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RESUMO 

 

A criptosporidiose, causada pelo protozoário Cryptosporidium parvum, é uma infecção 

entérica de grande impacto em humanos e animais, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos e crianças pequenas. Devido à ausência de tratamentos 

eficazes, novas abordagens terapêuticas são necessárias. Estudos indicam que a 

microbiota intestinal e metabólitos derivados do hospedeiro, como os ácidos biliares, 

podem influenciar a infecção pelo parasito. Este estudo investigou o efeito da 

administração oral de ácidos biliares na carga parasitária e na microbiota intestinal de 

camundongos infectados com C. parvum. Foram realizados três experimentos com 

camundongos CD-1 e C57BL/6, divididos em grupos controle e tratamento. Todos os 

animais receberam dexametasona na água, para tornar os camundongos susceptíveis 

à infecção, o grupo de tratamento também recebeu 0.27% de ácido biliar. A carga 

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

sequenciamento de 16S rRNA. Os resultados mostraram que a administração de 

ácidos biliares reduziu significativamente a eliminação de oocistos nas fezes dos 

camundongos, com reduções de 63%, 88% e 36,8% nos três experimentos, 

respectivamente. No entanto, as análises da microbiota intestinal não identificaram 

uma relação direta entre a modulação bacteriana e a carga parasitária. Fatores como 

alojamento e variações entre lotes experimentais foram determinantes na composição 

da microbiota, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos na redução 

da carga parasitária. Esses achados indicam que os ácidos biliares podem representar 

uma estratégia potencial para avaliar se a perturbação da microbiota pode modular o 

crescimento do parasito, embora mais estudos sejam necessários para compreender 

seus mecanismos de ação 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 

quantitative 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 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Criptosporidiose 

 

A criptosporidiose é uma doença negligenciada causada por parasitos 

apicomplexos do gênero Cryptosporidium que têm efeitos devastadores nas populações 

mais vulneráveis, principalmente crianças 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, é transmitido pela via fecal-oral e é 

altamente resistente à desinfecção. Como resultado, este parasito é responsável por 

surtos em grande escala de doenças transmitidas pela água e pelos alimentos (Zahedi; 

Ryan, 2020). Os sintomas da criptosporidiose em humanos incluem diarreia aquosa 

grave, dores fortes na região abdominal, febre baixa, náuseas e/ou vômitos. O curso da 

doença 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 contaminação do meio ambiente e de transmissão para os seres 

humanos (Brook et al., 2009).  Um bezerro doente pode eliminar aproximadamente 1 x 

10 6 oocistos/g de fezes no meio ambiente (Nydam et al., 2001). O número de oocistos 

eliminados pelo hospedeiro infectado, a resistência dos oocistos no ambiente e a baixa 

dose para causar infecção são fatores que tornam o Cryptosporidium spp. um patógeno 

altamente infectante (Vanathy et al., 2017). 

Globalmente, Cryptosporidium ocupa o terceiro lugar entre os patógenos 

entéricos mais comuns em crianças menores de cinco anos (Hlavsa et al., 2021), sendo 

responsável por 9% das mortes infantis relacionadas a diarreias no mundo (Liu et al., 

2016). Entre 2007 e 2017, a prevalência de Cryptosporidium em pacientes com AIDS foi 

estimada em 10% (Wang et al., 2018), embora não haja dados comparativos de 

períodos anteriores ou posteriores para afirmar se essa taxa tem aumentado ao longo 

do tempo. Além disso, até 2020, o protozoário esteve envolvido em mais de 40 surtos 

de origem alimentar notificados, com uma estimativa de mais de 8 milhões de casos de 

intoxicação alimentar anualmente (Zahedi; Ryan, 2020). No entanto, não está 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 período de análise. 

O primeiro evento documentado na literatura ocorreu em 1984, em um 

subúrbio do Texas – EUA, afetando cerca de 34% da população devido à contaminação 

da água de um poço artesiano (D'Antonio et al., 1985). Outro grande surto se deu em 

1987 na Geórgia – EUA, onde cerca de 13.000 indivíduos apresentaram sintomas da 

doença (Hayes et al., 1989). O primeiro surto associado a água para recreação 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 após uma celebração 

em um parque aquático comunitário. Em Illinois, após um acampamento, 48 crianças 

que tiveram contato com água em um parque aquático apresentaram sintomas. Na 

Luisiana, foram confirmados trinta e cinco casos de criptosporidiose em laboratório, 

enquanto na Carolina do Sul foram cento e vinte e três e em Wyoming, trinta e quatro, 

todos vinculados ao uso recreativo da água (Center for Disease Control and Prevention 

- CDC, 2007). Em novembro de 2010, cerca de 45% da população de Östersund, 

Suécia, contraíram a doença. O parasito foi encontrado na água potável por um período 

superior a dois meses, configurando-se como o maior surto documentado na Europa e 

o segundo no mundo (Widerström et al., 2014). 

A nitazoxanida, o único medicamento licenciado pela FDA como agente 

antiprotozoário para humanos, é apenas 38% eficaz em indivíduos imunocompetentes e 

é ineficaz em indivíduos imunocomprometidos (Amadi et al., 2009).  Muitos compostos, 

como clofazimina, azitromicina etc., têm sido utilizados em pacientes com AIDS, porém 

sem sucesso clínico suficiente (Gupta et al., 2020). Atualmente não 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, leitões, etc.). No entanto, não proporciona tratamento 

parasitológico completo (Khan; Witola, 2023). 
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1.2 Interação microbiota e Cryptosporidium 

 

Os tecidos mucosos são barreiras físicas compostas por componentes 

bioquímicos bacterianos e imunológicos na interface entre o hospedeiro e o ambiente 

externo.  

A imunidade mucosa desempenha um papel importante na promoção de 

respostas imunes para manter a homeostase e como primeira linha de defesa contra 

microrganismos patogênicos e não patogênicos (McGhee; Fujihashi, 2012). O trato 

gastrointestinal é o maior tecido mucoso do corpo humano, que abriga uma ampla 

comunidade diversificada de comensais, incluindo bactérias, fungos e protozoários. 

Esse conjunto de microrganismos são comumente chamados de simbióticos, benéficos 

para seu hospedeiro, e é cada vez mais evidente que sua presença desempenha um 

papel importante na remodelação do sistema imunológico (Sardinha-Silva; Alves-

Ferreira; Grigg, 2022). 

Ainda não está claro até que ponto uma configuração específica da 

microbiota intestinal (MI) pode ser responsável, ou um fator que contribua para doença, 

ou em que medida é apenas um resultado de uma condição patológica (Asnicar et al., 

2021). A MI constitui uma parte essencial do organismo, capaz de alcançar um 

equilíbrio sutil entre saúde e enfermidades. Influenciada por diversos fatores da vida, 

como a introdução de alimentos, estilo de vida, tratamentos e estímulos ambientais, a 

MI também é moldada por várias características do hospedeiro, incluindo genética, 

hormônios, pH, bile e secreções do pâncreas. Juntos, esses aspectos tornam sua 

composição variável e altamente individualizada (Chen et al., 2021). Outras pesquisas 

relacionadas à relação entre microbiota e parasitos foram analisadas e foi sugerido que 

a alteração do sistema imunológico por parasitos pode ser um mecanismo que 

influencia na composição da microbiota (Bancroft; Hayes; Grencis, 2012; Berrilli et al., 

2012). 

