQ foram processadas usando programas
do pipeline mothur [28], essencialmente como descrito por Ferrari e colaboradores [29].
Resumidamente, subamostras aleatorias de 10.000 sequéncias por amostra foram
processadas usando o programa sub.sample em mothur e os contigs de sequéncia
foram obtidos dos pares de sequéncia R1 e R2 usando make.contigs, com a opcao
trimoverlap definida como “T”. Distancias filogenéticas UniFrac pareada [30], entre
amostras foram calculadas em mothur. Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUSs)
foram obtidas usando o comando classify.otu, este comando é usado para obter uma
taxonomia de consenso para uma OTU (uma unidade taxondmica operacional (OTU) é
uma definicdo pratica utilizada para categorizar conjuntos de individuos que estdo
estreitamente associados, abordagens baseadas em OTU possibilitam a investigacdo
da distribuicdo de sequéncias identificadas por meio de diferentes técnicas, as quais
nos permitem medir atributos ecoldgicos como abundancia, variedade e semelhanca),
também em mothur. A extensdo do excel GenAlEx [31,32], foi usado para desenhar os
graficos de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) usando matrizes de distancia
UniFrac ponderadas como entrada. Os indices de diversidade alpha (a) foram

calculados usando o programa summary.single em mothur.

2.3.6Controle de qualidade das reacbes de PCR e da biblioteca de

sequenciamento

Como os amplicons 16S de diferentes experimentos foram sequenciados em
diferentes bibliotecas, avaliamos o efeito da reacdo de sequenciamento nos dados da
sequéncia. Para esse objetivo, um amplicon V4 separado amplificado de uma

populacdo bacteriana sintética (BEI Resources HM-782D) foi incluido em cada
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biblioteca. As sequéncias desses amplicons foram comparadas usando o0 mesmo
pipeline de mothur e a distancia UniFrac ponderada entre todas as combina¢cdes em
pares foi calculada. Um segundo procedimento para avaliar a qualidade dos dados da
sequéncia e estimar a variacdo técnica foi a inclusdo em cada biblioteca de
sequenciamento de amplicons com coédigo de barras exclusivo originarios da mesma
amostra fecal. Essas réplicas nos permitiram estimar a magnitude do erro técnico
introduzido pela reacdo de PCR e sequenciamento.

Como controle de qualidade de sequenciamento comparamos valores de
distancia UniFrac entre as réplicas com a distancia entre pares aleatérios de amostras.

O mesmo foi feito para os valores de diversidade de Shannon.

2.3.7 Disponibilidade de dados

Os dados da sequéncia 16S foram depositados no formato FASTQ no
Sequence Read Archive, National Library of Medicine, National Center for
Biotechnology Information (NIH), sob os ndmeros de projeto PRINA1055972 para os
experimentos 43 e 44; PRINA1219597 para o experimento 50.

2.3.8 Anéalise estatistica

A andlise estatistica foi conduzida utilizando diferentes abordagens para
avaliar a influéncia da administracéo oral de &cidos biliares na microbiota intestinal e no
curso da infeccdo por C. parvum em camundongos. Todas as analises estatisticas
foram realizadas usando o software SigmaPlot (versdo 15). Para comparar grupos
experimentais, diferentes testes estatisticos foram aplicados conforme a natureza dos
dados e as comparacg0Oes realizadas. A comparacgéo entre dois grupos foi feita por meio
do teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Para comparacdes entre
multiplos grupos, utilizou-se a analise de variancia (Two Way Repeated Measures
ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas quando os dados
apresentavam distribuicdo normal. Quando a distribuicdo n&o era normal, foi aplicado o

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparac¢des mdltiplas. Além
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disso, foi realizado o teste de Correlacdo de Pearson para investigar possiveis relacfes
entre a producdo de oocistos e a diversidade microbiana. A significancia estatistica foi
considerada para valores de p < 0,05. Adicionalmente, a média de Z-score que foi
calculada para normalizar os dados e faciltar a comparacdo entre diferentes
experimentos. A estrutura da comunidade microbiana foi analisada por meio da
distancia UniFrac ponderada, um método que considera diferencas filogenéticas entre
as amostras. A Andalise de Coordenadas Principais (PCoA) foi empregada para
visualizar a diversidade beta (8) e possiveis agrupamentos conforme o tratamento. Para
testar a significancia do agrupamento por tratamento, foi utilizada a analise multivariada
nao parameétrica de Similaridade de Analise (ANOSIM), [33]. O programa ANOSIM foi
executado em mothur usando uma matriz de distancia UniFrac ponderada como
entrada. A Analise Discriminante Linear conforme implementada no programa LEfSe
[34], foi usada para identificar diferencas estatisticamente significativas nos perfis de
abundéancia de OTU entre dois grupos de amostras definidos pelo tratamento com acido
biliar e o grupo controle. O comando LefSE (Linear Discriminant Analysis Effect Size),
no mothur € usado para identificar taxons bacterianos que sao significativamente
diferentes entre grupos. Ele integra testes estatisticos para detectar caracteristicas
(como OTUs) que determinam agrupamentos de diferentes amostras. Utilizamos como
entrada no programa as abundancias relativas de OTUs para identificar os taxons
bacterianos, que caracterizam o0s agrupamentos (exp.43= 72 amostras, exp.44= 64
amostras, exp.50= 40 amostras). Utilizamos o teste Qui-quadrado para avaliar
diferencas estatisticas entre os taxons do grupo controle em comparacdo ao
tratamento. Os indices de diversidade a, como o indice de Shannon, foram calculados
para avaliar a diversidade taxonémica das comunidades microbianas nas amostras.
Para examinar a relagcdo entre a concentracdo de oocistos e o perfil da microbiota, foi
utilizada a Andlise de Redundancia (RDA), que permite testar associagfes estatisticas
entre variaveis ambientais e comunidades microbianas. Esta andlise foi executada com
o programa CANOCO [35]. Gréficos de dispersado, boxplots e graficos de barras foram

gerados para ilustrar os resultados das analises.
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2.4 Resultados

2.4.1 Controle de qualidade das analises

Nossas andlises de controle de qualidade nos mostraram que as sequéncias
dos amplicons que foram comparadas usando o mesmo pipeline de mothur e a
distancia UniFrac ponderada entre todas as combinacdes em pares ndo mostra
nenhuma evidéncia de que a biblioteca ou a reacdo de sequenciamento tenham
impactado os resultados. Em média, as distdncias em pares entre 0s controles
amplificados de uma populacdo bacteriana sintética (BEI Resources HM-782D) foram
muito pequenas, com média de 0,08 unidades de distancia UniFrac (3 comparacoes,
DP = 0,03). Esta métrica de distancia varia de 0 para duas populacfes idénticas a 1
para duas populagdes que ndo compartilham sequéncias ou OTUs.

