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RESUMO

Inimeros estudos apontam a importancia da microbiota intestinal na manutengdo da
homeostase do organismo, de modo que alteracdes em sua composicdo de espécies podem estar
associadas a causa de varias doencas. Em muitos casos, estas alteracdes - conhecidas como
disbiose - podem ser revertidas pela administracéo de probidticos, que sdo microrganismos com
algum papel modulador, com efeitos benéficos para além do intestino. Uma estratégia de
restauracdo da normobiose intestinal é a aplicacdo direta de fezes de individuos saudaveis
naqueles apresentando algum tipo de patologia associada com disbiose. Esta abordagem, que
tem surtido efeito em muitos ensaios clinicos, sendo até mesmo recomendada para doengas
como a diarreia por Clostridioides difficile refrataria a antibioticoterapia, apresenta uma série
de desafios, tendo em vista a necessidade de se evitar a transmissao de patdgenos intestinais
(seguranca) e de garantia (eficacia) de restauracdo da normobiose. Este trabalho teve como
proposito explorar pontos que assegurem o alcance destes objetivos, aplicando-os ao formato
de transplantacdo fecal menos invasivo - a capsula. A primeira etapa do trabalho consistiu na
selecdo de doadores de fezes, iniciando-se com uma chamada publica que teve alcance nacional,
seguida de um processo de selecdo, compreendendo uma triagem por entrevista, exames
clinicos e laboratoriais para atestar a salde e auséncia de patdgenos nas fezes de potenciais
candidatos. Ap6s ou em paralelo a esta fase de avaliacdo do nivel de seguranca das fezes de
interessados em participar do processo de selecdo, foi feita a analise do microbioma fecal, para
eventualmente atestar sua eficacia. Além de atestar a seguranca do candidato para ser um
doador, excluindo, por exemplo, aqueles apresentando doencas cronicas, a entrevista permitiu
coletar informagdes que poderiam dificultar ou comprometer a colheita e manutencdo da
viabilidade microbiana nas fezes. As questfes foram divididas em duas categorias: aquelas
visando a obtencdo de informagcbes de natureza transitdéria ou aquelas que poderiam
comprometer definitivamente a participacdo do interessado. De um total de 221 candidatos, 196
foram eliminados por apresentarem limitagdes tais como, diagndstico de doencas cronicas ou
residirem em local impeditivo de realizacdo de colheita (fora da cidade de Botucatu). Aos 25
candidatos que passaram na triagem da entrevista, foi solicitado o encaminhamento para 0s
exames laboratoriais preliminares. Destes, 11 desistiram do processo de sele¢édo e 6 foram
desqualificados, por terem se mudado de Botucatu. Os oito remanescentes incluiram 2 que
vieram a se mudar de Botucatu, nesta etapa, 1 que teve restricdo nos exames laboratoriais, 1
que passou a apresentar constipacédo intestinal crénica e 1 que iniciou um regime terapéutico

com possivel implicagdo no equilibrio na microbiota. De modo que restaram apenas 3



individuos elegiveis e que forneceram amostras fecais para analise de microbioma, que também
foram utilizadas para a avaliacdo de protocolos de producéo de cépsulas de administracdo oral.
Foram coletadas 3 amostras, de cada um destes individuos, em dias diferentes, que serviram
para a comparar a diferenca na riqueza e abundancia de OTUs (Operational Taxonomic Units)
do microbioma deles, bem como do microbioma das fezes e das capsulas correspondentes,
durante a estocagem a -80°C, visando a definigdo de um protocolo para producédo de cépsulas
em série. A analise do microbioma das triplicatas de cada um dos trés potenciais doadores ndo
mostrou variacdo estatisticamente significativa na diversidade alfa entre eles, medida pelo
indice de Shannon. Foram avaliados 4 protocolos de producédo de capsulas, 3 dos quais tinham
como ingrediente basico, além das fezes, mistura de manteiga de cacau e glicerol, acrescidas
ou nao de salina 0,9% e que eram dispensados diretamente em involucros de liberacdo tardia
(DRcaps), de tamanho 00 ou em invélucros de gelatina, tamanho 0, que seriam transferidos
posteriormente para os invélucros 00 DRcaps. Além de diferencas na composicdo de
ingredientes, estes protocolos variavam quanto ao procedimento de remocéo de residuos das
fezes e homogeneizacdo da mistura. Todos os protocolos implicaram em perda na riqueza e
abundancia de OTUs, que chegaram a -98%, na comparacdo entre fezes e capsulas
correspondentes, um deles, adicionalmente, produziu um concentrado fecal sem fluidez
insuficiente para a dispensagdo no invélucro, um deles apresentou baixo rendimento e um
terceiro comprometia a estrutura dos involucros. O protocolo que ndo apresentou estas
limitacGes técnicas foi testado e aprovado quanto a capacidade de manter a abundancia e riqueza
de OTUs, durante estocagem das capsulas por 124 dias, tendo sido o escolhido para a producéo
em série de capsulas. Dois dos 3 potenciais doadores de fezes desistiram do processo de selecéo,
apos a analise de seu microbioma fecal. De modo que um deles — na verdade uma potencial
doadora — se submeteu aos exames finais para atestar a seguranca de seu material fecal, tendo
apresentado apenas restri¢cbes temporarias, posteriormente revertidas, passou a colaborar com
0 projeto. Seu microbioma fecal foi confrontado com o microbioma de mucosa de dois
pacientes com retocolite ulcerativa, vindo a apresentar profundas diferencas no sentido de
apresentar OTUs caracteristicos de uma microbiota saudavel, tais como Christensenellaceae,
Faecalibacterium e Lachnospiraceae, sendo que estas duas ultimas fizeram parte do core
microbiome de suas fezes e das capsulas correspondentes estocadas. A experiéncia de selecéo
de doadores, em que, ao final do processo, se conseguiu apenas 1 entre 221 (0,45%) candidatos,

mostra uma taxa inferior aos estudos ja realizados segundo os quais ~3% ao final sdo elegiveis.