Nos últimos anos, tem havido um crescente interesse no papel da MI na 

manutenção da saúde do hospedeiro. Esse interesse se deve, em parte, às evidências 

que mostram que a composição da microbiana pode influenciar a suscetibilidade a 
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diversas doenças. Pesquisas anteriores indicam que patógenos responsáveis por 

infecções diarreicas podem provocar alterações na estrutura da MI, o que, por sua vez, 

pode estar relacionado tanto à vulnerabilidade quanto à imunidade do organismo frente 

a infecções por protozoários (Rahman et al., 2022). Diversas pesquisas analisaram 

como a criptosporidiose afeta a ecologia do intestino. Por meio de experimentos com 

camundongos que apresentavam deficiências imunológicas e que eram isentos de 

bactérias, assim como aqueles que possuíam MI, Harp, Chen e Harmsen (1992) 

mostraram que a MI saudável atrasou o início da liberação de oocistos de 

Cryptosporidium parvum por várias semanas. Estes pesquisadores também 

demonstraram que a imunidade de camundongos contra C. parvum pode ser 

incrementada por meio da transferência 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 

virulência do parasito se elevou em decorrência de um tratamento com inibidor de IMP 

desidrogenase, o qual foi associado a uma modificação na MI (Gorla et al., 2014). 

Alguns estudos investigaram que o impacto do Cryptosporidium parvum na MI de 

camundongos infectados era diferente da dos que não foram infectados, 

independentemente do isolado utilizado (Oliveira; Widmer, 2018; Ras et al., 2015). 

Apesar disso, o efeito do ambiente intestinal no curso da infecção não foi compreendido 

e os mecanismos subjacentes continuam desconhecidos. Compreender como a MI se 

relaciona com patógenos é fundamental para criar terapias alternativas eficazes e que 

evitem a resistência a fármacos (Ras et al., 2015).  

 

1.3 O papel do ácido biliar 

 

Os ácidos biliares constituem moléculas anfipáticas que são produzidas no 

fígado a partir do colesterol. Elas são armazenadas na vesícula biliar e, após a ingestão 

de alimentos, são liberadas no intestino delgado (Shiffka; Kane; Swaan, 2017). Esses 

ácidos desempenham vários papéis importantes, sendo uma das suas funções 

principais a facilitação da emulsificação de gorduras presentes nos alimentos e o auxílio 

na absorção de lipídios e vitaminas lipossolúveis pelo intestino (Begley et al., 2005).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751915001095?via%3Dihub#b0065
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A produção de ácidos biliares é um processo complexo que ocorre em várias 

etapas, envolvendo diversas enzimas situadas no retículo endoplasmático, nas 

mitocôndrias, no citosol e nos peroxissomos das células. A formação desses ácidos a 

partir do colesterol pode seguir duas vias: 1) clássica: que acontece nos hepatócitos e é 

frequentemente chamada de via neutra. É responsável pela produção de ácidos biliares 

primários e representa mais de 90% dessa biossíntese, sendo por isso considerada a 

principal rota de síntese (González-Regueiro et al., 2017); e 2) alternativa: que ocorre 

no intestino (Russell, 2003), e está envolvida na formação de ácidos biliares 

secundários, correspondendo a menos de 10% da síntese sob condições fisiológicas 

normais (González-Regueiro et al., 2017).  

As bactérias intestinais e o hospedeiro se comunicam por meio da produção 

e modificação de metabólitos, muitos dos quais impactam na fisiologia do hospedeiro 

(Herrema; Ijzerman; Nieuwdorp, 2017; Romano et al., 2017). Os ácidos biliares são 

metabólitos produzidos pelo hospedeiro e, ao chegarem ao intestino, sofrem 

modificações por ação de bactérias intestinais, que os transformam em formas 

secundárias bioativas. Essas formas modificadas desempenham um papel essencial na 

regulação do microbioma intestinal e no metabolismo do hospedeiro, como 

demonstrado na Figura 1 (Wahlström et al., 2016). Além disso, os ácidos biliares 

contribuem para a proteção do fígado e do intestino contra processos inflamatórios 

(Torres-Fuentes et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

Figura 1 - Fatores que afetam a transformação bacteriana dos ácidos biliares.  

 
Fonte: Adaptado de Collins et al., 2023. 
Legenda: A) Disbiose; b) Antibióticos reduzem populações de Firmicutes e, portanto, perturbam os níveis 
de ácido biliar secundário; c) O consumo alimentar de colesterol aumenta os pools totais de ácidos 
biliares, mas a fibra insolúvel pode se ligar e sequestrar colesterol e ácidos biliares no lúmen intestinal. A 
fibra prebiótica e outros componentes alimentares também modulam a composição da microbiota; d) O 
tempo de trânsito intestinal encurtado associado ao exercício reduz as concentrações de ácidos 
secundários e a reabsorção de ácidos biliares porque eles são excretados mais rapidamente. 

 

Mudanças na composição da MI afetam o metaboloma, em particular a 

formação de ácidos biliares secundários. Determinados ácidos biliares têm a 

capacidade de desencadear a germinação 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 excistação de oocistos de algumas espécies de 

Cryptosporidium (Widmer; Klein; Bonilla, 2007). Ademais, foi identificado que os ácidos 

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 metabólitos intestinais que são mais prevalentes 

em camundongos neonatais, período em que esses animais apresentam maior 

suscetibilidade à infecção por C. parvum. Além disso, observaram que os níveis de 

ácidos biliares, como o ácido cólico e o desoxicólico, eram significativamente mais 

https://www.nature.com/articles/s41579-022-00805-x#auth-Stephanie_L_-Collins-Aff1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Theriot%20CM%22%5BAuthor%5D
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elevados em camundongos de 6 semanas de idade, cuja MI já se assemelhava à de 

animais adultos (VanDussen et al., 2020). Esses achados sugerem que a composição 

dos metabólitos intestinais nos neonatais pode estar relacionada à maior 

vulnerabilidade à infecção, enquanto a maturação da microbiota e o aumento dos níveis 

de ácidos biliares em camundongos mais velhos podem contribuir para maior 

resistência ao parasito. Funkhouser-Jones e colaboradores analisaram os 85 principais 

metabólitos intestinais murinos e avaliaram seu impacto no crescimento de C. parvum. 

Oocistos do protozoário foram adicionados simultaneamente com metabólitos 

individuais às monocamadas de células HCT-8. Eles identificaram um total de 8 

metabólitos que inibiram significativamente o crescimento de Cryptosporidium e 

nenhum que aumentou a infecção, demonstrando que várias classes de metabólitos 

microbianos prejudicaram o crescimento destes parasitos, incluindo três ácidos biliares 

secundários ou sais (desoxicolato, ácido desoxicólico e ácido litocólico) (Funkhouser-

Jones et al., 2023).  

