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ARTIGO ORIGINAL

Efeito da Ingestdo Aguda de Alcool na

Microbiota do Trato Gastrointestinal e na Producéao
Local de IgA Secretora em Camundongos

Effect of Acute Alcohol Ingestion in the Microbiota

of the gastrointestinal tract and in Local IgA Secretory
Productions in Mice

RESUMO

Introdugdo: O trato gastrointestinal é colonizado logo apds o nascimento por
bactérias que desenvolvem populagdes complexas e estaveis, normalmente benéficas
ao hospedeiro. Entretanto, diversos fatores, como a ingestdo de alcool, podem
promover disfun¢bes na microbiota intestinal, acarretando prejuizo ao individuo.
Objetivo: Avaliar o impacto da ingestdo aguda de &lcool sobre a microbiota
gastrointestinal e producdo de IgA secretéria no muco de camundongos.
Metodologia: 30 camundongos BALB/c, fémeas adultas, foram tratadas por 4 dias
consecutivos com alcool ou salina. No quinto dia foram sacrificados e retirados
amostras de estdbmago, intestino delgado e grosso para andlises. Foi feita uma
lavagem em cada 6rgdo para o isolamento dos microrganismos além da analise de
IgA secretdria no muco, pelo método de ELISA. Resultados: Animais tratados por
via intragéstrica com etanol apresentaram reducéo no nimero de coldnias bacterianas
em todos 0s segmentos do trato gastrintestinal. Além disso, foi observado um
aumento no percentual de bactérias fermentadoras de glicose no estbmago e intestino
grosso em comparagdo com o grupo controle, associado a alteragdes no percentual
de colbnias lactose positivas em todo o trato gastrintestinal. Em relagdo a avaliagdo
imunoldgica, observou-se no intestino grosso, uma redugdo significativa nos niveis
dessa imunoglobulina no grupo tratado com etanol. Conclusdo: O alcool causa um
desequilibrio na microbiota intestinal, que pode inclusive estar favorecendo o
crescimento de col6nias patogénicas em detrimento das simbidnticas. Uma vez que o
habito de ingerir &lcool é frequente na sociedade, esses resultados abrem
perspectivas para estudos mais elucidativos com possiveis implicagdes clinicas.
Palavras chave: Alcool, trato gastrointestinal, microbiota, disbiose, IgA.

ABSTRACT

Introduction: The gastrointestinal tract is colonized soon after birth by bacteria that
develop complex and stable populations, usually beneficial to the host. However,
several factors, as alcohol ingestion, may promote dysfunctions in the intestinal
microbiota, causing injury to the individual. Objective: To evaluate the impact of
acute alcohol ingestion on gastrointestinal microbiota and secretory IgA production
in the mucus. Methods: 30 mice BALB/c, adult females were treated for 4
consecutive days with saline or alcohol. On the fifth day they were sacrificed and
samples were taken from the stomach, small and large intestine for analysis. It was
made a body wash for the isolation of the gut microorganisms besides analysis of
secretory IgA in the mucus. Results: Animals treated with ethanol by intragastric
administration presented a reduction in the counts bacteria colonies in all segments
of gastrointestinal tract. It was also observed an increase in percentage of colonies
with properties of glucose fermentation in stomach and large intestine, besides
alterations in percentage of lactose positive colonies in all gastrointestinal
compartments of ethanol treated mice. In relation to immunological evaluation, it
was observed in the large intestine, a significantly reduction in the concentration of
this immunoglobulin in the ethanol treated mice. Conclusion: Ethanol point to an
imbalance in intestinal microbiota, which may even be encouraging the growth of
colonies at the expense of pathogenic symbiotic. Once the habit of drinking alcohol
is prevalent in society, these results open perspectives for further studies elucidating
with clinical implications.