ABSTRACT

Innumerous studies support the role of gut microbiota in maintaining the body
homeostasis, so that oscillations in its species composition can be associated with the cause of
many diseases. In some cases, these alterations, known as dysbiosis, can be reversed by the
administration of probiotics, which comprise microorganism exerting some modulatory role,
with beneficial effects extending to extra-intestinal parts of the body. A strategy for restoring
the intestinal normobiosis comprise of the direct administration of stools from healthy subjects
in the gut of those bearing some kind of dysbiosis associated disease. This approach, which has
shown positive results in many clinical trials and has even been recommended for pathologies,
such as Clostridioides difficile diarrhea refractory to antibiotic therapy, presents with many
challenges, in view of the need of avoiding the cross-transfer of intestinal pathogens (safety)
and the assurance of potential (efficacy). The aim of the present work was to investigate some
issues relevant to assess the two points above, focusing in the formulation of an oral capsules
for fecal transplantation (FT), considering a less invasive approach, by using a less invasive
administration route. The first phase of the study comprised of the selection of candidates for
stool donation, starting with a public call of national reach, followed by the selection process,
which consisted of an interview, clinical and laboratory examinations to assure the healthy
condition and absence of pathogens in the stools of potential candidates. Following or in parallel
to this phase of evaluation for the safety level of the subjects’ stools to qualify he or she for
donation, the fecal microbiome was analyzed, to attest its efficacy. In addition to attest the
safety condition of the candidate to be considered for donation, eliminating, for example, those
diagnosed with chronic diseases, the interview enabled the gathering of information that could
difficult or compromise routine stool collection and maintenance of the bacterial viability in the
stools. The questions were divided in two categories: those with the aim of getting information
of transient nature and those that could definitely compromise the eligibility of the subject. Of
a total of 221 candidates, 196 were not qualified for reasons such as diagnosis of chronic
diseases, living in places distant of the laboratory (out of Botucatu). The 25 candidates who
passed the interview were requested to submit to preliminary laboratory examinations. Of these,
11 desisted the selection process and 6 declared to live out of Botucatu. The remaining 8
subjects comprised of one subject who was found to have restrictions in the laboratory
examinations, one that displayed intestinal constipation and one which started a therapeutic
regimen which could interfere with the species composition equilibrium of the gut microbiota.

Therefore, only 3 subjects were eligible at the end of this phase and from whom 3 stool samples



were collected for microbiome analysis and also used for the evaluation of protocols for the
production of capsules. Comparative analyses were performed in between the fecal microbiome
and the corresponding capsules of the 3 subjects, by assessing the richness and abundance of
their operational taxonomic units (OTU), after storage at -80°C. Microbiome analyses of the 3
samples from each of the candidates did not show statistically significant variations in the alpha
diversity among them as determined by the Shannon index. A number of 4 protocols for capsule
production were evaluated, 3 of which included cocoa butter and glycerol, in addition to stools,
added or not with 0,9% saline in its formulation. The mixture was dispensed in DRcaps (00) or
gelatin caps (0) involucres. In addition to the differences in the formulation, these protocols
differed as to the procedure involved in the elimination of the stool residues and
homogenization of the mixture. In all protocols an OTU loss was detected up to -90%, in the
comparison between stools samples and the corresponding capsules. The formulation of one
protocol was not fluid enough for dispensation in the involucres; that of second protocol
produced a low yield, and of the third one induced crack in the involucres. The protocol which
did not presented with any of the above technical limitations was tested and approved as to the
ability of maintaining the richness and abundance of the OTUs in the capsules under storage in
deep freezer, for 124 days, Two of the 3 candidates who still were considered for stool donation
desisted of the selection process, after the analyses of their fecal microbiome. Therefore, a
single donor remained, which then submitted to the final laboratory examinations for evaluation
the safety of her stools. The examination results revealed only temporary restrictions, so that it
came to be qualified for the for the donation. Her fecal microbiome was compared with those
of the gut mucosa of two ulcerative colitis patients and profound difference was found,
consisting in the presence of OTUs typical of a healthy organism in the donor (e.g.
Faecalibacterium, Christensenellaceae and Lachnospiraceae). The proportion of selected donor
among the candidates (1/221, 0.45%) matches those of similar studies conducted in the past,

according to which less than ~3% of the candidates are eligible for stool donation.
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1 Introdugéo
1.1 Microbiota intestinal

O intestino humano contém um conjunto diverso e complexo de microrganismos,
denominado de microbiota intestinal, e evoluiu com a espécie humana para o estabelecimento
de uma relagio mutuamente benéfica . A microbiota intestinal se localiza principalmente na
regido do colon sendo dominada por bactérias, porém é composta por outros microrganismos

como fungos, virus, arqueias e protistas 21,

A microbiota intestinal é importante para a manutencdo da nossa salde e
desempenha varias fun¢des, como fermentacdo de alimentos, protecdo contra patdgenos,
estimulacdo da resposta imune e producdo de vitaminas [ 4. Os filos bacterianos
intestinais dominantes sdo Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Tenericutes, Fusobacteria e Verrucomicrobia, sendo os filos Firmicutes e Bacteroidetes
representantes de cerca de 90% da microbiota intestinal Bl No filo Firmicutes,
encontramos a familia Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, as mais abundantes em
ambientes intestinais, representando cerca de 50% e 30% da microbiota, respectivamente
[ Na familia Lachnospiraceae, encontramos a predominancia de bactérias do género
Blautia spp., negativamente associada com disfungdes fisiolgicas do hospedeiro, como
obesidade, diabetes, cancer e diversas doencas inflamatorias 1. A Roseburia spp.,
pertencente também a familia Lachnospiraceae, possui um papel importante no
metabolismo energético, na manutencao da integridade da barreira intestinal e efeitos anti-
inflamatérios mediados pela producéo de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC), como
o butirato . O butirato é a principal fonte de energia dos colondcitos e possui agdes
imunomoduladoras . Tem sido sugerido que a producdo de butirato pelos
microrganismos intestinais confere beneficios & saude %, Outra bactéria importante
produtora de butirato é a Faecalibacterium prausnitzii da familiaRuminococcaceae, uma
das espécies bacterianas mais abundantes que habitam o intestino humano . A F.
prausnitzii atua no sistema imunoldgico e também esta envolvida na manutencdo da
barreira intestinal [*2 331 Além disso, possui a capacidade de inibir competitivamente
bactérias patogénicas e aumentar a colonizacdo de bactérias benéficas na microbiota
intestinal 1. Ainda no filo Firmicutes, temos a familia Christensenellaceae considerada

importante na manutencgio da satide metabdlica e reducéo da inflamagcéo [,
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No filo Bacteroidetes, os géneros predominantes do trato gastrointestinal (TGI) humano
sdo Bacteroides, Prevotella e Porphyromonas, seguidos dos géneros Alistipes e
Parabacteroides [*®1. As bactérias do filo Bacteroidetes desempenham um papel importante na
manutencdo da estabilidade de um ecossistema intestinal saudavel através da interacdo com o
sistema imunoldgico, limitagdo da colonizacdo do TGI por bactérias potencialmente
patogénicas, producdo de butirato, fermentac&o no célon e metabolismo dos &cidos biliares [*7-
191 As bactérias do género Bacteroides, juntamente com a Bifidobacterium spp., do filo
Actinobacteria, sdo os principais produtores de AGCC, acetato e propionato, importantes fontes

de energia para as células epiteliais intestinais e com func¢des imunomoduladoras 2%,