 

1.4 Objetivo 

 

O objetivo do presente estudo foi investigar se a administração oral de ácidos 

biliares pode influenciar a interação entre a microbiota intestinal e Cryptosporidium 

parvum em camundongos. Para isso, foi analisado o impacto dos ácidos biliares na 

composição da microbiota intestinal, na susceptibilidade à infecção pelo parasito e na 

resposta do hospedeiro à criptosporidiose. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Funkhouser-Jones%20LJ%22%5BAuthor%5D
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2.1 Resumo 

 

A criptosporidiose, causada pelo protozoário Cryptosporidium parvum, é uma infecção 

entérica de grande impacto em humanos e animais, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos e crianças pequenas. Devido à ausência de tratamentos 

eficazes, novas abordagens terapêuticas são necessárias. Estudos indicam que a 

microbiota intestinal e metabólitos derivados do hospedeiro, como os ácidos biliares, 

podem influenciar a infecção pelo parasito. Este estudo investigou o efeito da 

administração oral de ácidos biliares na carga parasitária e na microbiota intestinal de 

camundongos infectados com C. parvum. Foram realizados três experimentos com 

camundongos CD-1 e C57BL/6, divididos em grupos controle e tratamento. Todos os 

animais receberam dexametasona na água, para tornar os camundongos susceptíveis 

à infecção, o grupo de tratamento também recebeu 0.27% de ácido biliar. A carga 

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

 
1 Citações e referências 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 administração de 

ácidos biliares reduziu significativamente a eliminação de oocistos nas fezes dos 

camundongos, com reduções de 63%, 88% e 36,8% nos três experimentos, 

respectivamente. No entanto, as análises da microbiota intestinal não identificaram 

uma relação direta entre a modulação bacteriana e a carga parasitária. Fatores como 

tipo de alojamento e variações entre lotes experimentais foram determinantes na 

composição da microbiota, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos 

na redução da carga parasitária. Esses achados indicam que os ácidos biliares podem 

representar uma estratégia potencial para avaliar se a perturbação da microbiota pode 

modular o crescimento do parasito, embora mais estudos sejam necessários para 

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

 

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

 

2.2 Introdução 

 

A criptosporidiose é uma doença negligenciada, causada por parasitos 

apicomplexos do gênero Cryptosporidium spp, sendo um risco maior em indivíduos 

imunossuprimidos e imunocomprometidos [1]. Possui transmissão pela via fecal-oral 

pelo consumo de alimentos ou água contaminados por oocistos ou por contato indireto 

ou direto com fezes de hospedeiros infectados [2,3]. A classificação taxonômica ou a 

posição sistemática de Cryptosporidium spp. está em permanente atualização com o 

auxílio de métodos moleculares e filogenéticos [4,5]. Alguns autores sugerem a 

existência de 44 espécies de Cryptosporidium, das quais Cryptosporidium 

parvum e Cryptosporidium hominis são as principais espécies causadoras de infecção 

intestinal em humanos [6]. 

A criptosporidiose é um grande desafio para a medicina humana e 

veterinária, devido à dificuldade de controle da infecção. Isso se deve à alta resistência 

dos oocistos no ambiente (sendo capazes de suportar congelamento, seca e processos 

de tratamento de água), à baixa dose necessária para causar infecção, à grande 

quantidade de oocistos esporulados eliminados pelos hospedeiros infectados e ao 



24 
 

 

amplo espectro de hospedeiros suscetíveis. Os oocistos não são inativados pela 

maioria dos desinfetantes, assim como outros parasitos [7]. Várias opções químicas e 

naturais foram testadas para tratar a criptosporidiose, mas sem resultados 

promissores [8].  Além disso, infecções simultâneas por diferentes espécies de 

Cryptosporidium são bastante comuns e a proteção contra reinfecção é incompleta [9]. 

Na ausência de medicamentos eficazes, o tratamento da criptosporidiose limita-se a 

terapia de suporte. Como não existe vacina disponível, a higiene pessoal, o 

saneamento básico e o tratamento da água para reduzir a infecção continuam a ser os 

métodos de prevenção mais eficazes [10].   

Existem várias premissas que explicam por que a microbiota intestinal (MI) 

pode influenciar a gravidade da infecção por Cryptosporidium spp., principalmente 

devido à sua replicação no epitélio intestinal e à sua dependência de metabólitos do 

hospedeiro para seu crescimento e sobrevivência. O parasito não possui algumas vias 

metabólicas essenciais e, por isso, depende da captação de metabólitos diretamente da 

célula hospedeira para sustentar seu desenvolvimento e replicação [11,12]. A hipótese 

de que a MI regula a proliferação de parasitos começou a atrair a atenção de 

pesquisadores, e a investigação inicialmente proposta por Harp e colaboradores 

demonstrou que quando está normal atrasa a excreção de oocistos de C. parvum por 

pelo menos três semanas [13]. Esses autores também descobriram que a resistência do 

camundongo ao C. parvum poderia ser aumentada pela transferência da MI de animais 

resistentes para camundongos suscetíveis [14]. 

Os ácidos biliares são moléculas produzidas pelo hospedeiro e 

posteriormente modificadas por bactérias intestinais. Além de atuarem na digestão e 

absorção de lipídios, esses metabólitos também influenciam a composição da 

microbiota, servindo como fonte de nutrientes para algumas bactérias e exercendo 

efeito antimicrobiano sobre outras. Além disso, eles desempenham um papel na 

comunicação entre o hospedeiro e a microbiota, regulando a expressão de genes 

bacterianos e influenciando o metabolismo intestinal [15]. Estudos em modelos de 

camundongos tratados com antibióticos mostraram que a recuperação de ácidos 

biliares secundários estava associada à resistência à infecção por C. difficile. A análise 

do microbioma revelou que a quantidade de genes do operon ativado por esses 
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compostos estava fortemente relacionada à capacidade do organismo de resistir à 

colonização pelo patógeno [16]. 

Determinados ácidos biliares podem induzir a germinação de esporos de C. 

difficile e também inibir seu crescimento em ambiente controlado [17]. Supõe-se que a 

redução de grupos bacterianos responsáveis por converter ácidos biliares primários em 

secundários diminua a resistência à colonização por C. difficile, pois essa conversão 

gera metabólitos que normalmente inibem o crescimento do patógeno. Assim, a menor 

produção de ácidos biliares secundários pode resultar em um ambiente mais permissivo 

para a proliferação de C. difficile, reduzindo assim a barreira natural contra sua 

proliferação [18].  Assim, foi observado que os ácidos biliares são determinantes 

importantes da abundância, diversidade e atividade metabólica da microbiota, além de 

induzir a excistação de oocistos de algumas espécies de Cryptosporidium [19] e 

impactar a estrutura e a função da comunidade do microbioma [20]. 