Key words: Alcohol, gastrointestinal tract, microbiota, imbalance, IgA.
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INTRODUCAO

O trato gastrintestinal é o primeiro segmento do
corpo a entrar em contato com as substancias ingeridas.
Dentre suas principais fungdes incluem-se a digestéo,
absorgdo dos alimentos e eliminagéo dos produtos s6lidos
do catabolismo.! E constituido por um longo tubo
muscular, que chega a medir sete vezes o tamanho do
individuo e por glandulas anexas, como o figado e o
pancreas. Inicia-se na boca, passa pela faringe, eséfago,
estbmago, intestino delgado, intestino grosso e
finalmente termina no reto.

Ao longo de todo o tubo digestivo de um
individuo adulto normal existe uma grande quantidade de
microrganismos,  diferentemente  distribuidos em
microambientes,  caracterizando uma  microbiota
compartimentalizada. Cada regido do trato gastrintestinal
possui uma microbiota propria, peculiar, que se encontra
parcialmente determinada. 2°

A colonizagdo do trato gastrointestinal depende
da capacidade de adesdo das bactérias, em receptores
denominados sitios de adesdo na mucosa intestinal. *
Espécies com esta caracteristica tendem a colonizar de
forma permanente, sem necessidade de reintrodugdo
periddica, e constitui a denominada microbiota autdctone.
Pelas caracteristicas bioldgicas citadas, a microbiota
autoctone tende a ser estdvel quanto as espécies
bacterianas e quanto ao nimero de coldnias ao longo do
tempo, acompanhando o individuo durante toda a vida. ®

Apesar de serem encontradas em todo o trato
gastrointestinal, a distribuicdo das bactérias é bastante
heterogénea. ® No estdmago e no intestino delgado o
ambiente é desfavoravel para a colonizacéo e proliferacéo
bacteriana, que é reduzida, por acdo bactericida do suco
gastrico, da bile e da secrecdo pancreatica, como pelo
intenso peristaltismo do intestino delgado. No c6lon, as
bactérias encontram condigBes favoraveis para sua
proliferacdo devido & auséncia de secrecOes intestinais,
peristaltismo lento e abundante suprimento nutricional. A
populagdo microbiana do célon alcanca 10'° a 102
microorganismos por grama de conteddo luminal, e
supera em nudmero o total das células eucaridticas
presentes no corpo humano. &7

A enorme populagdo bacteriana do trato
gastrointestinal é composta predominantemente por
poucos géneros bacterianos, altamente diversos quanto as
espécies. ® Prevalecem o0s géneros bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Peptococcus,
Peptostreptococcus e Ruminococcus. Estima-se a
existéncia de cerca de 300 a 500 diferentes espécies de
bactérias, com composicdo variada em cada individuo. ©
Trés importantes fungbes sdo desencadeadas por esses
microrganismos: a) a resisténcia a colonizagdo, que pode
ser definida como a capacidade de impedir ou reduzir a
multiplicagdo de microorganismos exdgenos que por
acaso penetram no ecossistema digestivo; b) a
imunomodulacdo do sistema imune da mucosa intestinal;
¢) a contribuicdo nutricional, que oferece diversas fontes

energéticas e de vitaminas, além de participar da
regulacéo da fisiologia digestiva do hospedeiro.®

Diante dessa intima inter-relagdio com o
organismo, uma disfuncdo na microbiota intestinal pode
resultar em consequéncias danosas para o individuo. °
Esse fato é denominado disbiose e esta relacionado a
diversos fatores como o estresse, mudanga na
alimentaco, uso prolongado de antibidticos e, dentre
fatores quimicos, destaca-se a ingestdo de &lcool.™*

Atualmente, o  alcool, cientificamente
conhecido como etanol (alcool etilico), é a droga de
abuso mais consumida em todo 0 mundo. ° O alcoolismo
constitui um dos mais graves problemas médico-sociais
dos grandes centros na atualidade. Esse fato tem
preocupado governos, profissionais da salde e a
sociedade de um modo geral,*? e as repercussdes do uso
abusivo na salde do individuo acabam tornando comum
o atendimento de pacientes dependentes nos hospitais
gerais.’>6

Nesse contexto, € devidamente importante a
compreensdo das alteragfes no trato gastrointestinal apds
contato com o A&lcool. Alteragcbes morfoldgicas e
funcionais do trato gastrointestinal tém sido descritas em
humanos*’ e animais experimentais,'® caracterizando—se,
essencialmente, pela lesdo de barreira epitelial
interferindo na absor¢do de nutrientes e no sistema imune
de mucosa. *°