Por muito tempo, a identificacdo de microrganismos foi limitada pela dependéncia de
métodos que necessitavam de cultura, culminando em um escasso ndmero de artigos
relacionados ao tema, uma vez que apenas 10% a 25% dos microrganismos intestinais sao
cultivaveis Y. Com o avango tecnoldgico, surgiram os primeiros métodos de identificagio
baseados no DNA, como o método de sequenciamento de Sanger em 1970, mas com elevado
custo associado a um prolongado tempo requerido para anélise 2. Somente a partir de 2005,
com o surgimento da tecnologia de sequenciamento de alto rendimento, foi possivel analisar
sequéncias completas em um curto periodo de tempo [?%l. Para caracterizar a composicéo
taxondmica de um microbioma, o método mais utilizado é a amplificacdo e o sequenciamento
de genes marcadores, como o 16S rDNA 24l Este gene é muito utilizado uma vez que o RNA
funcional codificado € essencial na sintese de proteinas e € altamente conservado em todas as
bactérias, apresenta regides variaveis e hipervariaveis que possibilitam a identificacdo
taxondmica das bactérias %!, A identificacdo de certos géneros ou espécies representados em
uma amostra e a abundancia relativa de sequéncias amplificadas pode indicar aqueles que

desempenham um papel importante na dindmica do microbioma 21,

Além das bactérias, fungos sdo detectados no intestino de varios mamiferos, incluindo
humanos, e formam a micobiota intestinal 2", A micobiota intestinal humana possui uma baixa
diversidade, em comparacdo com as comunidades bacterianas, sendo dominada pelos géneros
de leveduras Saccharomyces, Malassezia e Candida, sendo o género Saccharomyces 0 mais
abundante nas fezes humanas saudaveis 81, Apesar de compreenderem aproximadamente 0,1%
do total de microrganismos do intestino, esta pequena comunidade fungica desempenha um
papel na satde humana ao manter a homeostase intestinal e a imunidade sistémica %, O
sequenciamento das regides do Espacador Transcrito Interno (Internal Transcribed Spacer-

ITS) é o padrdo para analise de diversidade de fungos % Além disso, sequéncias de ITS de
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diferentes espécies estdo disponiveis em bancos de dados online, incluindo UNITE (User-
friendly Nordic ITS Ectomycorrhiza) e o International Nucleotide Sequence Database, com

uma ampla colecdo de referéncias para classificacdo taxonémica 3% 32,

A diversidade taxonémica pode ser quantificada por medidas de diversidade alfa e
beta. A diversidade alfa corresponde ao nimero médio de espécies encontrado numa
determinada amostra, enquanto a diversidade beta quantifica as diferencas entre as amostras
[331, Perfis taxondmicos podem ser comparados usando métricas de similaridade, por exemplo,
similaridade de Bray-Curtis, ou métricas de distancia, como por exemplo, distancias UniFrac
(341, Para comparar a abundancia relativa dos diferentes taxa entre os grupos pode ser aplicada
a andlise de discriminacgdo linear (LEfSe) que identifica os OTUs (Operational Taxonomic
Units) com maior probabilidade de explicar diferencas (biomarcadores) entre duas amostras,
com base em testes estatisticos-padrdo, combinados a testes que indicam consisténcia biolédgica
e relevancia de efeito 3%,

A homeostase da microbiota intestinal ¢ extremamente benéfica para o hospedeiro,
porém, se houver uma alteracdo na composi¢cdo microbiana que cause um desequilibrio
importante entre os microrganismos benéficos e os potencialmente patogénicos, o intestino
pode torna-se suscetivel a algumas doengas 1. Esse desequilibrio na composicdo da microbiota
é denominado de disbiose e, em geral, pode ser classificado em trés tipos diferentes: 1) reducéo
de microrganismos benéficos, 2) crescimento excessivo de microrganismos patobiontes/
patogénicos, e 3) perda da diversidade microbiana geral (61, Esses trés tipos de dishiose ndo sdo
mutuamente exclusivos e podem ocorrer simultaneamente 61, A disbiose intestinal tem sido
implicada em muitas doencas, incluindo as doengas inflamatérias intestinais (DII), como a
doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa (RU), obesidade, alergia, diabetes mellitus tipo 1,
autismo, obesidade e cancer colorretal em modelos humanos e animais 71, Tendo em vista que
as DIl foram um dos primeiros exemplos em que se demonstrou a associacdo de disbiose com
a sua manifestacdo e complicacdo de sintomas, e que também serd um modelo explorado nesse

trabalho, a seguir sera explorado um pouco mais da disbiose na RU.

A RU ¢ caracterizada por uma inflamag#o cronica na mucosa coldnica 8. A extensdo e
gravidade da inflamacdo sdo variaveis e podem se estender da regido do reto até o cdlon
ascendente %1, Os sintomas classicos sdo diarreias com presenca de sangue ou muco, ou ambos,
colicas abdominais, urgéncia para defecar, bem como febre e perda de peso em casos graves

[0 A patogénese exata da RU ainda é desconhecida, mas varios fatores tém sido implicados,
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incluindo uma resposta imune desregulada, suscetibilidade genética, fatores ambientais e
alteracdo da microbiota intestinal 1],

A disbiose da microbiota intestinal na RU pode desencadear uma inflamacdo local,
aumento da permeabilidade da mucosa e danos teciduais 2. Em um estudo, foram
demonstradas mudangas qualitativas e quantitativas na composicao de bactérias entéricas em
pacientes com RU [“31. A diversidade da microbiota intestinal em pacientes com RU é reduzida
em aproximadamente 25% em comparagdo com individuos saudaveis, com reducgdes no filo
Firmicutes, aumento de Bacteroidetes e anaerdbios facultativos [*2, Pode ser verificada também
uma diminuicdo da abundancia de algumas bactérias intestinais, como Roseburia hominis, F.
prausnitzii e Arkemansia muciniphila [, Embora a diminuicio da diversidade microbiana
possa estar ligada a RU ativa, a contribui¢do individual de uma Unica espécie bacteriana é
menos bem definida 1. No entanto, alguns patdgenos estdo possivelmente relacionados a
inflamacdo intestinal, tais como Escherichia coli aderente-invasiva, Clostridioides difficile,
Helicobacter spp., Salmonella spp., Yersinia spp., Fusobacterium spp., norovirus e Listeria spp.
2l Em relacdo & micobiota, no entanto, alguns estudos em modelos animais e em pacientes
com RU, observaram um aumento da carga fungica e a translocacdo fungica na mucosa durante
a fase cronica e aguda [“6-*81, Em um estudo randomizado, demonstrou-se que altos niveis de
Candida albicans em pacientes com RU antes do tratamento foi associada ao aumento da
diversidade bacteriana e a um melhor resultado da terapia [“°1.