A infecção por Cryptosporidium spp. pode alterar a MI [21,22,23]. No entanto, 

ainda não existem terapias ou vacinas eficazes contra a criptosporidiose, o que motiva 

a busca por novas estratégias para minimizar seu impacto, especialmente em grupos 

vulneráveis. Dada a importância da microbiota para a fisiologia intestinal, nossa 

hipótese é que a administração oral de ácidos biliares pode modular o crescimento do 

parasito ao influenciar a composição da microbiota. Com base nisso, este estudo teve 

como objetivo investigar se essa intervenção afeta a interação entre a microbiota 

intestinal e Cryptosporidium parvum em camundongos. 

 

2.3 Material e métodos 

 

2.3.1 Comitê de Ética  

 

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comitê de Uso e 

Cuidados com Animais da Universidade Tufts, Massachusetts, EUA, sob o protocolo 

G2021-115. Todos os métodos foram realizados de acordo com as diretrizes e 

regulamentações 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 três experimentos, sendo que os CD-1 foram utilizados 

nos experimentos de nº43 e 50, e os C57BL/6 no de nº44. Os três lotes de 

camundongos utilizados em cada experimento foram solicitados separadamente, de 

modo que nenhum dos experimentos se sobrepôs no tempo (Tabela 1) e procederam 

de uma instalação de criação diferente. Todos os camundongos incluídos em um 

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

Tabela 1 - Resumo de experimentos com camundongos. 
 

Exp. 
Cepa de 

camundongo 
Sexo Gaiola 

Total de 
camundongos 

N° de 
camundongos:  

controle/tratamento 

Sequência 
16S 

 
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 fêmea 3/3/3/3 12 6 sim  

Fonte: Elaborado pela autora, 2025. 
Legenda: Abreviações: exp., experimento. Sequência 16S: Amostras sequenciadas utilizando o 
protocolo de código de barras duplo usado para amplificar a região V4 do gene 16S rRNA. Os números 
nas colunas das gaiolas referem-se ao número de animais colocados em cada gaiola para cada 
experimento. 

 

 

Os camundongos de cada lote foram alojados em grupos e/ou 

individualmente em gaiolas esterilizadas de aproximadamente 27×17×20 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, máscaras e luvas estéreis em uma cabine 

de biossegurança classe II B2. Em três a quatro momentos durante cada experimento, 

coincidindo com o pico de eliminação de oocistos, os camundongos eram transferidos à 

noite para gaiolas com fundo de arame, mantendo-se nos mesmos grupos 
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experimentais. Essa transferência facilitava a coleta de material fecal para a 

propagação da linhagem MD. Os camundongos foram tratados tanto quanto possível de 

forma idêntica em todos os três experimentos e foram alimentados com a mesma dieta, 

com acesso irrestrito à ração padrão estéril para roedores contendo 18% de proteína 

(Teklad 2018, Envigo, Indianápolis, IN, EUA). 

A partir da chegada dos camundongos à instalação, todos os animais 

receberam água potável esterilizada suplementada com 16 mg/L de dexametasona 21-

fosfato. A administração da dexametasona começou 5 dias antes da infecção e foi 

mantida durante todo o experimento, para tornar os camundongos suscetíveis 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 água suplementada com dexametasona, e (ii) grupo tratamento, que 

recebeu a mesma água suplementada com dexametasona, acrescida de 0,27% de 

ácido biliar, diluído diretamente na água de consumo (CAS-No. 8008-63-7, Sigma-

Aldrich), desde o dia 0 da infecção por C. parvum até o final do experimento. Essa 

dosagem de ácido biliar foi definida com base em experimentos anteriores do grupo de 

pesquisa do Dr. Widmer (estudos não publicados). 

 

2.3.3 Infecção 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 água estéril (Alere 

Technologies, Oslo, Noruega), conforme descrito por Widmer e colaboradores [25], para 

infecção dos animais. Os camundongos foram infectados oralmente com 50.000 

oocistos.  

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 óptica, corados com coloração ácido-resistente em 

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

 

A concentração média de eliminação de oocistos foi estimada usando uma 

curva padrão desenhada com base no ponto de cruzamento de PCR (Ct) obtido para 

quatro padrões de DNA de C. parvum, sendo 106, 105, 104 e 103 / oocistos contados em 

100 µL. Para cada camundongo a detecção média de Cryptosporidium foi obtido 

normalizando o número estimado de cópias de DNA COWP em relação ao peso das 

fezes. O DNA foi extraído das amostras após pesagem em um volume não superior a 

250 mg em um instrumento QIAcube usando o kit QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit 

(Cat. n.º 51804) de acordo com as instruções do fabricante. O DNA foi eluído em 50 μl 

de tampão de eluição e armazenado a -20 °C.   

Para o mix da reação na qPCR utilizamos as quantidades de 4µL de 

amostra; 10 µL de Mastermix QuantiNova Probe (Qiagen, Applied Biosystems); 4 µL de 

água ultrapura e 2 µL de Primer Probe preparado com 100 µL de cada um dos 

reagentes a seguir:  CryptoCOWP FWD GAT GCT ATC TGT CCA CCA GAA T, 

concentração final de 50 µM; CryptoCOWP REV CAC CTG TTC CCA CTC AAT GTA 

concentração final de 50 µM e CryptoCOWP PRB-Cy3 /5Cy3/TCT CCA GTC ACA AAG 

GAA TGC CCA /3IAbRQSp/ concentração final de 25 µM, depois de fazer a mistura dos 

primers com probe no volume de 300 µL, adicionamos água suficiente para completar 

1mL (700 µL). Os primers foram desenhados por Lee, Sangum (dados não publicados). 

As amostras foram colocadas no termociclador micPCR version 2.12 Rev D, a 

desnaturação inicial do DNA foi feita a 95°C por 3 minutos, seguida de 45 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 1 minutos e extensão 

final a 72°C por 5 minutos. Um total de 177 amostras fecais de 39 camundongos 

pertencentes a três experimentos separados foram incluídos nas análises apresentadas 

aqui.  

O protocolo de código de barras duplo descrito por Kozich e colaboradores 

[27], foi usado para amplificar a região V4 do gene 16S rRNA e codificar cada amplicon 

de forma única. A concentração do amplicon foi estimada usando um fluorômetro Qubit 

3 (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts). Os amplicons foram 

combinados em concentrações 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 

nucleotídeos em um instrumento Illumina MiSeq operado pela instalação central de 

genômica da Tufts University (tucf.org). 

 

2.3.5 Procedimentos de análise de sequência 16S  

 

As sequências formatadas em FASTQ foram processadas usando programas 

do pipeline mothur [28], essencialmente como descrito por Ferrari e colaboradores [29]. 