Um segundo procedimento para avaliar a qualidade dos dados da sequéncia
e estimar a variacdo técnica foi a inclusdo em cada biblioteca de sequenciamento de
amplicons com coédigo de barras exclusivo originarios da mesma amostra fecal. A
distancia UniFrac ponderada entre amplicons duplicados foi de 0,0466; 0,0898; 0,0907
(experimento 43, 3 amostras duplicadas), 0,0751; 0,0563; 0,0648; 0,0316; (experimento
44, 4 amostras duplicadas), 0,1886; 0,1284; 0,1335; 0,1160 (experimento 50, 4
amostras duplicadas). Nossas analises de controle de qualidade de sequenciamento
comparando valores de distancia UniFrac entre réplicas com a distancia entre amostras
nao replicadas demonstrou que réplicas sdo mais semelhantes entre si do que pares de
amostras nao replicadas (Figura 2), enquanto réplicas possuem meédia de 0,09
unidades de distancia UniFrac (11 comparac¢fes, DP = 0,05), amostras ndo aleatérias
possuem média de 0,45 unidades de distancia UniFrac (177 comparacdes, DP = 0,13).
Experimento 43, unidade de distancia UniFrac para amostras ndo replicadas 0,39 e
réplicas 0,08, experimento 44, unidade de distancia UniFrac para amostras nao
replicadas 0,35 e réplicas 0,06 e experimento 50, unidade de distancia UniFrac para

amostras nao replicadas 0,33 e réplicas 0,14 respectivamente.
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Figura 2 - PCoA com base na distancia UniFrac por experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Legenda: As réplicas séo representadas por tridngulos e quadrados em vermelho, enquanto amostras
nao duplicadas sao representadas exclusivamente por circulos na cor preta. A distancia entre réplicas é
uma medida de variagdo técnica.

2.4.2 Camundongos alojados individualmente vs camundongos alojados em

grupo

Porque a forma do alojamento e o comportamento dos animais pode
influenciar no microbioma fecal dos camundongos [22] fizemos experimentos para
verificar se 0 mesmo ocorreu com 0s nossos camundongos do experimento 44, nessa
analise observamos mudancas significativas na microbiota dos grupos alojados

individualmente em comparac¢do com os camundongos alojados em grupo (ANOSIM p=
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<0.001). A distancia UniFrac ponderada [30], foi usada como uma medida da
diversidade 8. O numero de valores de diversidade B8 entre camundongos alojados em
conjunto foi 32. Para camundongos alojados individualmente, 28 valores de
diversidade. Neste experimento, ao contrario do que j4 foi observado anteriormente
[22], camundongos co-alojados nao abrigaram populacdes bacterianas muito
divergentes (média UniFrac = 0,34, DP = 0,10) em compara¢cdo com camundongos
alojados individualmente (média UniFrac = 0,38, DP = 0,11). Entretanto o numero

reduzido de amostras pode ter influéncia nos resultados.

2.4.3 Consumo de agua

Um aspecto que devemos considerar neste estudo é a ingestdo de agua
pelos camundongos. A &gua oferecida aos camundongos foi enriquecida com
dexametasona para promover a imunossupressao. Portanto, a diminuicdo no consumo
de 4gua pode resultar em um menor grau de imunossupressao e uma infeccdo menos
severa. Os grupos controles consumiram em média mais agua (experimentos 43, 44 e
50: 8,71ml, 5,14ml e 6,77ml, respectivamente) em comparacdo aos grupos tratados
(experimentos 43, 44 e 50: 7,51 ml, 3,5ml e 4,9ml, respectivamente). Apesar da média
diaria de consumo de agua por camundongo, considerando os trés experimentos,
apresentar variacdo entre os grupos (Figura 3), essa diferenca néo é estatisticamente
significativa, (Mann-Whitney Rank Sum Test, bile vs. controle: p= 0,08). Experimento
43: (i) grupo tratamento, 32 observacdes, sendo dois grupos que receberam tratamento
com &cido biliar, (ii) grupo controle, 32 observacdes, sendo dois grupos designados
controle; Experimento 44: (i) grupo tratamento, 64 observacdes, sendo quatro grupos
que receberam tratamento com acido biliar, (ii) grupo controle, 68 observacdes, sendo
guatro grupos designados controle; Experimento 50: (i) grupo tratamento, 59
observagbes, sendo dois grupos que receberam tratamento com acido biliar, (i) grupo

controle, 60 observacdes, sendo dois grupos designados controle.
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Figura 3 - Consumo de agua diario para cada camundongo.
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Legenda: As cores indicam o tratamento: sendo laranja os grupos tratados com acido biliar e preto os
grupos controles. Cada linha representa um camundongo.

2.4.4 Eliminagdo de oocistos

Em nossos experimentos, em média, os camundongos tratados com bile
eliminaram menos oocistos (teste de soma de postos de Mann-Whitney, bile vs
controle: p= 0,01), as pontuacbes médias para Z score foram calculadas a partir de 19
pontuacbes de COWP de camundongos tratados com bile, o tamanho da amostra para
0s controles é 17 de pontuacdes de COWP. Através da andlise de todos os dados de
DNA COWP/grama de fezes, ao distinguir as amostras de camundongos que foram

tratados das que nao receberam tratamento, utilizando a média normalizada com base
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no numero de observacdes em cada conjunto de experimentos, conseguimos notar que
houve uma diminuicdo de 63% na concentracdo de DNA fecal de C. parvum no
experimento 43, com 18 amostras no grupo de tratamento e 21 amostras no grupo
controle; uma queda de 88,0% no experimento 44, que contou com 22 amostras no
grupo de tratamento e 25 amostras no grupo controle e uma reducdo de 36,8% no
experimento 50, com 30 amostras no grupo de tratamento e 22 amostras no grupo
controle. Utilizando os mesmos dados, aplicamos o teste estatistico Two Way Repeated
Measures ANOVA, resultando em p= 0,181 para o exp.43; p= 0,036 para o exp.44; e p=
0,153 para o exp.50, respectivamente, comparar 0s grupos de tratamento com o0s

grupos de controle (Figura 4 e Figura 5).