O tratamento da RU compreende a administracdo de aminossalicilatos por via oral e retal,
medicamentos imunossupressores e terapia bioldgica, focados na supressdo da inflamacéo
intestinal %1, No entanto, essas terapias possuem baixa eficacia, um alto custo e nfo apresentam
uma solugdo a longo prazo, além de aumentarem o risco de complicagdes como infecgdes,
tumores e resisténcia ao tratamento [°4. O fato da RU possuir uma etiologia multifatorial e estar
relacionada a uma dishiose intestinal, outras formas de tratamento como a manipulacdo da
microbiota intestinal através da técnica de transplantacdo fecal (TF) pode ser considerada como

uma opgao terapéutica 5?1,
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1.2 Transplantagéo fecal

A técnica de TF consiste na administragdo do material fecal de um doador saudavel no
TGI de um paciente visando alterar a composicao da microbiota intestinal do receptor e conferir

um beneficio a satde 5354,

Os primeiros registros da TF remontam ao século IV na China, onde a suspensao fecal
humana era chamada de “sopa amarela” e era usada em pacientes com diarreia grave ou
intoxicagdo alimentar . O primeiro relato do uso da TF na literatura médica ocidental data de
1958 quando Eiseman et al. trataram pacientes com colite pseudomembranosa por enemas
fecais [*®1. Em 2013, Els et al. realizaram o primeiro ensaio clinico randomizado e observaram
que a infuséo de fezes de doadores em pacientes com infecgdo por C. difficile (ICD) recorrente
teve eficacia mais significativa na resolucdo dos sintomas do que no uso de antibidticos
isoladamente 71, Em relacdo as doencas cronicas, o registro mais antigo da TF aplicada em
uma doenca nao infecciosa foi publicado em 1989 quando Borody et al. realizaram enemas
fecais em um individuo com RU refrataria, que apresentou recuperacao clinica completa e

duradoura ap6s o tratamento 1,

A experiéncia clinica atual com TF tem origem no tratamento de ICD recorrente ou
refrataria [°. Varios estudos demonstraram altas taxas de eficacia da TF nesta infeccdo, e
podem ser atribuidas & restauracdo da microbiota saudavel apos a terapia [ 611, A taxa de cura
nas ICD recorrentes ou refratarias apds a TF é de até aproximadamente 90%, o que é muito
superior ao tratamento padrdo com taxas de sucesso de 20-30% 157621, Atualmente, ha diretrizes
de pratica de TF no tratamento de ICD recorrente e refrataria, e é a Unica indica¢do aprovada
até o momento pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos desde 2013 [6%
64 Além da ICD, ha interesse no uso da TF como uma terapia potencial para uma série de
doencas intestinais como RU, que serd 0 modelo onde possivelmente as capsulas deste trabalho

serdo utilizadas em um estudo clinico.[65-6%1,

O restabelecimento da diversidade de uma microbiota saudavel depende principalmente
da riqueza da microbiota do doador das fezes . Rossen et al, em um ensaio clinico
randomizado, demonstrou que a microbiota dos pacientes com RU no inicio do estudo
apresentava uma baixa prevaléncia de Clostridium dos grupos IV, XIVa e XVIII e uma alta
prevaléncia de Bacteroides, bactérias do filo Proteobacteria e Clostridium do grupo X1 [, As

bacterias do género Clostridium do grupo XIVa compreendem as espécies pertencentes aos
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géneros Clostridium, Ruminococcus, Lachnospira, Roseburia, Eubacterium, Coprococcus,
Dorea e Butyrivibrio ['?l, Logo apds a TF, a composi¢&o da microbiota se tornou semelhante a
dos doadores saudaveis nos pacientes respondedores a terapia ["]. Em outro caso de série, foi
relatada a colonizacdo de bactérias derivadas de doadores em pacientes que responderam a TF,
incluindo F. prausnitzii, Roseburia faecis e Bacteroides ovatus, reconhecidas pela producéo de
AGCC [, No estudo de Moayyed et al., a analise da microbiota mostrou que a maioria dos
pacientes que alcancou remissdo clinica recebeu fezes de um unico doador com uma grande
abundancia nas fezes da familia Lachnospiraceae e do género Ruminococcus 4. Paramsothy
et al. relataram varios taxa microbioldgicos, como Barnesiella spp., Parabacteroides spp.,
Clostridium do grupo IV e Ruminococcus spp., correlacionados com uma remissao clinica,
enguanto Fusobacterium spp. e Sutterella spp. foram correlacionadas com uma persisténcia dos
sintomas ["®, Ja a analise de microbiota no estudo de Costello et al., demonstrram um aumento
da abundéncia de espécies de Anaerofilum pentosovorans e Bacteroides coprophilus que foram
fortemente associadas a melhora da doenga ap6s a TF [76],

Em relacdo a via de administracao do material fecal, os estudos sdo muito heterogéneos.
A TF pode ser realizada diretamente no TGI inferior através de colonoscopia ou enemas de
retencdo, ou pelo TGI superior através de sonda nasoentérica, endoscopia ou ingestdo de
capsulas '), Em geral, a TF pela via Gl superior é realizada em pacientes com inflamagéo
colbnica, no entanto, o desconforto durante o procedimento, riscos de aspiracdo, a incapacidade
de avaliar a mucosa do célon e o alto custo sdo alguns dos aspectos negativos desta via [®l. Por
sua vez, a colonoscopia permite que o material fecal alcance o célon por um todo, porém
necessita de internacéo e anestesia ", A TF via enema de retencéo é a mais acessivel e menos
invasiva do que a colonoscopia, mas o material fecal do doador fica limitado ao c6lon distal
[79] Estudos mostraram melhores taxas de resposta com TF por colonoscopia em comparagao
com a via TGI superior "X 74761 Nas administractes do TGl superior e inferior, a propor¢éo
das taxas de remisséo clinica foi de 8% e 31%, respectivamente 8%, As taxas de resposta quando
na administracio via enema variaram de 24% a 32% nos ensaios clinicos randomizados [4-76],
Em um estudo com multiplas aplicacBes de TF, a remisséo clinica livre de esteroides foi

alcangada em 46,3% dos pacientes 811,

A TF por capsulas orais € a modalidade mais recente e pode ser uma op¢ao para pacientes
com contraindicacOes a colonoscopia, residentes em locais geograficamente distantes de onde
realiza colonoscopia, resistentes ao acesso ao TGl inferior, ou que necessitam de administracéo

continua por um longo periodo 82 8l Dados sobre a utilizagdo da TF via oral na RU séo
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escassos. No entanto, um estudo em que se demonstrou que pacientes com RU que receberam
uma TF inicial por colonoscopia seguida de uma TF via oral observou-se taxas aumentadas de
resposta clinica comparado com placebo 7). Em outros trés estudos, pacientes com RU