Resumidamente, subamostras aleatórias de 10.000 sequências por amostra foram 

processadas usando o programa sub.sample em mothur e os contigs de sequência 

foram obtidos dos pares de sequência R1 e R2 usando make.contigs, com a opção 

trimoverlap definida como “T”. Distâncias filogenéticas UniFrac pareada [30], entre 

amostras foram calculadas em mothur.  Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs) 

foram obtidas usando o comando classify.otu, este comando é usado para obter uma 

taxonomia de consenso para uma OTU (uma unidade taxonômica operacional (OTU) é 

uma definição prática utilizada para categorizar conjuntos de indivíduos que estão 

estreitamente associados, abordagens baseadas em OTU possibilitam a investigação 

da distribuição de sequências identificadas por meio de diferentes técnicas, as quais 

nos permitem medir atributos ecológicos como abundância, variedade e semelhança), 

também em mothur. A extensão do excel GenAlEx [31,32], foi usado para desenhar os 

gráficos de Análise de Coordenadas Principais (PCoA) usando matrizes de distância 

UniFrac ponderadas como entrada. Os índices de diversidade alpha (α) foram 

calculados usando o programa summary.single em mothur.  

 

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

sequenciamento  

 

Como os amplicons 16S de diferentes experimentos foram sequenciados em 

diferentes bibliotecas, avaliamos o efeito da reação de sequenciamento nos dados da 

sequência. Para esse objetivo, um amplicon V4 separado amplificado de uma 

população bacteriana sintética (BEI Resources HM-782D) foi incluído em cada 
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biblioteca. As sequências desses amplicons foram comparadas usando o mesmo 

pipeline de mothur e a distância UniFrac ponderada entre todas as combinações em 

pares foi calculada. Um segundo procedimento para avaliar a qualidade dos dados da 

sequência e estimar a variação técnica foi a inclusão em cada biblioteca de 

sequenciamento de amplicons com código de barras exclusivo originários da mesma 

amostra fecal. Essas réplicas nos permitiram estimar a magnitude do erro técnico 

introduzido pela reação de PCR e sequenciamento. 

Como controle de qualidade de sequenciamento comparamos valores de 

distância UniFrac entre as réplicas com a distância entre pares aleatórios de amostras. 

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

 

2.3.7 Disponibilidade de dados 

 

Os dados da sequência 16S foram depositados no formato FASTQ no 

Sequence Read Archive, National Library of Medicine, National Center for 

Biotechnology Information (NIH), sob os números de projeto PRJNA1055972 para os 

experimentos 43 e 44; PRJNA1219597 para o experimento 50. 

 

2.3.8 Análise estatística 

 

A análise estatística foi conduzida utilizando diferentes abordagens para 

avaliar a influência da administração oral de ácidos biliares na microbiota intestinal e no 

curso da infecção por C. parvum em camundongos.  Todas as análises estatísticas 

foram realizadas usando o software SigmaPlot (versão 15). Para comparar grupos 

experimentais, diferentes testes estatísticos foram aplicados conforme a natureza dos 

dados e as comparações realizadas. A comparação entre dois grupos foi feita por meio 

do teste de Mann-Whitney para dados não paramétricos. Para comparações entre 

múltiplos grupos, utilizou-se a análise de variância (Two Way Repeated Measures 

ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparações múltiplas quando os dados 

apresentavam distribuição normal. Quando a distribuição não era normal, foi aplicado o 

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparações múltiplas. Além 
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disso, foi realizado o teste de Correlação de Pearson para investigar possíveis relações 

entre a produção de oocistos e a diversidade microbiana. A significância estatística foi 

considerada para valores de p < 0,05. Adicionalmente, a média de Z-score que foi 

calculada para normalizar os dados e facilitar a comparação entre diferentes 

experimentos. A estrutura da comunidade microbiana foi analisada por meio da 

distância UniFrac ponderada, um método que considera diferenças filogenéticas entre 

as amostras. A Análise de Coordenadas Principais (PCoA) foi empregada para 

visualizar a diversidade beta (β) e possíveis agrupamentos conforme o tratamento. Para 

testar a significância do agrupamento por tratamento, foi utilizada a análise multivariada 

não paramétrica de Similaridade de Análise (ANOSIM), [33]. O programa ANOSIM foi 

executado em mothur usando uma matriz de distância UniFrac ponderada como 

entrada. A Análise Discriminante Linear conforme implementada no programa LEfSe 

[34], foi usada para identificar diferenças estatisticamente significativas nos perfis de 

abundância de OTU entre dois grupos de amostras definidos pelo tratamento com ácido 

biliar e o grupo controle. O comando LefSE (Linear Discriminant Analysis Effect Size), 

no mothur é usado para identificar táxons bacterianos que são significativamente 

diferentes entre grupos. Ele integra testes estatísticos para detectar características 

(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 os agrupamentos (exp.43= 72 amostras, exp.44= 64 

amostras, exp.50= 40 amostras). Utilizamos o teste Qui-quadrado para avaliar 

diferenças estatísticas entre os táxons do grupo controle em comparação ao 

tratamento. Os índices de diversidade α, como o índice de Shannon, foram calculados 

para avaliar a diversidade taxonômica das comunidades microbianas nas amostras. 

Para examinar a relação entre a concentração de oocistos e o perfil da microbiota, foi 

utilizada a Análise de Redundância (RDA), que permite testar associações estatísticas 

entre variáveis ambientais e comunidades microbianas. Esta análise foi executada com 

o programa CANOCO [35]. Gráficos de dispersão, boxplots e gráficos de barras foram 

gerados para ilustrar os resultados das análises.  
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2.4 Resultados  

 

2.4.1 Controle de qualidade das análises  

 

Nossas análises de controle de qualidade nos mostraram que as sequências 

dos amplicons que foram comparadas usando o mesmo pipeline de mothur e a 

distância UniFrac ponderada entre todas as combinações em pares não mostra 

nenhuma evidência de que a biblioteca ou a reação de sequenciamento tenham 

impactado os resultados. Em média, as distâncias em pares entre os controles 

amplificados de uma população bacteriana sintética (BEI Resources HM-782D) foram 

muito pequenas, com média de 0,08 unidades de distância UniFrac (3 comparações, 

DP = 0,03). Está métrica de distância varia de 0 para duas populações idênticas a 1 

para duas populações que não compartilham sequências ou OTUs.  

Um segundo procedimento para avaliar a qualidade dos dados da sequência 

e estimar a variação técnica foi a inclusão em cada biblioteca de sequenciamento de 

amplicons com código de barras exclusivo originários da mesma amostra fecal. A 

distância 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 análises de controle de qualidade de sequenciamento 

comparando valores de distância UniFrac entre réplicas com a distância entre amostras 

não replicadas demonstrou que réplicas são mais semelhantes entre si do que pares de 

amostras não replicadas (Figura 2), enquanto réplicas possuem média de 0,09 

unidades de distância UniFrac (11 comparações, DP = 0,05), amostras não aleatórias 

possuem média de 0,45 unidades de distância UniFrac (177 comparações, DP = 0,13). 