Recentemente, Andrade e colaboradores®
estabeleceram um modelo experimental de inducdo de
gastrite aguda pela administracdo intragastrica de etanol
50 % em camundongos C57BL/6. Esses animais
apresentaram varias alteragdes imunolégicas e funcionais
no trato gastrointestinal, dentre estas, a reducdo da
atividade da pepsina no estdmago, diminuicdo do muco
estomacal e intestinal e aumento da concentragdo de
proteinas intactas no sangue. Apesar do crescente
interesse sobre os efeitos do alcool no organismo, pouco
se tem feito para investigar o impacto da administracdo
de etanol sobre microbiota autoctone e suas
conseqiiéncias para a homeostase no trato gastrintestinal.

Tendo em vista 0 uso abusivo de &lcool como
um padrdo de ingestdo que vem resultando em efeitos
deletérios a salde, dificultando as relagbes sociais e/ou
problemas legais, torna-se relevante desenvolver estudos
que investiguem a exposi¢do do trato gastrointestinal em
presenca da administracdo de etanol bem como suas
consequéncias. Neste sentido, o objetivo deste trabalho
consistiu em avaliar o impacto da ingestdo aguda de
alcool sobre a diversidade da microbiota do trato
gastrointestinal, além da avaliagdo imunologica pela
producdo de IgA secretoria no muco.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na sala de
experimentacdo animal do Biotério e no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Medicina de ltajuba
(FMIt). Este estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as
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orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA), e foi realizado somente apds
aprovagcio do projeto pelo Conselho de Etica em Pesquisa
Animal (CEP) da Faculdade de Medicina de Itajuba —
FMIt.

Os procedimentos de analise imunoldgica
foram realizados no Laboratério de Imunobiologia da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Animais:

Foram  utilizados nesse  trabalho 30
camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com 8-10
semanas de idade, fornecidas pelo Biotério da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e
mantidas no Biotério da Faculdade de Medicina de
Itajubd — FMIt.

Os animais do grupo experimental (n=10)
receberam 4 administragBes intragéstricas de 0,2 mL de
etanol 50% (v/v) (utilizando uma agulha de ponta
arredondada acoplada a uma seringa de 1ml), durante 4
dias consecutivos, ou somente 0,2 mL de salina
fisioldgica NaCl 0,15M nos animais do grupo controle
(n=10), seguindo o protocolo descrito por Andrade e
colaboradores (2006)%. Em todo o trabalho os animais
tiveram &gua e racdo ad libitum e alteragdes
comportamentais foram anotadas durante e ap06s as
administragdes intragastricas de etanol.

No 5° dia do experimento, ou seja, 24 horas
apds a Ultima administracdo intragastrica de salina ou
etanol o estdbmago, intestinos e 0os microrganismos foram
coletados.

Obtencéo de lavados do trato gastrointestinal:

Os oOrgdos: estdmago, intestino delgado e
intestino grosso foram retirados e lavados com 4 mL de
salina fisiologica. Em seguida, os conteidos dos lavados
intestinais foram diluidos (intestino delgado: 1:1000, e
intestino grosso: 1:10000. Uma aliquota de 100uL foi
diluida em 0,9 mL de caldo nutriente para cultura,
completando 1000 pL de solugdo. Deste preparado foram
retirados 100 pL para plagueamento (detalhado no
proximo item). No caso do estdbmago foi utilizado o
lavado total (sem diluigdo), sendo pipetados 100 pL, que
foram diretamente plaqueados.