encontraram efeitos benéficos da TF via capsulas 4861,

Em relagdo a formulacdo do material fecal, o tipo de involucro e a forma de
encapsulamento ha uma grande variacéo entre os estudos 7). A formulac&o oral normalmente
é realizada em solucdo salina [ ®l Entre as preparacdes congeladas, a solucdo fecal é
geralmente corrigida com 10-15% de glicerol . O material fecal também pode ser
homogeneizado com outros diluentes como associacdo de manteiga de cacau e glicerol, ou ser
liofilizado com substancias lioprotetoras [°* %21, O tamanho e os tipos de invélucros também
variam entre os diferentes estudos baseados na disponibilidade e no local pretendido de
liberacdo do material fecal. A maioria dos estudos utilizam dois invélucros de tamanhos
diferentes (invélucro tamanho 0 de gelatina dentro de involucro tamanho 00 &cido - resistentes)
(83 para que o involucro mantenha sua integridade e a viabilidade bacteriana, o uso de
involucros acido - resistentes é de grande importancia para que nao ocorra a liberacdo do
material no estémago 1. Em um estudo feito para testar a capacidade dos involucros de resistir
ao ambiente &cido presente no transito do TGI, descobriu-se que eram capazes de manter a
estabilidade em um pH de 3 ou menor, a 37°C, antes de iniciar a liberacéo de seu contetido 41,
Dessa forma, involucros acido-resistentes permitem a liberacdo da solugdo fecal na regido do

c6lon [%],

Em relacdo ao processamento das fezes, os métodos variam entre 0s ensaios clinicos de
TF na RU. Paramsothy et al. e Costello et al. utilizaram fezes congeladas, enquanto Rossen et
al. usaram fezes frescas ['> ™ 761 Costello et al. processaram as fezes do doador
anaerobicamente e 0s outros trés estudos processaram as fezes aerobicamente "% 74761 E em
relacdo ao tipo de crioprotetor, Paramosthy et al. e Costello et al. utilizaram glicerol a 10%, e

Moayyedi et al. utilizou somente agua [4-761,
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1.3 Selecéo de doadores para transplantacéao fecal

A selecdo de doadores € uma das etapas mais importantes do processo da TF a fim de
minimizar o risco de transferéncia de doencas infecciosas, metabolicas e outras condi¢des do
doador de fezes para o receptor . Em geral, todos os candidatos a doagdo devem passar por
um questionario para uma avaliacéo de seu estado geral de salide, exame médico e laboratoriais

para avaliar a presenca de potenciais patdgenos, bem como analise da microbiota fecal 7,

O questionario de selecao deve ser formado por um conjunto de perguntas que permita
conhecer dados pessoais do candidato tais como idade e residéncia, além do seu historico e
fatores de risco para doencas infecciosas e condi¢es que possam estar associadas a alteragdes
da microbiota [*8. O candidato deve ter preferencialmente menos de 50 anos, considerando que
0 aumento da idade tem sido associado a alteracdo da microbiota intestinal no sentido de um
maior perfil oncogénico e inflamatério 7% 1% QOutro dado pessoal relevante é o local de
residéncia, dado a importancia de limitar o tempo entre a colheita e a entrega das fezes para o

processamento visando preservar o maior nimero possivel de microrganismos anaerobios 10,

As questdes também permitem verificar o histérico ou fatores de risco para doencas
infecciosas como infeccdes sexualmente transmissiveis, comportamento sexual de risco,
vacinas com virus atenuado e infecgdes do TGl 7], Os candidatos que possuem algum tipo de
doenca crénica, tais como doencas atopicas, autoimunes, metabdlicas, DI, neurodegenerativa
ou psiquiatrica também sdo excluidos uma vez que, ao longo da ultima década, acumularam-se
evidéncias consideraveis de estudos em animais e humanos mostrando uma ligacdo entre a
microbiota intestinal e as doencas cronicas [2°4. A composicdo da microbiota intestinal tem
impacto no metabolismo de nutrientes e no gasto de energia, sugerindo que a TF possivelmente
pode predispor a doengas como a obesidade 1. Um parametro considerado na sele¢do dos
candidatos é o indice de Massa Corporal (IMC), um método utilizado para categorizar o peso
(baixo peso, peso saudavel, sobrepeso e obesidade) através da divisdo do peso pelo quadrado
da altura 1%, Este parametro passou a ser utilizado no processo de selecdo apds uma paciente
com ICD ter se tornado obesa ap6s receber TF de um doador com IMC de sobrepeso 1%,
Alguns estudos identificaram diferencas na microbiota intestinal de individuos obesos e magros
e observaram que a proporcdo de bactérias do filo Firmicutes para Bacteroidetes é
significativamente maior em individuos com um IMC indicador de obesidade (acima de 29,9
Kg/m?) 1% Além disso, ha dados de correlagio entre 0 aumento do filo Bacteroidetes nas fezes

e perda de peso, e entre o desenvolvimento de obesidade e o filo Firmicutes [207: 1081 Q
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questionario também aborda o uso de alguns tipos de medicamentos, como os antibidticos,
inibidores de bomba de prétons, imunossupressores e quimioterapicos por estarem associados

a alteraces negativas na microbiota intestinal [,

Os testes laboratoriais para doencas potencialmente transmissiveis devem ser realizados
nas fezes, sangue e regido nasofaringea nos candidatos que passaram pelo questionario ¢, O
exame de sangue deve incluir hemograma completo, enzimas hepaéticas, creatinina e proteina C
reativa para verificar a condicdo clinica geral, sorologia para virus da hepatite e virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) 7], O teste de fezes deve incluir patdgenos entéricos comuns,
toxinas para C. difficile e antigeno de Helicobacter pylori (este Gltimo exame apenas para TF
via TGI superior) 8. Os patdgenos entéricos, que também devem ser investigados em
individuos assintomaticos, devem ser detectados com métodos convencionais (cultura,
microscopia ou teste de antigeno) e/ou com diagnostico molecular (painéis baseados em reacéao
em cadeia de polimerase (polymerase chain reaction (PCR)) que demonstraram alta
especificidade e sensibilidade em comparacdo com 0s convencionais. métodos na detec¢do
répida de patogenos 1. As amostras fecais também devem ser testadas para bactérias
resistentes a antibioticos, incluindo Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, Enterococcus
resistentes a vancomicina, Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de espectro
estendido (Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)) e Enterobacteriaceae resistente a
carbapenémicos, considerando a existéncia de individuos assintomaticos carreadores € 0 caso
de morte de um paciente ap6s a TF com material contaminado com Escherichia coli produtora
de ESBL [110-112],