Experimento 43, unidade de distância UniFrac para amostras não replicadas 0,39 e 

réplicas 0,08, experimento 44, unidade de distância UniFrac para amostras não 

replicadas 0,35 e réplicas 0,06 e experimento 50, unidade de distância UniFrac para 

amostras não replicadas 0,33 e réplicas 0,14 respectivamente. 
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Figura 2 - PCoA com base na distância UniFrac por experimento.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2025. 

Legenda: As réplicas são representadas por triângulos e quadrados em vermelho, enquanto amostras 

não duplicadas são representadas exclusivamente por círculos na cor preta.  A distância entre réplicas é 

uma medida de variação 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 o mesmo ocorreu com os nossos camundongos do experimento 44, nessa 

análise observamos mudanças significativas na microbiota dos grupos alojados 

individualmente em comparação com os camundongos alojados em grupo (ANOSIM p= 
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<0.001). A distância UniFrac ponderada [30], foi usada como uma medida da 

diversidade β. O número de valores de diversidade β entre camundongos alojados em 

conjunto foi 32. Para camundongos alojados individualmente, 28 valores de 

diversidade. Neste experimento, ao contrário do que já foi observado anteriormente 

[22], camundongos co-alojados não abrigaram populações bacterianas muito 

divergentes (média UniFrac = 0,34, DP = 0,10) em comparação com camundongos 

alojados individualmente (média UniFrac = 0,38, DP = 0,11). Entretanto o número 

reduzido de amostras pode ter influência nos resultados. 

 

2.4.3 Consumo de água 

 

Um aspecto que devemos considerar neste estudo é a ingestão de água 

pelos camundongos. A água oferecida aos camundongos foi enriquecida com 

dexametasona para promover a imunossupressão. Portanto, a diminuição no consumo 

de água pode resultar em um menor grau de imunossupressão e uma infecção menos 

severa. Os grupos controles consumiram em média mais água (experimentos 43, 44 e 

50: 8,71ml, 5,14ml e 6,77ml, respectivamente) em comparação aos grupos tratados 

(experimentos 43, 44 e 50: 7,51 ml, 3,5ml e 4,9ml, respectivamente). Apesar da média 

diária de consumo de água por camundongo, considerando os três experimentos, 

apresentar variação entre os grupos (Figura 3), essa diferença não é estatisticamente 

significativa, (Mann-Whitney Rank Sum Test, bile vs. controle: p= 0,08). Experimento 

43: (i) grupo tratamento, 32 observações, sendo dois grupos que receberam tratamento 

com ácido biliar, (ii) grupo controle, 32 observações, sendo dois grupos designados 

controle; Experimento 44: (i) grupo tratamento, 64 observações, sendo quatro grupos 

que receberam tratamento com ácido biliar, (ii) grupo controle, 68 observações, sendo 

quatro grupos designados controle; Experimento 50: (i) grupo tratamento, 59 

observações, sendo dois grupos que receberam tratamento com ácido biliar, (ii) grupo 

controle, 60 observações, sendo dois grupos designados controle. 
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Figura 3 - Consumo de água diário para cada camundongo.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2025. 

Legenda: As cores indicam o tratamento: sendo laranja os grupos tratados com ácido biliar e preto os 

grupos controles. Cada linha representa um camundongo. 

 

 

2.4.4 Eliminação 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 pontuações médias para Z score foram calculadas a partir de 19 

pontuações de COWP de camundongos tratados com bile, o tamanho da amostra para 

os controles é 17 de pontuações de COWP. Através da análise de todos os dados de 

DNA COWP/grama de fezes, ao distinguir as amostras de camundongos que foram 

tratados das que não receberam tratamento, utilizando a média normalizada com base 
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no número de observações em cada conjunto de experimentos, conseguimos notar que 

houve uma diminuição de 63% na concentração 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 redução 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 estatístico 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 os grupos de tratamento com os 

grupos de controle (Figura 4 e Figura 5).  

 

Figura 4 - Concentração de DNA de C. parvum nas fezes estimado com COWP qPCR 
e normalizados para pontuações Z (média subtraída e dividida por DP).  
 

 
 
Fonte: Widmer, 2024. 
Legenda: O gráfico mostra dados de 3 experimentos. Os dados são originários de 3 experimentos 
independentes. 
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Figura 5 - Concentração de DNA de C. parvum nas fezes estimado com COWP qPCR 
e normalizados pelo peso das fezes.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
Legenda: As cores indicam o tratamento: sendo laranja os grupos tratados com ácido biliar e preto os 
grupos controles. Cada linha representa um camundongo. 

 

Durante os experimentos, alguns camundongos em condições moribundas 

foram submetidos à eutanásia devido ao seu estado crítico. A distribuição dos casos 

por experimento e grupo foi a seguinte: Experimento 43 (i) grupo tratamento: 1 

camundongo eutanasiado; (ii) grupo controle: 0 camundongos eutanasiados; 

Experimento 44 (i) grupo tratamento: 1 camundongo eutanasiado; (ii) grupo controle: 0 

camundongos eutanasiados; Experimento 50 (i) grupo tratamento: 0 camundongos 

eutanasiados; (ii) grupo controle: 3 camundongos eutanasiados. No total, 5 

camundongos foram submetidos à eutanásia ao longo dos experimentos, sendo 2 do 

grupo tratamento e 3 do grupo controle. 
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2.4.5 Eliminação de oocistos vs diversidade α 

 

O teste de Pearson Correlation mostrou que não há relações significativas 

entre nenhum par de variáveis na tabela de correlação (p > 0,050). A produção 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 

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

 

Figura 6 - Produção de oocistos normalizada por volume de fezes foi plotada contra a 
diversidade de Shannon.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora, 2025 
Legenda: A cor indica o grupo experimental, sendo experimento 43 preto, experimento 44 verde, e 
experimento 50 vermelho. 

 



39 
 

 

2.4.6 Diversidade β  

 

A análise de coordenadas principais (PCoA) da microbiota fecal dos três 

experimentos separadamente mostra mudanças significativas na microbiota dos grupos 

tratados com bile em comparação 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 infecção é conhecida por 

impactar a microbiota [36], fizemos a mesma análise dos três experimentos 

separadamente das amostras antes do dia zero, ou seja, antes da infecção. Desta 

forma a análise das amostras antes do dia zero elimina o efeito da infecção 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, não 

possuíam nenhuma diferença significativa no microbioma, enquanto no exp.44, n= 14 

amostras, ANOSIM p= 0.044, R= 0.026, havia uma leve diferença observada na 

microbiota fecal dos grupos tratados e controles. 
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Figura 7. Análise de PCoA de distâncias pareadas entre a microbiota fecal do 
camundongo com base na diversidade beta do UniFrac.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal, 2024.  
Legenda: Cada ícone 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 
são os mesmos gráficos mostrados na Figura 2, exceto que os pontos de dados são coloridos de acordo 
com o tratamento. Assim como na Figura 2, os quadrados e triângulos denotam as amostras que foram 
replicadas. 