Figura 4 - Concentragdo de DNA de C. parvum nas fezes estimado com COWP gPCR
e normalizados para pontuacdes Z (média subtraida e dividida por DP).
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Fonte: Widmer, 2024.
Legenda: O grafico mostra dados de 3 experimentos. Os dados sdo originarios de 3 experimentos
independentes.
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Figura 5 - Concentracdo de DNA de C. parvum nas fezes estimado com COWP gPCR
e normalizados pelo peso das fezes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
Legenda: As cores indicam o tratamento: sendo laranja os grupos tratados com acido biliar e preto os

grupos controles. Cada linha representa um camundongo.

Durante os experimentos, alguns camundongos em condicdes moribundas
foram submetidos a eutanasia devido ao seu estado critico. A distribuicdo dos casos
por experimento e grupo foi a seguinte: Experimento 43 (i) grupo tratamento: 1
camundongo eutanasiado; (i) grupo controle: 0 camundongos eutanasiados;
Experimento 44 (i) grupo tratamento: 1 camundongo eutanasiado; (ii) grupo controle: 0
camundongos eutanasiados; Experimento 50 (i) grupo tratamento: O camundongos
eutanasiados; (i) grupo controle: 3 camundongos eutanasiados. No total, 5

camundongos foram submetidos a eutanasia ao longo dos experimentos, sendo 2 do

grupo tratamento e 3 do grupo controle.
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2.4.5 Eliminacao de oocistos vs diversidade a

O teste de Pearson Correlation mostrou que nédo ha relagbes significativas
entre nenhum par de variaveis na tabela de correlagdo (p > 0,050). A producdo de
oocistos normalizada para o volume de fezes foi plotada contra a diversidade de
Shannon para 39, 34 e 14 amostras nos experimentos 43, 44 e 50, respectivamente

gue foram analisadas para ambas as propriedades (Figura 6).

Figura 6 - Producao de oocistos normalizada por volume de fezes foi plotada contra a
diversidade de Shannon.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025
Legenda: A cor indica o grupo experimental, sendo experimento 43 preto, experimento 44 verde, e
experimento 50 vermelho.
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2.4.6 Diversidade B

A andlise de coordenadas principais (PCoA) da microbiota fecal dos trés
experimentos separadamente mostra mudancas significativas na microbiota dos grupos
tratados com bile em comparacdo aos controles (exp.43, n= 72 amostras, ANOSIM p=
<0.001, R=0.162; exp.44, n= 60 amostras, ANOSIM p= 0.089, R= 0.026; exp.50, n= 40
amostras, ANOSIM p= <0.001, R=0.211, (Figura 7). Porque a infeccdo é conhecida por
impactar a microbiota [36], fizemos a mesma analise dos trés experimentos
separadamente das amostras antes do dia zero, ou seja, antes da infeccdo. Desta
forma a andalise das amostras antes do dia zero elimina o efeito da infeccdo por
criptosporidiose na microbiota e permite detectar qualquer efeito do microbioma na
criptosporidiose. Os dados nos mostram que nos experimentos exp.43, n= 14 amostras,
ANOSIM p= 0.28, R= 0.029 e exp.50, n= 14, ANOSIM p= 0.059, R= 0.098, nao
possuiam nenhuma diferenca significativa no microbioma, enquanto no exp.44, n= 14
amostras, ANOSIM p= 0.044, R= 0.026, havia uma leve diferenga observada na

microbiota fecal dos grupos tratados e controles.
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Figura 7. Analise de PCoA de distancias pareadas entre a microbiota fecal do
camundongo com base na diversidade beta do UniFrac.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Legenda: Cada icone indica uma amostra coletada, com as amostras sendo coloridas de acordo com o
tratamento, onde o laranja representa o grupo de tratamento e o preto refere-se ao grupo controle. Esses
sdo 0s mesmos graficos mostrados na Figura 2, exceto que os pontos de dados sdo coloridos de acordo
com o tratamento. Assim como nha Figura 2, os quadrados e triangulos denotam as amostras que foram
replicadas.

2.4.7 Diferencas encontradas devido ao lote de camundongos

Realizamos uma andlise de coordenadas principais (PCoA) da microbiota
fecal dos trés experimentos combinados para verificar variagdes entre os trés grupos de
camundongos (todos os experimentos juntos 43-44-50, ANOSIM p < 0,001, R = 0,609;
experimentos 43-44, ANOSIM p < 0,001, R = 0,675; experimentos 43-50 ANOSIM p <
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0,001, R = 0,713; experimentos 44-50 ANOSIM p < 0,001, R = 0,415), observando

variacdes na microbiota de acordo com o lote de camundongos (Figura 8).

Figura 8 - Analise de PCoA de distancias pareadas entre a microbiota fecal dos
camundongos dos trés experimentos juntos com base na diversidade beta do UniFrac.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024
Legenda:A cor indica o experimento, sendo experimento 43 preto, experimento 44 verde, e experimento
50 vermelho.

A Analise Discriminante Linear conforme implementada no programa LEfSe
[34], foi usada para identificar diferencas estatisticamente significativas nos perfis de
abundancia de OTU entre dois grupos de amostras definidos pelo tratamento com acido
biliar e o grupo controle. Observamos com esses dados da saida do programa LefSe
para OTUs individuais uma diferenca significativa por meio do Qui-quadrado entre os
taxons do grupo controle em comparacdo ao tratamento, Experimento 43 p= <0.001,
Experimento 44 p= 0,0273, Experimento 50 p= <0.001. A figura 9 representa as

taxonomias mais abundantes em cada experimento.
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Figura 9 - A taxonomia do microbioma fecal de camundongos tratados e controles
mostra uma grande diferenca entre cada experimento, quando comparada a diferenca

minima entre tratado e controle.
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Legenda: Graficos de barras empilhadas de taxonomia: a cor indica filo identificado; Proteobactérias
verdes; Firmicutes vermelho; Actinobactérias azul escuro; Verrucomicrobia laranja; Bacteroidetes azul
turquesa. O grafico foi criado utilizando a saida do comando classify.segs, nivel 2.