Atualmente, testes para deteccdo do Coronavirus 2 da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS-CoV-2) em amostras fecais e nasofaringeas foram incluidos na triagem de
doadores devido & pandemia da doenca do coronavirus em 2019 (Covid-19) 131, Embora seja
uma doenca tipicamente respiratoria, os individuos infectados podem apresentar sintomas do
TGI (diarreia e dor abdominal) uma vez que ha o aumento da expressédo nas células epiteliais
intestinais da enzima conversora da angiotensina- 2 (ECA-2), permitindo a entrada do virus na
célula [*8 114 Em resposta a esta situagdo, o FDA langou um alerta de seguranca sobre 0 risco
de transmissdo do SARS-CoV-2 por meio de TF e a necessidade de uma reorganizacdo do fluxo

de trabalho através de questionarios e testes laboratoriais adicionais 81,

Finalmente, se todos os exames de sangue, fezes e de amostras nasofaringeas forem

negativos, o candidato € aceito para se tornar um doador de fezes. Em algumas situa¢fes, como
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em bancos de fezes, o doador deve estar disponivel para doar por vérias vezes ao longo do
tempo 8. Por esse motivo, é aconselhavel repetir os testes de triagem a cada 8—12 semanas e
administrar um breve questionario no mesmo dia da doacéo para verificar se houve eventos
prejudiciais de inicio recente 1%, Um banco de fezes é uma instalacio que centraliza todos os
servicos de selecdo de doadores, processamento das fezes, armazenamento das preparagdes para
TF, atendimento das solicitagdes de médicos, monitoramento dos pacientes, e seguranga e

eficacia do material 116,

O processo de selecdo de doadores leva algumas semanas para ser concluido e possui uma
taxa de aprovacéo de doadores de 4% a 10% [1*7-11°] Esse processo é logisticamente desafiador
e causa uma demora no acesso do paciente ao tratamento 121, A OpenBiome (Boston, MA,
EUA), um dos maiores bancos de fezes do mundo, demonstrou que a taxa de aprovacdo de
doaco de fezes é de apenas 3% [*21]. Desta forma, a selecdo de doadores saudaveis que atendem
a todos os critérios para TF é dificil e muitas vezes resulta na exclusdo de um alto percentual
de potenciais doadores 1%, Uma selecdo cuidadosa dos doadores de fezes, abrangendo a
composicdo da microbiota fecal, pesquisa por agentes infecciosos e ‘fendtipos' indesejaveis,

deve ser realizada preventivamente para a realizacéo da TF 122,
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

e Selecionar doadores de fezes e testar protocolos de producao de capsulas para TF.
2.2 Objetivos especificos

e Definir questdes relevantes na triagem inicial (entrevista) para selecao de doadores
de fezes;

e Aferir protocolos de processamento de fezes para producdo de capsulas que
impliquem em menor perda da abundancia microbiana;

e ldentificar candidatos a doacdo de fezes que, a0 mesmo tempo apresentem
potencial de restauracdo do equilibrio da microbiota intestinal e sejam livres de

qualquer agente causador de doencas.
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3 Materiais e Métodos
3.1 A selecédo de doadores de fezes

O processo de selecdo de doadores consistiu nas seguintes etapas: aplicacdo de um
questionario, analise da microbiota, exame médico 1, exames laboratoriais (1% etapa), colheita
das fezes, produgdo e armazenamento das capsulas, exames laboratoriais (22 etapa) e liberacao

das capsulas para o uso pelos pacientes (figura 1).

Candidatos a
doadores
A
. RFCIE
Questionario ¢
Anédlise do MNS | Candidato/potencial
microbioma doador excluido
A
Exame médico 1
) Exame laboratorial*
Colheita de fezes a
(1@ etapa)
RFCIE .
RECIE Exame médico 2
Producéo e Exame
armazenamento laboratorial*
de capsulas (22 etapa)
RFCIE

Liberacéo das
capsulas

Figura 1: Esquema do processo da selecéo de doadores de fezes para TF. Seta verde: resultados
satisfatorios; seta vermelha: resultados insatisfatorios; seta amarela: com restricdo. RFCIE:
resposta fora dos critérios de inclusdo e/ou dentro dos critérios de exclusdo. MNS: microbiota
néo selecionada. * Ver ANEXO 2.
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As perguntas do questionario foram organizadas em um formulério Google utilizado
na divulgacdo do trabalho visando o alcance de interessados em participar do processo de
selecdo e teve como base o questionario do Consenso Internacional de Bancos de Fezes para
Transplantagdo da Microbiota Fecal na Pratica [ e no banco de fezes OpenBiome [*°1. O
questionario teve como objetivo obter informacfes para verificar se os interessados em
participar do processo de selecdo se adequavam aos critérios de incluséo e excluséo agrupados
em oito categorias conforme mostrado no ANEXO 1. A procura de possiveis interessados foi

realizada por textos de divulgacdo contendo o link do formulario Google.

Os potenciais doadores selecionados na etapa do questionario forneceram fezes para
analise do microbioma fecal para verificar a saude da microbiota, tendo por base a diversidade
alfa, auséncia de grupos bacterianos potencialmente associados a causa de doencas, ocorréncia

de disbiose e a presenca de grupos bacterianos indicativos de uma microbiota saudavel.

Os potenciais doadores cujo microbioma melhor se encaixasse nos critérios acima
foram submetidos a avaliacdo médica (exame médico 1). Individuos que passaram na triagem
do questionério, analise do microbioma e exame médico, foram submetidos a 1% etapa dos
exames laboratoriais (ANEXO 2). Os demais foram eventualmente excluidos do processo de

selecdo dependendo das respostas ao questionario e dos resultados dos exames.

3.2 Colheita do material fecal

No momento da colheita do material fecal, o(s) potencial(ais) doador(es) aprovado(s)
no processo de selecdo tiveram que se comprometer a declarar que nao tiveram nenhuma das
seguintes condicBes: novos sintomas gastrointestinais (diarreia, nausea, vémito, dor abdominal,
ictericia), novos sintomas de infeccdo (febre, linfonodos inchados), uso de medicamentos
(antibidticos, corticoides, quimioterapicos, inibidores da bomba de prétons ou similares),
relacfes sexuais com novos parceiros, viagens para locais onde ha surto de alguma doenga,

contato com sangue humano ou que estivessem no periodo menstrual.

O material fecal foi coletado pelo doador com auxilio de um dispositivo confeccionado
com uma placa de policloreto de vinila (PVVC) e moldado para encaixar no vaso sanitario. Ao

centro, possui um encaixe para acoplar uma vasilha forrada com um saco de polietileno
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transparente (37x25 cm) para diminuir os riscos de contaminagéo cruzada e facilitar a colheita

de fezes (figura 2).

Figura 2: Suporte para recipiente coletor de fezes. Usado acoplado ao vaso sanitario. Todo o
conjunto foi previamente higienizado com desinfetante Lysoform. Recipiente mostrado sem a
tampa, removida somente durante a colheita, sendo o recipiente imediatamente tampado ao

final da mesma.

Com o dispositivo, o doador recebeu instrugcdes para a realizacdo da colheita com
informacdes sobre a higiene das maos e do vaso sanitario, e armazenamento (ANEXO ). Foi
também instruido a fechar a vasilha e armazenar em bolsa térmica com gelo reciclavel, levado

ao laboratorio até em quatro horas apos a colheita.
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3.3 Producéo e armazenamento das capsulas

Todo o processo de manipulacgdo das fezes descrito abaixo foi realizado em condigdes
assépticas, com material e solucdes esterilizados, tendo-se o cuidado do uso de equipamentos

de protecdo individual e higiene pelos manipuladores.