 

2.4.7 Diferenças encontradas devido ao lote de camundongos 

 

Realizamos uma análise de coordenadas principais (PCoA) da microbiota 

fecal dos três experimentos combinados para verificar variações entre os três 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 

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

 

Figura 8 - Análise de PCoA de distâncias pareadas entre a microbiota fecal dos 
camundongos dos três experimentos juntos com base na diversidade beta do UniFrac.  

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2024 
Legenda:A cor indica o experimento, sendo experimento 43 preto, experimento 44 verde, e experimento 
50 vermelho. 

 

A Análise Discriminante Linear conforme implementada no programa LEfSe 

[34], foi usada para identificar diferenças estatisticamente significativas nos perfis de 

abundância de OTU entre dois grupos de amostras definidos pelo tratamento com ácido 

biliar e o grupo controle. Observamos com esses dados da saída do programa LefSe 

para OTUs individuais uma diferença significativa por meio do Qui-quadrado entre os 

táxons do grupo controle em comparação 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 diferença entre cada experimento, quando comparada a diferença 
mínima entre tratado e controle.  

 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2025. 
Legenda: Gráficos de barras empilhadas de taxonomia: a cor indica filo identificado; Proteobactérias 
verdes; Firmicutes vermelho; Actinobactérias azul escuro; Verrucomicrobia laranja; Bacteroidetes azul 
turquesa. O gráfico foi criado utilizando a saída do comando classify.seqs, nível 2. 

 

 Empregamos o gráfico biplot gerado a partir de uma análise conduzida via 

RDA, nele consta os três experimentos, destacando as pontuações de OTUs e a 

variação das OTUs que têm menor e maior ligação com os experimentos e revela o 

efeito reduzido do tratamento com bile em relação ao experimento (Figura 10). Os 

vetores apontam para maior variação explicada pela variável independente 

(tratamento), quanto maior o vetor, maior a variação explicada por ela. Podemos 

perceber que os Bacteroidetes (vetores em azul) são os mais variáveis, ou seja as 

OTUS melhor explicadas pelo experimento são em sua maioria Bacteroidetes (Figura 

11A), sendo que as OTUs menos correlacionados com o experimentosão são em sua 

maioria Firmicutes (vetores em vermelho) (Figura 11B). Ou seja, Bacteroidetes são os 

filos mais variáveis nos três experimentos e Firmicutes são relativamente uniformes em 

sua abundância independente do experimento ou tratamento utilizado. Na Figura 12 
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podemos visualizar o gráfico de barras empilhadas criado usando as contagens de 

OTUs da coluna FitE, nele podemos observar como a proporção de filos muda. 

Enquanto as porcentagens baixas de FitE são principalmente (85%) Firmicutes, o grupo 

muito alto (96-100% FitE) é principalmente Bacteroidetes. Isso nos diz que OTUs de 

Firmicutes tendem a ter uma abundância semelhante em todos os 3 experimentos, 

enquanto Bacteroidetes são muito mais variáveis e variam em abundância de acordo 

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

 

Figura 10 -  O gráfico biplot mostrado a seguir foi elaborado a partir de uma análise de 
RDA e representa os três experimentos realizados.  
 

  
 

Fonte: Widmer, 2025. 
Legenda: As linhas do gráfico representam as pontuações das OTUs, que estão 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 específica estava 
fortemente associada ao experimento, enquanto uma linha curta indica que uma OTU específica variou 
pouco entre a microbiota de diferentes experimentos. 
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Figura 11 - O biplot ilustra os três experimentos realizados, foi criado a partir de uma 

RDA e ilustra os três experimentos, destacando as pontuações de OTUs e a variação 

das OTUs que têm menor e maior ligação com os experimentos.  

 

 
 

Fonte: Widmer, 2025. 
Legenda: Em particular, Firmicutes mostrados em vermelho são abundantes em 11B, indicando que bactérias 
neste filo tendem a variar menos entre experimentos. O oposto parece ser o caso de Bacteroidetes, pois são 
mais abundantes nas OTUs que são mais fortemente associadas ao experimento em 11A. As Proteobactérias 
estão em verde; as Firmicutes em vermelho; as Actinobactérias em azul escuro; as Verrucomicrobia em 
laranja; e as Bacteroidetes em azul turquesa. A variação observada entre os experimentos está intensamente 
ligada às Bacteroidetes, enquanto as Firmicutes apresentam uma grande diversidade. Os dois gráficos 
apresentam escalas diferentes para destacar de forma mais clara o ajuste ao modelo RDA. 
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Figura 12 -  Gráfico de barras abaixo foi criado utilizando as contagens de OTUs dos três 
experimentos juntos, em função da porcentagem da variação explicada pela variável 
independente, neste caso o experimento. 

 
 

Fonte: Arquivo pessoal, 2025. 
Legenda: Categorias de baixa porcentagem, como 0-10% e 11-20%, compreendem OTUs que não 
variam de acordo com o experimento, enquanto categorias de alta porcentagem incluem OTUs que 
variaram em abundância entre os experimentos. Os dados necessários para fazer os gráficos de barras 
empilhadas são as porcentagens de FitE produzidas por RDA. As cores indicam uma classificação 
taxonômica para cada OTU.    

 

2.5 Discussão 

 

O ácido biliar foi selecionado por quatro razões principais; (a) a bile induz a 

excistação de oocistos de espécies de Cryptosporidium que infetam regiões distais do 

trato gastrointestinal [19,37,38,39], (b) o crescimento de C. parvum pode ser 

prejudicado in vitro pela adição de ácidos biliares secundários [40], (c) podem impedir o 

crescimento de C. difficile in vitro [18] e (d) os ácidos biliares possuem atividades 

antimicrobianas [41].  

Nossas análises de controle de qualidade indicaram que as sequências dos 

amplicons, processadas pelo mesmo pipeline do mothur, não apresentaram sinais de 
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influência da biblioteca, da reação de PCR ou da reação de sequenciamento nos 

resultados. Além disso, a distância UniFrac ponderada entre todas as comparações em 

pares não revelou qualquer evidência de impacto desses fatores na análise dos dados. 

Isso aumenta a confiabilidade em nossos resultados.  

Observações esporádicas revisadas acima [11,12,42,43], indicam que a 

proliferação de Cryptosporidium pode ser afetada pela MI e vice-versa, e nos levaram a 

investigar o efeito do alojamento dos camundongos na microbiota fecal e a associação 

entre a microbiota e o curso da infecção. Para esta análise, utilizamos as amostras do 

experimento 44, no qual camundongos foram alojados tanto em grupo quanto 

individualmente. Observamos mudanças significativas na microbiota dos camundongos 

mantidos individualmente em comparação com aqueles alojados em grupo. No entanto, 

a análise da distância UniFrac ponderada indicou que as populações bacterianas 

desses dois grupos não eram drasticamente diferentes. Vale ressaltar que o número 

reduzido de amostras pode ter influenciado os resultados. Na ausência de interação 

entre camundongos, camundongos alojados individualmente são um modelo ideal para 

medir o efeito de condições experimentais específicas no curso da criptosporidiose, na 

MI e para detectar possíveis associações entre infecção e microbiota.   