Empregamos o grafico biplot gerado a partir de uma andlise conduzida via
RDA, nele consta os trés experimentos, destacando as pontuacdes de OTUs e a
variagcdo das OTUs que tém menor e maior ligacdo com o0s experimentos e revela o
efeito reduzido do tratamento com bile em relacdo ao experimento (Figura 10). Os
vetores apontam para maior variacdo explicada pela variavel independente
(tratamento), quanto maior o vetor, maior a variagdo explicada por ela. Podemos
perceber que os Bacteroidetes (vetores em azul) sdo os mais variaveis, ou seja as
OTUS melhor explicadas pelo experimento sdo em sua maioria Bacteroidetes (Figura
11A), sendo que as OTUs menos correlacionados com o experimentosao sdo em sua
maioria Firmicutes (vetores em vermelho) (Figura 11B). Ou seja, Bacteroidetes séo os
filos mais variaveis nos trés experimentos e Firmicutes sao relativamente uniformes em

sua abundancia independente do experimento ou tratamento utilizado. Na Figura 12
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podemos visualizar o grafico de barras empilhadas criado usando as contagens de
OTUs da coluna FitE, nele podemos observar como a proporcdo de filos muda.
Enquanto as porcentagens baixas de FitE s&o principalmente (85%) Firmicutes, o grupo
muito alto (96-100% FitE) é principalmente Bacteroidetes. Isso nos diz que OTUs de
Firmicutes tendem a ter uma abundancia semelhante em todos os 3 experimentos,
enquanto Bacteroidetes sdo muito mais variaveis e variam em abundancia de acordo

com o experimento. Isso também ficou aparente nos biplots (Figura 11A e 11B).

Figura 10 - O grafico biplot mostrado a seguir foi elaborado a partir de uma analise de
RDA e representa os trés experimentos realizados.
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Legenda: As linhas do gréfico representam as pontuagfes das OTUs, que estao codificadas por cores de
filos, como, por exemplo, Proteobactérias em verde; Firmicutes em vermelho; Actinobactérias em azul
escuro; Verrucomicrobia em laranja; e Bacteroidetes em azul turquesa. Uma linha mais longa indica
maior ajuste ao modelo RDA, ou seja, linhas mais longas indicam que uma OTU especifica estava
fortemente associada ao experimento, enquanto uma linha curta indica que uma OTU especifica variou
pouco entre a microbiota de diferentes experimentos.



44

Figura 11 - O biplot ilustra os trés experimentos realizados, foi criado a partir de uma
RDA e ilustra os trés experimentos, destacando as pontuacdes de OTUs e a variacéo
das OTUs que tém menor e maior ligacdo com os experimentos.
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Fonte: Widmer, 2025.

Legenda: Em particular, Firmicutes mostrados em vermelho sdo abundantes em 11B, indicando que bactérias
neste filo tendem a variar menos entre experimentos. O oposto parece ser o caso de Bacteroidetes, pois sdo
mais abundantes nas OTUs que sao mais fortemente associadas ao experimento em 11A. As Proteobactérias
estdo em verde; as Firmicutes em vermelho; as Actinobactérias em azul escuro; as Verrucomicrobia em
laranja; e as Bacteroidetes em azul turquesa. A variagdo observada entre os experimentos esta intensamente
ligada as Bacteroidetes, enquanto as Firmicutes apresentam uma grande diversidade. Os dois graficos
apresentam escalas diferentes para destacar de forma mais clara o ajuste ao modelo RDA.
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Figura 12 - Grafico de barras abaixo foi criado utilizando as contagens de OTUs dos trés
experimentos juntos, em funcdo da porcentagem da variagdo explicada pela variavel
independente, neste caso o experimento.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Legenda: Categorias de baixa porcentagem, como 0-10% e 11-20%, compreendem OTUs que néao
variam de acordo com 0 experimento, enquanto categorias de alta porcentagem incluem OTUs que
variaram em abundéancia entre os experimentos. Os dados necessérios para fazer os graficos de barras
empilhadas sdo as porcentagens de FitE produzidas por RDA. As cores indicam uma classificacdo
taxonbmica para cada OTU.

2.5 Discusséao

O 4cido biliar foi selecionado por quatro razdes principais; (a) a bile induz a
excistacdo de oocistos de espécies de Cryptosporidium que infetam regiées distais do
trato gastrointestinal [19,37,38,39], (b) o crescimento de C. parvum pode ser
prejudicado in vitro pela adigdo de acidos biliares secundérios [40], (c) podem impedir 0
crescimento de C. difficile in vitro [18] e (d) os acidos biliares possuem atividades
antimicrobianas [41].

Nossas analises de controle de qualidade indicaram que as sequéncias dos

amplicons, processadas pelo mesmo pipeline do mothur, ndo apresentaram sinais de
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influéncia da biblioteca, da reacdo de PCR ou da reacdo de sequenciamento nos
resultados. Além disso, a distancia UniFrac ponderada entre todas as comparagdes em
pares ndo revelou qualquer evidéncia de impacto desses fatores na analise dos dados.
Isso aumenta a confiabilidade em nossos resultados.

Observacdes esporadicas revisadas acima [11,12,42,43], indicam que a
proliferacéo de Cryptosporidium pode ser afetada pela Ml e vice-versa, e nos levaram a
investigar o efeito do alojamento dos camundongos na microbiota fecal e a associagao
entre a microbiota e o curso da infec¢do. Para esta andlise, utilizamos as amostras do
experimento 44, no qual camundongos foram alojados tanto em grupo quanto
individualmente. Observamos mudancas significativas na microbiota dos camundongos
mantidos individualmente em comparacao com aqueles alojados em grupo. No entanto,
a analise da distancia UniFrac ponderada indicou que as populacbes bacterianas
desses dois grupos ndo eram drasticamente diferentes. Vale ressaltar que o numero
reduzido de amostras pode ter influenciado os resultados. Na auséncia de interacdo
entre camundongos, camundongos alojados individualmente sdo um modelo ideal para
medir o efeito de condi¢cbes experimentais especificas no curso da criptosporidiose, na
MI e para detectar possiveis associacdes entre infeccdo e microbiota.