Plagueamento

Apobs a coleta descrita no item anterior, 0s
lavados do estdbmago e as diluicdes dos intestinos foram
plagueados. A semeadura em placas ou plagueamento
revela o nimero de células capazes de se multiplicarem e
formarem coldnias em meios de cultivo apropriados e sob
condicbes de incubagdo adequadas. Uma aliquota
(100uL), de cada lavado gastrico e de cada diluicdo dos
lavados intestinais, foi pipetada em Placas de Petri
contendo meios de culturas solidos (Agar—nutriente), e

com o auxilio de uma alca de Drigalsky, previamente
esterilizada, o conteldo foi espalhado por toda a
superficie. Apds esse procedimento, as placas foram
armazenadas em estufa de 37 graus centigrados para
crescimento bacteriano. Apds 48 horas de incubagdo,
iniciou-se a analise da diversidade dos microrganismos
aer6bicos e anaerdbicos facultativos que cresceram na
placa, através de varios parametros, inicialmente
macroscopicos, como coloragdo, tamanho e forma das
colénias.

Apbs a identificacdo inicial baseada em
caracteristicas  morfologicas, as bactérias foram
analisadas por caracteristicas metabolicas através dos
testes de fermentacéo da glicose.

Contagem de col6nias bacterianas

Para a contagem das colbnias que cresceram
nas Placas de Petri, em meios ndo seletivos (Agar -
nutriente), foram utilizadas uma lupa e uma base
milimetrada para maior preciséo do trabalho.

Os dados obtidos foram organizados em uma
tabela e foi usado um padrdo de contagem. Nesse padrdo,
as placas com até 500 coldnias foram documentadas com
0 numero exato, para nimero de coldnias entre 500 e
1000, utilizou-se >500 e para as placas que tiveram um
crescimento em massa, foi utilizado >1000.

Plagqueamento em meio seletivo para Gram-negativos

Com a ajuda de uma alga, amostras de
bactérias das col6nias anteriormente citadas, foram
colocadas em meio Agar McConkey, através do método
de esgotamento para crescimento seletivo de bactérias
Gram-negativas e separacdo das coldnias de bactérias
entre lactase positivas e negativas. Trata-se de um meio
indicador e a identificacdo ocorre da seguinte maneira:
bactérias fermentadoras de lactose utilizam esse agucar
disponivel no meio e produzem é&cido como produto final.
Este acido diminui o pH do meio para valores inferiores a
6.8, resultando na observacdo de colbnias rosa
choque/vermelhas, classificadas como Lac+. As coldnias
brancas representam as bactérias Lac -.

Identificacdo fisiologica de bactérias pelo teste de
fermentacéo

Para o teste de fermentacdo foram
utilizadas amostras retiradas do Agar McConkey. Com a
ajuda de uma alga, amostras das coldnias foram diluidas
em caldo de crescimento bacteriano, contendo glicose.
Foram observados aspectos macroscopicos dos tubos.
Cada tubo tinha em seu interior um tubo de Duhan
invertido, para se avaliar a fermentacdo da glicose, pela
formacdo de gas. Nesse estudo, além da verificagdo da
presenca de gés, foi analisada a turvacdo do caldo, como
indicativo de crescimento bacteriano. A soma dos dois
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resultados indicaria um processo de fermentacao positivo,
0 que comprovaria a utilizagdo da glicose pelas bactérias.

Andlise da producdo de IgA secretéria no muco
gastrintestinal

A investigagdo imunolégica consistiu da analise
de IgA secretoria (sIgA) no muco. Para isso, foram
utilizados os lavados originais de cada 6rgdo. Os lavados
foram congelados e armazenados em temperatura
controlada. Foi realizado o teste ELISA para verificagéo
da quantidade de IgA secretoria (sIgA) no muco. Para a
realizacdo desse teste, as placas foram incubadas com
anticorpos monoclonais de cabra anti-IgA de
camundongos (100 pl/pogo de 1 pg/ml; Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) O muco foi
adicionado (100pl/pogo) em diluigBes seriadas (fator 0.5)
a partir de 1:20 para IgA do lavado intestinal, e total (sem
diluicdo) para IgA do lavado estomacal e do intestino
grosso. As imunoglobulinas ligadas foram reveladas com
0.5 pg/ml de anticorpos policlonais especificos para a
cadeia alfa de camundongos (Southern Biotechnology,
Birmingham, AL) marcados com biotina. Uma solugéo
adicional de detec¢do contendo estreptavidina conjugada
a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, AL)
em uma dilui¢do de 1:10000 (100pl/pocgo) foi adicionada
e as placas incubadas por 1 hora a 37°C. A revelagdo foi
feita colocando-se o substrato da peroxidase (H202)
juntamente com um cromogeno (OPD) diluidos em
tampdo citrato (100pl/pogo). Ap6s a interrupcdo da
reacdo pela adigdo de 20pl/pogo de 4&cido sulflrico

(H2S0O4 2N), as placas foram lidas em Leitor automatico
(Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro
de 492 nm.