Em nossos experimentos, em média, os camundongos tratados com bile 

eliminaram menos oocistos. Esses resultados lembram C. difficile, onde um aumento 

nos níveis de ácidos biliares secundários foi associado à diminuição em sua recorrência 

[18]. Experimentos feitos por Funkhouser- Jones e colaboradores mostraram que a 

administração oral de ácidos biliares secundários atrasou a progressão do ciclo de vida 

do parasito in vitro e reduziu a gravidade da infecção em camundongos, porque os 

metabólitos da microbiota prejudicam a função mitocondrial e contribuem para a 

resistência da colonização à infecção por Cryptosporidium [40]. Essa observação 

também pode explicar os resultados observados por nós. Outros autores também já 

comprovaram in vitro o efeito dos ácidos biliares secundários no Cryptosporidium 

[19,44], como por exemplo na excistação de algumas espécies de Cryptosporidium que 

afetam o duodeno, e órgãos GI distais. De forma significativa, o efeito do ácido biliar 

não foi observado em espécies de Cryptosporidium que infectam o estômago [19]. Além 

disso, os metabólitos intestinais mais prevalentes em camundongos adultos, que 
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apresentam maior resistência à infecção por C. parvum, também não demonstraram 

uma relação clara com a ação do ácido biliar. 

Os ácidos biliares também influenciam na diversidade da microbiota. Em 

humanos, o ácido tauro-β-muricólico (tauro-β-MCA) e o ácido taurocólico são essenciais 

para o desenvolvimento de uma microbiota diversa, semelhante à adulta [45]. Além 

disso, o metabolismo do hospedeiro pode ser afetado tanto por modificações 

microbianas dos ácidos biliares, o que leva à alteração da sinalização via receptores de 

ácidos biliares, quanto por alterações na composição da microbiota [20]. 

Um estudo que analisou a composição de ácidos biliares nas fezes de 

pacientes com infecção recorrente por Clostridioides difficile demonstrou que essa 

condição leva a uma disbiose intestinal, resultando no acúmulo de ácidos biliares 

primários no trato gastrointestinal. Alguns desses ácidos primários podem favorecer a 

germinação dos esporos e o crescimento vegetativo de C. difficile. Em contrapartida, os 

ácidos biliares secundários, que são produzidos pela conversão microbiana dos 

primários, desempenham um papel fundamental na homeostase do hospedeiro e na 

resistência contra infecções, incluindo C. difficile [18,46,47]. Assim, acredita-se que o 

equilíbrio entre ácidos biliares primários e secundários seja um fator determinante na 

resistência ou suscetibilidade à infecção [48]. A conversão de ácidos biliares primários 

em secundários, realizada pela microbiota intestinal, é essencial para limitar a 

proliferação de C. difficile e evitar infecções recorrentes. 

A produção de oocistos não está relacionada à diversidade do microbioma 

bacteriano em nenhum dos experimentos, o teste de Pearson Correlation mostrou não 

haver relações significativas entre os dados de COWP com a diversidade de Shannon, 

métrica de diversidade utilizada para avaliar a diversidade α. Nossas análises de 

coordenadas principais (PCoA) da microbiota fecal comparando os três experimentos 

separadamente mostra mudanças significativas na microbiota dos grupos tratados em 

comparação aos controles. A mesma análise foi feita para as amostras colhidas antes 

de realizarmos a infecção por Cryptosporidium para sabermos se a mesma diferença 

estatística estaria presente.  Com exceção do experimento 44 não tinha nenhuma 

diferença da microbiota do grupo tratamento em comparação ao grupo controle. 

Todavia, já foi observado anteriormente que pode haver uma segregação da microbiota 
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que povoa camundongos de diferentes lotes, antes mesmo de haver qualquer 

intervenção experimental [22]. 

A MI é composta predominantemente por dois grupos bacterianos – 

Firmicutes e Bacteroidetes – que, em microbiotas saudáveis, representam mais de 90% 

da comunidade, além de outros grupos menores como Proteobacteria, Actinobacteria e 

Verrucomicrobia [49]. Em nossos experimentos, a análise taxonômica do microbioma 

fecal revelou que os níveis de Bacteroidetes variaram significativamente entre os 

diferentes lotes de camundongos, enquanto Firmicutes apresentaram variações 

mínimas entre os experimentos. Essa disparidade é importante, pois a MI modula 

processos biológicos essenciais, incluindo a resposta imunológica, o metabolismo e a 

resposta a infecções. Assim, camundongos de lotes diferentes, que possuem 

microbiotas distintas, podem apresentar respostas imunológicas e fisiológicas variadas, 

reagindo de maneiras diversas a patógenos [50,51].  Com base nisso, duas estratégias 

podem ser consideradas: (i) Normalizar a microbiota antes da infecção experimental, 

realizando uma análise prévia para identificar e ajustar as diferenças na abundância de 

filos variáveis entre camundongos e grupos experimentais, de modo a reduzir as 

variações na resposta à infecção; (ii) Melhorar a proteção contra infecções entéricas 

através da introdução de microbiota intestinal de doadores resistentes, promovendo 

uma composição microbiana mais homogênea e favorável à defesa do hospedeiro. 

 Firmicutes (recentemente reclassificado para Bacillota [52] e Bacteroidetes, 

quando em proporções muito baixas podem ser biomarcadores precisos para 

suscetibilidade à criptosporidiose, isso também foi observado por Hurle e colaboradores 

[53]. Enquanto, diversas bactérias inflamatórias são vistas se estabelecendo no 

intestino disbiótico. Bactérias da família Proteobacteria são reconhecidas por sua 

habilidade de se instalar no intestino em situações disbióticas, incluindo enfermidades 

[54].   

Nossos dados mostram que não houve um efeito do tratamento da bile, 

comparado ao experimento e podemos notar que os filos Bacteroidetes são os mais 

variáveis entre os três experimentos, enquanto os filos de Firmicutes não são 

correlacionados com o experimento estando presente de forma mais uniforme 

independente da cepa de camundongo ou tratamento utilizado. Por falta de controles 
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negativos (camundongos não infectados) e visto que os tratamentos com ácido biliar 

nos três experimentos foram iniciados no dia zero, mesmo dia da infecção por 

Cryptosporidium, não podemos afirmar que a microbiota intestinal bacteriana modulada 

pelo ácido biliar exerceu alguma influência sobre a gravidade da infecção. 

 

2.6 Conclusão 

 

Nossos dados mostram que não houve um efeito do tratamento da bile sobre 

o 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 

intervenções que ajudem a reduzir os efeitos debilitantes causados pela 

criptosporidiose. Essas iniciativas tornam-se ainda mais relevantes, considerando os 

desafios relacionados à criação e à avaliação de medicamentos curativos. Ademais, 

essa pesquisa fornece informações valiosas para promover o entendimento do ácido 

biliar como uma possível terapia tanto para humanos quanto para animais afetados pela 

criptosporidiose. 
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ANEXO A - OFÍCIO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B - NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA 
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