Em nossos experimentos, em média, os camundongos tratados com bile
eliminaram menos oocistos. Esses resultados lembram C. difficile, onde um aumento
nos niveis de acidos biliares secundarios foi associado a diminuicdo em sua recorréncia
[18]. Experimentos feitos por Funkhouser- Jones e colaboradores mostraram que a
administracdo oral de acidos biliares secundarios atrasou a progressao do ciclo de vida
do parasito in vitro e reduziu a gravidade da infeccdo em camundongos, porque 0S
metabdlitos da microbiota prejudicam a funcdo mitocondrial e contribuem para a
resisténcia da colonizacdo a infeccdo por Cryptosporidium [40]. Essa observacao
também pode explicar os resultados observados por nds. Outros autores também ja
comprovaram in vitro o efeito dos acidos biliares secundarios no Cryptosporidium
[19,44], como por exemplo na excistacdo de algumas espécies de Cryptosporidium que
afetam o duodeno, e 6rgaos Gl distais. De forma significativa, o efeito do acido biliar
nao foi observado em espécies de Cryptosporidium que infectam o estbmago [19]. Além

disso, os metabdlitos intestinais mais prevalentes em camundongos adultos, que
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apresentam maior resisténcia a infeccdo por C. parvum, também ndo demonstraram
uma relacéo clara com a acéo do acido biliar.

Os 4&cidos biliares também influenciam na diversidade da microbiota. Em
humanos, o acido tauro-B-muricoélico (tauro-B-MCA) e o acido taurocoélico sao essenciais
para o desenvolvimento de uma microbiota diversa, semelhante a adulta [45]. Além
disso, o metabolismo do hospedeiro pode ser afetado tanto por modificacbes
microbianas dos acidos biliares, 0 que leva a alteracao da sinalizag&o via receptores de
acidos biliares, quanto por alteracdes na composicdo da microbiota [20].

Um estudo que analisou a composi¢cdo de &acidos biliares nas fezes de
pacientes com infeccado recorrente por Clostridioides difficile demonstrou que essa
condigdo leva a uma disbiose intestinal, resultando no acumulo de &cidos biliares
primarios no trato gastrointestinal. Alguns desses acidos primarios podem favorecer a
germinacao dos esporos e o0 crescimento vegetativo de C. difficile. Em contrapartida, os
acidos biliares secundarios, que sao produzidos pela conversdao microbiana dos
primérios, desempenham um papel fundamental na homeostase do hospedeiro e na
resisténcia contra infec¢des, incluindo C. difficile [18,46,47]. Assim, acredita-se que o
equilibrio entre acidos biliares primarios e secundarios seja um fator determinante na
resisténcia ou suscetibilidade a infeccédo [48]. A conversdo de acidos biliares primarios
em secundarios, realizada pela microbiota intestinal, é essencial para limitar a
proliferacéo de C. difficile e evitar infec¢des recorrentes.

A producdo de oocistos ndo esta relacionada a diversidade do microbioma
bacteriano em nenhum dos experimentos, o teste de Pearson Correlation mostrou néo
haver relacfes significativas entre os dados de COWP com a diversidade de Shannon,
métrica de diversidade utilizada para avaliar a diversidade a. Nossas analises de
coordenadas principais (PCoA) da microbiota fecal comparando os trés experimentos
separadamente mostra mudancgas significativas na microbiota dos grupos tratados em
comparacao aos controles. A mesma analise foi feita para as amostras colhidas antes
de realizarmos a infeccédo por Cryptosporidium para sabermos se a mesma diferenca
estatistica estaria presente. Com excecdo do experimento 44 ndo tinha nenhuma
diferenca da microbiota do grupo tratamento em comparacdo ao grupo controle.

Todavia, ja foi observado anteriormente que pode haver uma segregacdo da microbiota
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que povoa camundongos de diferentes lotes, antes mesmo de haver qualquer
intervencao experimental [22].

A MI é composta predominantemente por dois grupos bacterianos —
Firmicutes e Bacteroidetes — que, em microbiotas saudaveis, representam mais de 90%
da comunidade, além de outros grupos menores como Proteobacteria, Actinobacteria e
Verrucomicrobia [49]. Em nossos experimentos, a analise taxondmica do microbioma
fecal revelou que os niveis de Bacteroidetes variaram significativamente entre os
diferentes lotes de camundongos, enquanto Firmicutes apresentaram variacbes
minimas entre os experimentos. Essa disparidade € importante, pois a Ml modula
processos biologicos essenciais, incluindo a resposta imunolégica, o metabolismo e a
resposta a infec¢des. Assim, camundongos de lotes diferentes, que possuem
microbiotas distintas, podem apresentar respostas imunoldgicas e fisiolégicas variadas,
reagindo de maneiras diversas a patégenos [50,51]. Com base nisso, duas estratégias
podem ser consideradas: (i) Normalizar a microbiota antes da infeccdo experimental,
realizando uma analise prévia para identificar e ajustar as diferencas na abundancia de
filos variaveis entre camundongos e grupos experimentais, de modo a reduzir as
variacfes na resposta a infeccao; (i) Melhorar a protecdo contra infeccdes entéricas
através da introducdo de microbiota intestinal de doadores resistentes, promovendo
uma composicao microbiana mais homogénea e favoravel a defesa do hospedeiro.

Firmicutes (recentemente reclassificado para Bacillota [52] e Bacteroidetes,
quando em proporgbes muito baixas podem ser biomarcadores precisos para
suscetibilidade a criptosporidiose, isso também foi observado por Hurle e colaboradores
[53]. Enquanto, diversas bactérias inflamatérias sdo vistas se estabelecendo no
intestino dishiético. Bactérias da familia Proteobacteria sdo reconhecidas por sua
habilidade de se instalar no intestino em situa¢cfes disbioticas, incluindo enfermidades
[54].

Nossos dados mostram que nédo houve um efeito do tratamento da bile,
comparado ao experimento e podemos notar que os filos Bacteroidetes sdo os mais
variaveis entre os trés experimentos, enquanto os filos de Firmicutes ndo séo
correlacionados com o experimento estando presente de forma mais uniforme

independente da cepa de camundongo ou tratamento utilizado. Por falta de controles



49

negativos (camundongos nao infectados) e visto que os tratamentos com &acido biliar
nos trés experimentos foram iniciados no dia zero, mesmo dia da infeccdo por
Cryptosporidium, ndo podemos afirmar que a microbiota intestinal bacteriana modulada
pelo acido biliar exerceu alguma influéncia sobre a gravidade da infeccéo.