Anélise estatistica

Para a realizagdo dos calculos estatisticos foi
utilizado o Software STATISTICA instalado nos
computadores do laboratério de informatica da Faculdade
de Medicina de Itajuba.

Na andlise estatistica foi utilizado o Teste t de
Student, para a comparacdo dos grupos, considerando
diferenca significativa aqueles que apresentaram valor de
p<0,05.

RESULTADOS

Animais tratados por via intragéstrica com
etanol apresentam reducdo no numero de coldnias
bacterianas em todos o0s segmentos do trato
gastrintestinal.

Apbs coleta dos lavados gastrintestinais,
realizou-se o plaqueamento de aliquotas dos mesmos
(ap6s dilui¢do ou ndo) em Agar-nutriente nfo seletivo e
ap6s 24 horas em estufa de 37 graus centigrados,
realizadas a contagem de colonias. A Figura 1 demonstra
que o grupo tratado com lcool apresentou uma nitida
reducdo no ndmero de coldnias isoladas em todo o trato
gastrintestinal comparado com o grupo controle, sendo
que no estdbmago e intestino grosso a diferenga foi mais
acentuada.

1000 ~ —"
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© *
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o [ |
S 500 - Alcool
©
5 * *
(@]
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0 T T
Estébmago Delgado Grosso

INTESTINO

Figura 1- Quantificagfo de coldnias bacterianas em lavados do trato gastrintestinal de animais controles e tratados
com etanol por via intragastrica. *p<0,05.

Animais tratados por via intragastrica com
etanol apresentam um aumento no percentual de bactérias
fermentadoras de glicose no estdbmago e intestino grosso
em comparagao com o0 grupo controle.

A fermentacédo de agUlcares é uma caracteristica
de bactérias que habitam o trato gastrintestinal. Antes da
analise em meios especificos, foi analisada a propriedade
de fermentar glicose e produzir gas pelas bactérias

Revista Ciéncias em Saude V1, N 1, abr 2011



isoladas ap6s crescimento em Agar-nutriente. A Figura 2
demonstra que no estdmago houve uma mudanga na
relacéo entre bactérias fermentadores de glicose (gs+) e
bactérias ndo fermentadoras (gas-), no grupo tratado com
etanol quando comparado com o grupo controle. O alcool
promoveu um aumento no percentual de bactérias
fermentadoras de glicose. J& no intestino delgado
observou-se que a relacdo de bactérias gés+/gas- foi

maior tanto no grupo controle quanto no grupo tratado
com alcool. Entretanto nos animais deste grupo houve um
aumento relativo de bactérias gas+. No intestino grosso,
interessantemente foi observado nos animais tratados
com etanol uma auséncia de bactérias gas-, sendo que
100% das bactérias foram fermentadoras de glicose
(gas+).

Estdbmago | | Intestino Delgado | | Intestino Grosso

100 -
g 3 Gas+
IS p
=2 0O Gés-
S 50 4
2
(0]
o

0 0%
controle alcool controle alcool controle alcool

Figura 2 - Anélise da propriedade de fermentacéo da glicose pelas bactérias isoladas apds crescimento em meio seletivo.

Animais tratados por via intragastrica com
etanol apresentam alteragdes no percentual de coldnias
lactose positivas no trato gastrintestinal.