Até chegar na formulacdo final da producgdo das cépsulas para administracdo oral, as
quais foram estocadas a -80°C, foram realizados 3 testes- pilotos para se determinar 0s
parametros técnicos que facilitassem o processamento, acondicionamento de maior carga
microbiana possivel no interior das capsulas e garantir a sua viabilidade, bem como a

integridade das capsulas, antes e ap6s a estocagem.

No primeiro teste-piloto, definido como Y, as fezes foram inicialmente pesadas e
homogeneizadas com solucdo salina 0,9% em uma propor¢do 1:4 (p/v). A solucdo foi
homogeneizada em um Erlenmeyer com pequenas esferas de vidro para auxiliar na
homogeneizacdo e, em seguida, passada em uma peneira de aco estéril (@ 1,0 mm). A solucao
fecal peneirada foi colocada em um tubo em U e centrifugada a 4920 g por 5 minutos. O

sobrenadante foi descartado e adicionado glicerol (30%).

Em um segundo teste, definido como protocolo X, as fezes foram inicialmente pesadas
e homogeneizadas com solucdo salina 0,9% estéril em uma proporc¢éo 1:1 (p/v). A solucéo foi
homogeneizada em um Erlenmeyer com pequenas esferas de vidro e, em seguida, passada em
uma peneira de aco estéril (& 1,0 mm). O filtrado foi homogeneizado em um diluente estéril
de manteiga de cacau (Brazilcoa®) em sua forma liquida (80%) mais glicerol (Dinamica®)
(20%) na proporgdo 1:1 (v/v) que originou uma emulsdo fecal que foi entdo inserida em

invélucros DRcaps (Capsugel®) tamanho 00.

Em outro teste-piloto, definido como protocolo W, as fezes com manteiga de cacau e
glicerol foram maceradas dentro de um saco pléastico de polietileno, de fechamento hermético
(0,5 x 14,9 x 16,5 cm), na proporcdo 1:1(p/v) sem a adicdo de salina. Em seguida, foram
passadas na peneira de aco (& 1,0 mm) e inseridas em invélucros DRcaps (Capsugel®) tamanho

00. O ultimo protocolo, definido como Z, foi o0 escolhido e sera detalhado abaixo.

Assim que as fezes do candidato a doacdo chegaram no laboratoério, foram avaliadas
macroscopicamente para possiveis alteracbes patologicas (presenca de sangue, muco ou

parasitas) e conforme Escala de Bristol para Consisténcia de fezes '?%1, As fezes com alguma
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destas alteracOes e que ndo foram classificadas como 3 ou 4 da escala foram descartadas e ndo

foram consideradas.

O processamento das fezes iniciou-se com a peneiragem das fezes em uma malha de
aco (@ 1,0 mm), sendo o material coletado em um béquer. Em seguida, o contetudo do béquer
foi pesado, sendo-lhe acrescentado, na proporgéo 1:1 (p/v), uma mistura de manteiga de cacau
com glicerol (8:2). Esta mistura foi completamente homogeneizada e passada por uma segunda
malha de ago (@ 0,5 mm) e distribuida em volumes de ~ 500 pl nos involucros incolores de
gelatina (CAP GEL®) tamanho 0, com o auxilio de uma seringa de vidro de 20 ml. As cépsulas
foram acondicionadas em frascos inviolaveis (R40S/TP LACRE GP PHARMA) que foram
etiquetados com numero de lote e armazenados em freezer — 80°C até a obtencgéo dos resultados
da 22 etapa dos exames laboratoriais do doador. Caso ndo houvesse nenhuma restricdo nos
exames, as capsulas de gelatina 0 contendo o preparado acima, seriam retiradas dos frascos,
introduzidas em involucros acido-resistentes (DRcaps Capsugel®) tamanho 00, acondicionadas
novamente nos frascos e estocadas no freezer -80°C. As medidas e volumes dos involucros para

a confeccdo das capsulas podem ser visualizas na figura 3 abaixo.

* *%

1A

:uvgeee

Tamanho dos ()( 0
invélucros

Medida dos involucros (cm)

I I | | T : Volume (ml)
0,95 0,68 0,5 0,37 0,30 0,21

Figura 3: Medidas e volumes de acordo com o tamanho do invoélucro. * Tamanho do invélucro

acido resistente (DRcaps). ** Tamanho do invélucro de gelatina (CAP GEL).

Para serem usados em ensaios clinicos sobre a eficacia da transplantagdo fecal, foram

preparadas capsulas-placebo de igual volume que consistiam em preparagdes contendo apenas
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a mistura de manteiga de cacau com glicerol descrita acima, acrescida de um corante

alimenticio que mimetizasse a coloracéao das fezes.

3.4 Anélise do Microbioma
3.4.1 PCR e sequenciamento dos amplicons

A extracdo de DNA das amostras fecais foi realizada, em sua maioria, com o PureLink
Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen™), conforme as instrugdes do kit, sendo o DNA

armazenado a -20° C.

A PCR para a amplificacdo do 16SV6rDNA foi realizada conforme o protocolo de
Andersson e colaboradores 24 com modificagdo na temperatura de anelamento, e da regi&o
ITS2, de acordo com Taylor e colaboradores % com modificacdo na temperatura de
anelamento e na ciclagem. Cada um dos primers foi desenhado com uma sequéncia adaptadora
especifica e, no caso do par reverse, houve a adi¢do de uma sequéncia barcode de identificagdo
da amostra alvo da amplificagdo. Os primers para amplificacdo do 16SV6rDNA foram
1061R_A Bc e 784F _trP1, e os primers para amplificacdo do ITS2 foram 5.85-Fun_A Bc e

ITS4-Fun_trP1, e estdo descritos na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados para amplificacdo 16SV6rDNA e ITS2 para
sequenciamento.

Sequencias Ident_|f|ca(;a0 Sequéncias dos primers Referéncia
alvo Primers
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTC
1061R_A_Bc AG-NNNNNNNNNN*-
16SV6 GATCRRCACGAGCTGACGAC (124
FDNA CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAGGAT

784F PPl T AGATACCCTGGTA
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-

Fur?'?f-Bc NNNNNNNNNNNN-AGTCAGTCAG-GG-
ITS2 - - AACTTTYRRCAAYGGATCWCT [125]
ITS4- CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTATGG
Fun trP1 TAATTAAAGCCTCCGCTTATTGATATGC
- TTAART

*harcodes
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Ao final da PCR, foi realizada uma eletroforese dos amplicons em gel de agarose (Sigma
®) a 1% em tampdo Tris-Acetato-EDTA para visualizar se houve amplificagio especifica
utilizando-se como referéncia um marcador de tamanho molecular. As sequéncias amplificadas
foram purificadas através do sistema de beads magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter®) e
quantificadas no aparelho Qubit 3.0 Fluorometer (Invitrogen®), com o kit de quantificacéo
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen®). Em seguida, uma biblioteca de amplicons de 26 pM
foi formada contendo concentracdes equimolares de cada um de um total que variava de 20 a
32 amplicons. Essa biblioteca foi entdo submetida a uma PCR em emulsdo. Para isto, foi
misturada aos primers e demais componentes da PCR juntamente com microesferas (lon
Spheres Particles — ISPs) e 6leo. A mistura foi entdo colocada em um termociclador

especializado (lon One Touch™) onde a reagdo se processou.