2.6 Concluséao

Nossos dados mostram que né&o houve um efeito do tratamento da bile sobre
0 microbioma, ao passo que o impacto de cada experimento se mostrou mais evidente
do que o tratamento. O estudo apresentado é importante para nosso objetivo de criar
intervengcbes que ajudem a reduzir os efeitos debilitantes causados pela
criptosporidiose. Essas iniciativas tornam-se ainda mais relevantes, considerando os
desafios relacionados a criacdo e a avaliagdo de medicamentos curativos. Ademais,
essa pesquisa fornece informacdes valiosas para promover o entendimento do acido
biliar como uma possivel terapia tanto para humanos quanto para animais afetados pela

criptosporidiose.
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€ Read the group authorship policy.
Author contributions

Provide at minimum one contribution for each author in the submission system. Use the CRediT taxonomy
to describe each contribution. Read the policy. i

Contributions will be published with the final article, and they should accurately reflect contributions to the
work. The submitting author is responsible for completing this information at submission, and we expect
that all authors will have reviewed, discussed, and agreed to their individual contributions ahead of this
time.

PLOS Pathogens will contact all authors by email at submission to ensure that they are aware of the
submission.

Cover letter
Upload a cover letter as a separate file in the online system.
The cover letter should address the following questions:

> Why is this manuscript suitable for publication in PLOS Pathogens?

> Why will your study inspire other members of your field, and how will it drive research forward?

You may recommend a suitable Associate Editor to handle your submission; however, the editors reserve
the nght to contact an altemative—either from the board or a guest editor.

The cover letter will only be available to the editor and the journal staff.

Title page

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page of the manuscript
file.

@ Download our sample title, author list_and affiliations page (PDF)

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also entered in a separate
field in the submission system.

The Abstract should be succinct; it must not exceed 300 words. Authors should mention the techniques
used without going into methodological detail and should summarize the most important results.

While the Abstract is conceptually divided into three sections (Background, Methodology/Principal Findings
and Conclusions/Significance), do not apply these distinct headings to the Abstract within the article file.

Do not include any citations. Avoid specialist abbreviations.
Author Summary

We ask that all authors of research articles include a 150-200 word non-technical summary of the work as
part of the manuscript to immediately follow the abstract. This text is subject to editorial change, should be
written in the first-person voice, and should be distinct from the scientific abstract.

Aim to highlight where your work fits within a broader context; present the significance or possible
implications of your work simply and objectively; and avoid the use of acronyms and complex terminology
wherever possible. The goal is to make your findings accessible to a wide audience that includes both
scientists and non-scientists.

Authors may benefit from consulting with a science writer or press officer to ensure they effectively
communicate their findings to a general audience.
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Example Author Summary

Mosquitoes Inoculate High Doses of West Nile Virus as They Probe and Feed on Live Hosts

Introduction

The introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you compose the
Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a brief review of the key literature. If
there are relevant controversies or disagreements in the field, they should be mentioned so that a non-
expert reader can delve into these issues further. The Introduction should conclude with a brief statement
of the overall aim of the experiments and a comment about whether that aim was achieved.

Results

The Results section should provide details of all of the experiments that are required to support the
conclusions of the paper. There is no specific word limit for this section, but details of experiments that are
peripheral to the main thrust of the article and that detract from the focus of the article should not be
included. The section may be divided into subsections, each with a concise subheading. The section
should be written in the past tense.

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in their manuscript fully
available without restriction, with rare exception. When submitting a manuscript online,
authors must provide a Data Availability Statement describing compliance with PLOS's policy.

Our preference is for large data sets, including raw data, to be deposited in an appropriate public
repository. See our list of recommended repositories.

In some cases, authors may provide their data within supporting information files accompanying the
manuscript. Authors should take care to maximize the accessibility and reusability of the data by selecting ¢
file format from which data can be efficiently extracted (for example, spreadsheets or flat files should be
provided rather than PDFs when providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our_policy on data availability. PLOS does not
accept references to “data not shown.”

Discussion

The Discussion should spell out the major conclusions of the work along with some explanation or
speculation on the significance of these conclusions. How do the conclusions affect the existing
assumptions and models in the field? How can future research build on these observations? What are the
key experiments that must be done?

The Discussion should be concise and tightly argued.
The Results and Discussion may be combined into one section, if desired.
Materials and Methods

The Materials and Methods should provide enough detail to reproduce the findings. Submit detailed
protocols for newer or less established methods. Well-established protocols may be referenced.

Details of algorithms and protocol documents for clinical trials, observational studies, and other non-
laboratory investigations may be uploaded as supporting information. These are not included in the
typeset manuscript, but are downloadable and fully searchable from the HTML version of the article. Read
the supporting information guidelines for formatting instructions.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, where protocols can
be assigned their own persistent digital object identifiers (DOIs).

To include a link to a protocol in your article:

1. Describe your step-by-step protocol on protocols.io

2. Select Get DOI to issue your protocol a persistent digital object identifier (DOI)

3. Include the DOI link in the Methods section of your manuscript using the following format provided by protocols.io:
http://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.[PROTOCOL DOI]

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. This allows editors and reviewers to consult
your protocol when evaluating the manuscript. You can make your protocols public at any time by selecting
Publish on the protocols.io site. Any referenced protocol(s) will automatically be made public when your
article is published.

PLOS ONE offers an option for publishing peer-reviewed Lab Protocol articles, which describe protocols
hosted on protocols.io articles. Read more information on Lab Protocol articles.

Consult our reporting guidelines, and include an ethics statement in the Materials and Methods section
when reporting results from human subjects research and animal research.
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Acknowledgments

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be listed in the
Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees to be named.
0 PLOS joumals publicly acknowledge the indispensable efforts of our editors and reviewers on an annual basis. To
ensure equitable recognition and avoid any appearance of partiality, do not include editors or peer reviewers—named or
unnamed—in the Acknowledgments.

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the manuscript file. Funding information
should only be entered in the financial disclosure section of the submission system.