O teste da lactose é usado como um dos
parametros iniciais para identificacdo de enterobactérias,
que sabidamente fermentam esse carboidrato. A Figura 3
demonstra que houve uma reducdo no percentual de
bactérias Lac+ no estdmago dos animais tratados com
etanol. Ja no intestino, delgado e grosso, observou-se um

nitido aumento no percentual de bactérias Lac+ nos
animais tratados com etanol em comparagdo com o grupo
controle. Interessante ressaltar que no intestino delgado
dos animais tratados com etanol observou-se 50% de
bactérias Lac+ e 50% de Lac-, sendo que no grupo
controle essa relagdo foi de 16 e 84%, respectivamente.
J& no intestino grosso, animais tratados com etanol
apresentaram uma relacdo de 66 e 34% (Lac+ e Lac-).
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Figura 3 - Analise de seletividade para Enterobactérias pelo teste da lactose.

Perfis distintos de produgdo de produgdo de
IgA secretdria sdo observados no intestino delgado e
grosso de animais tratados com etanol.

A dosagem de IgA secretoria foi realizada no
muco coletado apds lavagem do trato gastrintestinal de
animais tratados com etanol ou salina (controles). A
Figura 4 demonstra que, no estdmago, ndo houve
diferenca na concentragdo dessa imunoglobulina entre os

grupos. Entretanto, uma diferenga marcante foi observada
no intestino. Interessantemente animais do grupo tratado
com etanol, em comparacdo com o grupo controle,
apresentaram um aumento nos niveis de IgA secretoria
no intestino delgado. J& no intestino grosso, observou-se
uma marcante redugdo nos niveis dessa imunoglobulina
no grupo tratado com etanol.
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Figura 4 — Concentragdo de IgA secretdria no muco gastrointestinal *p<0,05.
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DISCUSSAO

O estudo fundamentou-se no trabalho
desenvolvido por Andrade e colaboradores® que
estabeleceram um modelo experimental de indugdo de
gastrite aguda, pela administragdo intragastrica de etanol 50
% em camundongos C57BL/6. Esses animais apresentaram
vérias alteragbes imunoldgicas e funcionais no trato
gastrintestinal, dentre estas se destaca reducdo da atividade
da pepsina no estdbmago, diminui¢do do muco estomacal e
intestinal e aumento da concentragdo de proteinas intactas
no sangue. Assim, devido a praticidade na manutencéo,
anestesia e execucdo de procedimentos a serem executados
e pela oportunidade de realizagdo da investigacdo em uma
nova espécie, 0 presente trabalho trabalhou com
camundongos da linhagem BALB/c. Os resultados,
discutidos em seguida, demonstraram adequagdo do modelo
experimental.

Em relagdo a avaliagdo macroscopica, a pelagem
dos animais do grupo tratado com etanol, a partir do 2° dia
do experimento, apresentou alteracdes em  suas
caracteristicas, com aspectos de oleosidade, arrepiamento e
perda do brilho. Enquanto a pelagem, dos animais do grupo
controle, manteve-se inalterada (dados ndo mostrados).
Acreditamos em uma provavel intoxicacdo em resposta a
uma intolerdncia alcodlica decorrente da dificuldade de
metabolizacdo hepética do alcool em conseqiiéncia da alta
concentracdo e quantidade administrada.

Observou-se no segundo dia de experimento,
instantes apos a ingestdo de alcool, que animais do grupo
experimental manifestaram efeitos estimulantes como
intensa agitacdo ao percorrerem os espagos da gaiola de um
extremo a outro. Em seguida, com o passar de 10 minutos
aproximadamente, comecaram aparecer 0s efeitos
depressores como, falta de coordenacdo motora e
prostracdo. Tais efeitos, encontrados de forma evidente
apenas nos animais do grupo experimental, seriam
decorrentes da interferéncia do &lcool nos neurdnios,
levando a um efeito depressor mais exacerbado apds algum
tempo da ingestdo. Tais resultados estdo de acordo com a
literatura, ao explicar que os efeitos depressores do etanol
sdo devidos principalmente a agBes nos dois maiores
receptores ionotropicos presentes no cérebro (GABAA e
NMDA). O etanol aumenta a condutdncia dos canais
GABAA ao ion cloreto promovendo um aumento de
correntes inibitérias e potencializando a neurotransmissdo
GABAérgica, efeito  revertido pelo antagonista
benzodiazepinico Ro15-4513 sugerindo um sitio de agdo do
etanol nesse sitio modulatério. Os receptores NMDA s&o
bloqueados pelo alcool, ocorrendo diminuigéo do influxo de
cations por esse receptor e reducdo da excitabilidade
neuronal. Além disso, canais de calcio ativados por
voltagem sdo bloqueados pela administracdo aguda de
etanol contribuindo ainda mais para diminuicdo da

excitabilidade neuronal, uma vez que esses canais estdo
envolvidos na fusdo e liberagcdo de vesiculas de
neurotransmissores. 2

A anélise microbiolégica demonstrou uma nitida
reducdo no ndmero de col6nias isoladas em todo o trato
gastrintestinal no grupo tratado com etanol. No intestino
grosso observamos uma maior diferenca no nimero de
coldnias bacterianas entre o grupo tratado com alcool e o
grupo controle. E possivel postular que houve um impacto
quantitativo importante do alcool sobre as bactérias
autoctones em todo o trato gastrintestinal. Sabe-se que no
organismo humano, por exemplo, 100 trilhdes de
bactérias de mais de 400 espécies diferentes vivem em um
delicado balanco. A microbiota intestinal tem fungdes
importantes como a sintese de algumas vitaminas e a defesa
do nosso organismo. Quando esta é afetada por algum fator
extrinseco, o organismo fica sujeito, dentre outras
alteragbes, a colonizacdo predominante de bactérias
oportunistas ou mesmo patogénicas, além da passagem de
toxinas bacterianas para a circulagdo portal. Chama-se
disbiose intestinal, transtorno no qual as bactérias
promotores de salde ficam em minoria e isso pode afetar
negativamente o microambiente intestinal causando um
impacto sobre a fisiologia do intestino, além de influenciar
o sistema imune de mucosa. % Acreditamos que a redugio
do numero de colénias nos animais tratados com etanol
comprove a ocorréncia de dishiose intestinal em
decorréncia do uso dessa substancia quimica, que pode
causar efeitos diretos e/ou indiretos sobre a microbiota.
Outro dado concordante com essa observacdo foi que na
analise macroscopica, observamos uma da maior
diversidade de coldnias nas placas do grupo controle (dados
ndo mostrados). Neste grupo eram encontrados no minimo
dois tipos de colbnias, sendo uma de aspecto de coloragéo
branca, e outra no aspecto amarelada. Em algumas placas
ainda, observamos a presenca de uma terceira col6nia de
coloragdo alaranjada, que por sua vez ndo foi observada no
grupo experimental.

A ingestdo aguda de etanol resultou em um maior
nimero de bactérias com propriedades fermentadoras da
glicose e produtoras de gas (gas-glicose) em todos os
compartimentos gastrintestinais. No entanto, no intestino
grosso desses animais, observamos que todas as bactérias
analisadas (100%) eram fermentadoras de glicose e
produtoras de gas. Acreditamos que isso se deva a possiveis
erros durante o procedimento ou durante a analise.
Interessante notar que no grupo controle observamos no
estdbmago um balango entre bactérias fermentadoras ou ndo
de glicose. Ja no intestino desses animais a relagdo muda,
sendo que no delgado ha um maior percentual de bactérias
fermentadoras de glicose e no intestino grosso de bactérias
ndo fermentadoras de glicose. Essas discrepancias podem
estar associadas a diferentes familias de bactérias
predominantes em cada microambiente. Por esse motivo
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nosso proximo objetivo foi fazer a analise da familia
Enterobacteriaceae, que compreende varios géneros, com
espécies patogénicas e oportunistas, pertencentes a
microbiota intestinal e que apresentam caracteristicas
especificas, como por exemplo, fermentacéo da lactose.