References
Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources include:

> Published or accepted manuscripts

> Manuscripts on preprint servers, providing the manuscript has a citable DOI or arXiv URL.
Do not cite the following sources in the reference list:

> Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished
work,” “data not shown”). Instead, include those data as supplementary material or deposit the data in a publidy available
database.

v

Personal communications (these should be supported by a letter from the relevant authors but not induded in the reference
list)

Submitted research should not rely upon retracted research. You should avoid citing retracted articles unless you need to
discuss retracted work to provide historical context for your submitted research. If it is necessary to discuss retracted work,
state the article's retracted status in your article's text and reference list.

v

Ensure that your reference list includes full and current bibliography details for every cited work at the time
of your article’s submission (and publication, if accepted). If cited work is corrected, retracted, or marked
with an expression of concem before your article is published, and if you feel it is appropriate to cite the
work even in light of the post-publication notice, include in your manuscript citations and full references for
both the affected article and the post-publication notice. Email the journal office if you have questions.

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in the text.
In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We used the techniques developed by our
colleagues [19] to analyze the data”). PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and
first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts.

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.

Formatting references

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they cite, proper formatting of
references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical Joumal Editors (ICMJE),
also referred to as the “Vancouver” style. Example formats are listed below. Additional examples are in the
ICMJE sample references.

Areference management tool, EndNote, offers a current style file that can assist you with the formatting of your references. If
you have problems with any reference management program, please contact the source company's technical support.

Joumal name abbreviations should be those found in the National Center for Biotechnology. Information
(NCBI) databases.

https://journals.plos .org/plospathogens/s/submission-guidelines 712



09/02/2025, 22:02

Source

Submission Guidelines | PLOS Pathogens

Format

Published articles

Accepted,
unpublished articles

Online articles

Books

Book chapters

Deposited
articles (preprints, e-
prints, or arXiv)

Published media (print
or online newspapers
and magazine articles)

New media (blogs,
web sites, or other
written works)

Masters' theses or
doctoral dissertations

Databases and
repositories (Figshare,
arxiv)

Multimedia (videos,
movies, or TV shows)

Supporting information

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, etal. cDNA, genomic sequence cloning and
overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda melanoleuca).
Genet Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South Indian Tamils
may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and TLR9 genes. Mol Immunol. 2014 Nov
22 pii: S0161-5890(14)00313-7. doi: 10.1016/j.molimm.2014.11.005.

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an altemative to or in addition to traditional
volume and page numbers. When providing a DOI, adhere to the format in the example above with
both the label and full DOI included at the end of the reference (doi: 10.1016/j.molimm.2014.11.005).
Do not provide a shortened DOI or the URL.

Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOI.

Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a conceptual
framework. Global Health. 2005;1: 14. Available from:
http:/Awww.globalizationandhealth.com/content/1/1/14

Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia: University of
Pennsylvania Press; 1992.

Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB, editors. AIDS
and the historian. Bethesda: National Institutes of Health; 1991. pp. 21-28.

Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid metabolism
conflicts with protein diversity. arXiv.1403.3301v1 [Preprinf]. 2014 [cited 2014 March 17]. Available
from: hitps//128.84.21.199/abs/1403.3301v1

Kording KP, Mensh B. Ten simple rules for structuring papers. BioRxiv [Preprint]. 2016 bioRxiv 088278
[posted 2016 Nov 28; revised 2016 Dec 14; revised 2016 Dec 15; cited 2017 Feb 9] [12 p.]. Available
from: hitps://www.biorxiv.org/content/10.1101/088278v5 doi: 10.1101/088278

Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another Danger. The
New York Times. 2014 Jan 29 [Cited 2014 March 17]. Available from:
hittp:/Awww.nytimes.comv2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-penguins-study-
finds_html

Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs [Internef]. San
Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available from:

http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.

Wells A. Exploring the development of the independent, electronic, scholarly joumal. M.Sc. Thesis,
The University of Sheffield. 1999. Available from: httpJ/cumincad.scix.net/cgi-bin'works/Show?2e09

Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013 [cned 2013 Oct 5J Database: figshare
[Intemet]. Available from: http://figshare X ea

Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their manuscripts. All
supporting information will be subject to peer review. All file types can be submitted, but files must be
smaller than 20 MB in size.

Authors may use almost any description as the item name for a supporting information file as long as it
contains an “S” and number. For example, “S1 Appendix” and “S2 Appendix,” “S1 Table” and “S2

Table,” and so forth.
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Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited.
Supporting information captions

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit captions in a separate
file.

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend including a one-line title as
well. You may also include a legend in your caption, but it is not required.

https://journals.plos .org/plospathogens/s/submission-guidelines 8/12



09/02/2025, 22:02 Submission Guidelines | PLOS Pathogens

Example caption

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.

In-text citations
We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is not a requirement. If

you cite supporting information in the text, citations do not need to be in numerical order.

€ Read the supporting information guidelines for more details about submitting supporting information and multimedia
files.

Figures and Tables
Figure files

You can include figures in the main manuscript file at initial submission. If the manuscript reaches the
revise stage, prepare and submit each figure as an individual file.

Cite figures in ascending numeric order at first appearance in the manuscript file.

o For detailed instructions, read the guidelines for figures.

Figure Captions

Insert figure captions in manuscript text, immediately following the paragraph where the figure is first cited
(read order). Don't include captions as part of the figure files themselves or submit them in a separate
document.

At a minimum, include the following in your figure captions:

> Afigure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (.g. Fig 1, Fig 2, Fig 3, etc). Match the label of your
figure with the name of the file uploaded at submission (e.g. a figure citation of “Fig 1" must refer to a figure file named
“Fig1.tif").

> A concise, descriptive fitle

The caption may also include a legend as needed.

o For detailed instructions, read the guidelines for figures.

Tables
Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first cited (read order). Do
not submit your tables in separate files.

Tables require a label (e.g., “Table 1”) and brief descriptive title to be placed above the table. Place

legends, footnotes, and other text below the table.

€) Read the guidelines for tables.

Data reporting

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted manuscript should be
deposited in an appropriate public repository, unless already provided as part of the submitted article.

o Read our policy on data availability.

Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types of structured
data, or generalist repositories that accept multiple data types. We recommend that authors select
repositories appropriate to their field. Repositories may be subject-specific (e.g., GenBank for sequences
and PDB for structures), general, or institutional, as long as DOIs or accession numbers are provided and
the data are at least as open as CC BY. Authors are encouraged to select repositories that meet accepted
criteria as trustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal
of Approval. Large, international databases are more likely to persist than small, local ones.

o See our list of recommended repositories.
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To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have integrated our
submission process with a select set of data repositories. The list is neither representative nor exhaustive
of the suitable repositories available to authors. Current repository integration partners include Dryad and
FlowRepository. Please contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner repository:

> Deposit data in the integrated repository of choice.

> Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a dataset DOI (provisional). Authors submitting to
FlowRepository will also receive a private URL for reviewers to gain access to the data.

> Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement, which is requested in the Additional Information section of
the PLOS submission form. Authors using FlowRepository will need to provide the URL passcode in the Attach Files section
for reviewers.

If you have any questions, please email us.
Accession numbers

All appropriate data sets, images, and information should be deposited in an appropriate public repository.
See our list of recommended repositories.

Accession numbers (and version numbers, if appropriate) should be provided in the Data Availability
Statement. Accession numbers or a citation to the DOI should also be provided when the data set is
mentioned within the manuscript.

In some cases authors may not be able to obtain accession numbers of DOIs until the manuscript is
accepted; in these cases, the authors must provide these numbers at acceptance. In all other cases, these
numbers must be provided at full submission.

Identifiers

As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities such as genes,
proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database, for example:

v

Ensembl

v

Entrez Gene

> ElyBase

InterPro

Mouse Genome Database (MGD)

v

v

v

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

v

PubChem

Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use.
Small and macromolecule crystal data

Manuscripts reporting new and unpublished three-dimensional structures must include sufficient supporting
data and detailed descriptions of the methodologies used to allow the reproduction and validation of the
structures. All novel structures must have been deposited in a community endorsed database prior to
submission (please see our list of recommended repositories).

Small molecule single crystal data

Authors reporting X-Ray crystallographic structures of small organic, metal-organic, and inorganic
molecules must deposit their data with the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), the Inorganic
Crystal Structure Database (ICSD), or similar community databases providing a recognized validation
functionality. Authors are also required to include the relevant structure reference numbers within the main
text (e.g. the CCDC ID number), as well as the crystallographic information files (_cif format) as
Supplementary Information, along with the checkCIF validation reports that can be obtained via the
Intemational Union of Crystallography (IUCr).

Macromolecular structures

Authors reporting novel macromolecular structures must have deposited their data prior to submission with
the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), the Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB), the
Electron Microscopy Data Bank (EMDB), or other community databases providing a recognized validation
functionality. Authors must include the structure reference numbers within the main text and submit as
Supplementary Information the official validation reports from these databases.

Striking image

You can upload a visually striking image alongside your submission, which we may use to showcase your
article through PLOS’ online channels. The Editors-in-Chief choose the monthly issue image from the
striking images submitted with articles scheduled for publication.

Submission Criteria

> Choose an image that represents the article in a striking and eye-catching way.
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v

It can be derived from a figure or supporting information file from the paper, and it may be a cropped portion of an image or
the entire image.

v

Altematively, you can create or source an image, as long as it adheres to our CC BY license.

High resolution: between 300-600 dpi

v

v

single panel

v

Ideally avoid added details like text, scale bars, and arrows.

How to Submit
1. Submit your striking image to the submission system using the file type “Striking Image”.
2. Upload a separate file with corresponding caption.

If no striking image is uploaded, a member of the journal team will choose an appropriate image, which
may be a figure from the submission or a separately sourced CC BY image.

0 Striking images should not contain potentially identifying images of people. Read our policy on identifying_information.

The PLOS licenses and copyright policy also applies to striking images.

Additional Information Requested at Submission

Financial Disclosure Statement

This information should describe sources of funding that have supported the work. If your manuscript is
published, your statement will appear in the Funding section of the article.

Include your statement in the Financial Disclosure section of the initial submission form.
The statement should include:
> Specific grant numbers

> Initials of authors who received each award
> URLSs to sponsors' websites
Also state whether any sponsors or funders (other than the named authors) played any role in:
> Study design
> Data collection and analysis

> Decision to publish

> Preparation of the manuscript

If they had no role in the research, include this sentence: “The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.”

If the study was unfunded, include this sentence as the Financial Disclosure statement: “The author(s)
received no specific funding for this work."

€@ Read our policy on disclosure of funding sources.

Competing interests

The comresponding author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, whether there are any
financial, personal, or professional interests that could be construed to have influenced the work.

Any relevant competing interests of authors must be available to editors and reviewers during the review
process and will be stated in published articles.

€ Readour policy on competing interests.

Related manuscripts

When submitting a manuscript, all authors are asked to indicate that they do not have a related or duplicate
manuscript under consideration (or accepted) for publication elsewhere. If related work has been or will be
submitted elsewhere or is in press elsewhere, then a copy must be uploaded with the article submitted to
PLOS. Reviewers will be asked to comment on the overlap between related submissions.

€ Read our policies on related manuscripts.
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Preprints

PLOS encourages authors to post preprints to accelerate the dissemination of research and

support authors who wish to share their work early and receive feedback before formal peer review.
Deposition of manuscripts with preprint servers does not impact consideration of the manuscript at any
PLOS journal.

Authors posting on bioRxiv may submit direcity to PLOS journals through bioRxiv’s direct transfer to journal
service.

Authors submitting manuscripts in the life science to PLOS Pathogens may opt-in to post their work on
bioRxiv during the PLOS Pathogens initial submission process.

€ Read more about preprints.

Learn how to post a preprint to bioRxiv during PLOS Pathogens initial submission.

Reviewer and editor suggestions

We ask authors to suggest suitable editors and at least four potential reviewers when submitting their
manuscript. Bear in mind any potential competing interests when making these suggestions. It is not
appropriate to suggest recent collaborators or other researchers at your institution. See our policy on
competing interests for more information.

Opposed reviewers
Authors may choose to request that an individual is excluded from the review process and not involved in
their manuscript. When making these suggestions, please provide specific reasons why each person

should not review your submission in each “Reason” box. The editorial team will respect these requests so
long as this does not interfere with the objective and thorough assessment of the submission.

Other Article Types

If you are submitting content other than a research article, read the guidelines for other article types.
You may be eligible for APC support

Many institutional partners globally have publishing agreements with PLOS to allow their corresponding

authors to publish with reduced or no APCs. To determine if your corresponding author is eligible, please
visit our institutional partners page to determine what kind of agreement your institution has with PLOS.

If your corresponding author is affiliated with a participating institution, they must follow the instructions
below to demonstrate eligibility.

o Read the full instructions for_submitting to a journal with the Flat Fee Agreement.

If your corresponding author is not from a participating institution and requires assistance paying publishing
fees, please consider applying for a fee waiver at submission.
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