No teste de seletividade, analisamos a capacidade
da bactéria de produzir a enzima lactase, degradando,
portanto a lactose presente no meio de cultura especifico
para o crescimento de enterobactérias. A metabolizagdo
(lac+) ou ndo (lac-) da lactose era evidenciado por uma
alteracdo na cor da coldnia. Fica claro analisando o grupo
controle, que a relagdo percentual entre bactérias ndo
fermentadoras e fermentadoras de lactose é diferente em
cada compartimento analisado. No estdmago observamos
um maior percentual de bactérias lac+, em contraste com o
intestino (delgado e grosso) que apresentou um menor
percentual de bactérias com essa propriedade. Fica evidente
que o tratamento com etanol leva a uma mudanca nessa
relacdo em todos os compartimentos analisados. No
estdmago h& uma inversédo, passando a um maior percentual
de bactérias lac-. No intestino delgado observamos um
equilibrio entre bactérias lac+ e lac-. E no intestino grosso
um aumento no percentual de bactérias lac+. E sabido que
as enterobactérias sd80 microrganismos  anaerdbios
facultativos e Gram-negativos. No ecossistema intestinal
sem alteragdes, as enterobatérias estdo em constante
equilibrio, exercendo efeitos benéficos que incluem
protecdo contra infeccBes entéricas, diminuem o pH por
metabolizar carboidratos, suprimem bactérias patogénicas,
produzem vitaminas, ativam as fungdes intestinais e
auxiliam na digestdo e absorcdo e estimulam a resposta
imunolégica.23 Em nosso estudo, as analises do teste de
seletividade comprovaram uma inversdo no predominio de
enterobacérias lactase (+) e lactase (-) como relatado
anteriormente, sendo que no intestino grosso houve um
nitido aumento no percentual de enterobactérias (lac+). A
partir disso supomos a ocorréncia de uma desestabilizacdo
da microbiota intestinal, tendendo ao aumento do ndmero
de enterobactérias patogénicas que possam comprometer a
integridade intestinal e oferecem riscos de sérios danos aos
organismos sujeitos a estas mudangas. Embora este seja um
estudo da ingesta aguda do etanol, efeitos importantes ja
sdo percebidos e certamente irdo se agravar mediante ao
uso crdnico desta substancia.

Na andlise de IgA secretdria (IgAs) contida no
muco dos lavados dos 6rgdos através do método ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), observamos que
houve um aumento significativa na concentracdo de IgAs
no muco do intestino delgado de animais tratados com
etanol em comparagdo com o grupo controle. Por sua vez,
no intestino grosso notamos uma reducdo desta
imunglobulina no muco dos animais tratados com etanol em
relagdo ao grupo controle. Acreditamos que para
compreender essa alteragdo imunoldgica necessitamos de

estudos complementares, uma vez que a produgdo de IgAs
pelo sistema imune de mucosa é bastante complexa e
multifatorial. De qualquer forma, acreditamos que o grupo
tratado com etanol de forma aguda, pode sofrer uma acéo
direta do alcool sobre os mecanismos de barreira no trato
gastrointestinal, cuja principal funcdo é controlar a
microbiota intestinal e prevenir a entrada de antigenos no
sistema. 2* A 1gAs é o anticorpo que desempenha um papel
importante na atividade anti-infecciosa nas superficies
mucosas, neutralizando antigenos luminais e inibindo a
aderéncia  bacteriana.  Conseqlientemente,  qualquer
alteracdo na sua produgdo pode comprometer a resposta
antiinfecciosa local. Sendo assim, mediante a reducdo de
IgAs no intestino grosso de animais tratados com etanol,
local de maior concentragdo de microrganismos,
acreditamos em uma maior vulnerabilidade desses animais
a certas patologias que ndo ocorreriam nas condigdes de
integridade do organismo.

CONCLUSAO

Portanto, o éalcool mesmo em experimentacdo
aguda, afeta significativamente 0  microambiente
gastrointestinal e essas altera¢cdes tem um impacto direto na
microbiota, induzindo alteracBes quantitativas e
fisioldgicas.

Uma vez que ingestdo de alcool é um habito
frequente em nossa sociedade, além de ser um problema de
carater social, de saude e econémico, espera-se que 0S
resultados aqui avaliados abram perspectivas para estudos
mais elucidativos com possiveis implicag@es clinicas.
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