Ao final desta PCR, o produto da amplificagdo foi submetido a um processo de
eliminacdo de residuos de reagentes e microesferas com falhas na amplificacdo, de modo que,
ao final do processo, se obteve uma alta concentracao de microesferas com DNA em condicdes
de ser sequenciado (ISPs enriquecidas). O DNA nas ISPs enriquecidas foi entdo submetido ao
anelamento do primer especifico para sequenciamento, e misturado com Taq Dna polymerase,
sendo a mistura carregada em um chip 314 v2-BC, que foi introduzido no sequenciador lon
PGM, previamente submetido a inicializacdo (condicionamento, com ajuste de pH e mistura de
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfato) no ambiente de sequenciamento do aparelho).
Durante o sequenciamento, o sequenciador esteve ligado a um servidor responsavel pelo
armazenamento das sequéncias, geradas na forma de arquivos *.fastq. A metodologia acima
descrita estd detalhada no manual do fabricante do kit de PCR em emulsio [l e de

sequenciamento 271,
3.4.2 Processamento e analise das sequéncias

A geracdo dos dados no servidor, conforme mencionado acima, era acompanhado do
processamento das sequéncias, eliminando erros do tipo quimeras de DNA, primers, barcodes
e adaptadores, sendo que ao final, o servidor apresentava um relatério com informag6es sobre
a qualidade e ocorréncia do sequenciamento, consistindo em QC20, fragmentacdo do DNA,
tamanho e numero de sequéncias, porcentagem de carregamento do chip e ISPs, etc. Para cada

amostra era gerado um arquivo *.fastg.
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Todo o processo de analise das sequéncias foi realizado na plataforma Qiita 281 que foi
dividido em duas etapas: 1) preparo, organizagdo das sequéncias e construcdo da tabela de
OTUs e 2) andlise e correlacdes estatisticas com os dados desta tabela. Na primeira etapa, foi
feita a separacdo das sequéncias de cada amostra e pesquisa na base de dados Silva119 21 (no
caso de 16S - para bactérias) e UNITES [**l (no caso de ITS2 — para fungos), em busca da
identidade de cada OTU, com base nas sequéncias presentes. Os dados gerados na etapa 2 se
basearam na relacdo de OTUs identificados e que foram agrupados em um arquivo *.csv.
Depois de baixar e conferir suas informacdes, este arquivo foi utilizado para as seguintes
andlises estatisticas: calculo do Indice de Shannon para determinacéo da diversidade alfa, teste
T, LEfSe baseado nos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon. A determinacdo do core
microbiome (conjunto de microrganismos comuns em diferentes amostras) foi feito pela

construcdo do diagrama de Venn com o auxilio de uma ferramenta hospedada no site [34,

3.5 Consideracdes éticas

Para participar deste projeto, os doadores de fezes e os pacientes com RU manifestaram
expressamente sua concordancia, ciéncia dos procedimentos e disposicdo em colaborar com o
mesmo, mediante assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido recomendado
pelo Comité de ética em Pesquisa de Seres Humanos (CEP) da Faculdade de Medicina de
Botucatu no momento dos exames clinicos. Toda a execucdo dos procedimentos aqui descritos
foi aprovada pelo CEP/FMB (Numero do Parecer: 3.009.218). O parecer do CEP pode ser
visualizado no ANEXO 4.
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4 Resultados
4.1 Experiéncia na selecdo de doadores de fezes

4.1.1 Divulgacao do estudo e formulario com as questdes de selecédo
Inicialmente, nos preocupamos em fazer a divulgacdo do trabalho para conseguir
possiveis interessados e, para isso, contamos com o auxilio da assessoria de imprensa da Unesp
(1321 Depois, como resultado da divulgacéo no site da Unesp, houve interesse da imprensa local,
sendo este estudo posteriormente divulgado no portal de noticias G1 da regido de Bauru-Marilia
[1331 o que gerou interesse de pessoas de fora da regido de Botucatu em participar do estudo

interesse este verificado pelo nimero de respostas no formulario Google.

O formulério foi aperfeicoado durante o processo com alguns ajustes. Por exemplo,
como resultado da ampla divulgacdo, devido ao interesse de pessoas de Vvarios estados
brasileiros de se tornarem doadoras de fezes, a primeira alteracdo do formulario foi no sentido
de restringir o grupo de interessados a pessoas residentes (temporarios ou permanentes) em
Botucatu ou na regido, pela questdo logistica de colheita das fezes. Assim, a pergunta sobre
residéncia do candidato passou a ser de multipla escolha, com as seguintes alternativas: reside
em a) Botucatu, b) S8o Manuel, ou c) outra cidade, mas estuda em Botucatu, sendo que
individuos que se encaixassem nesta Ultima categoria deveriam informar sobre sua possivel

permanéncia em Botucatu durante o periodo de colheita de fezes.

Uma outra questdo, que também impacta a logistica de colheita e processamento das
fezes diz respeito aos habitos de evacuacdo do candidato (transito intestinal e horarios de
evacuacdo), de modo que questdes foram acrescentadas ao formulario para obtermos essas

informagdes.

O formulério também foi modificado no sentido de separar questdes cujas respostas
poderiam variar bastante em fungdo do tempo daquelas que tinham como objetivo obter
informagdes menos sujeitas a variages. Deste modo, o formulario inicial foi dividido em dois,
sendo que o primeiro abordava questdes gerais, tais como dados pessoais, IMC e condicéo geral
de salde, enquanto o segundo tratava de questfes temporais, tais como, tipo de dieta, historico
de hospitalizagdo, vacinacéo , realizacdo de viagens e tempo de permanéncia em Botucatu (no

caso de residentes temporarios).
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4.1.2 Dados da triagem inicial dos candidatos a doacéo

Entre maio de 2019 e margo de 2022, um total de 221 candidatos a doacdo de fezes
preencheram o questionario. Um total de 196 individuos ndo passou nessa etapa inicial do
processo de selecdo, a maioria das quais tendo sido reprovada por ndo preencherem 0s
requisitos de residéncia. Este e outros motivos de excluséo séo apresentados no esquema da

figura 4 abaixo.

Dentre os 25 individuos restantes, apenas 8 realizaram o exame médico e se submeteram
a pelo menos alguns dos seguintes exames laboratoriais (referidos como preliminares na figura
4), que consistiram em: coprocultura, exames de sangue (hemograma, glicemia,
ureia/creatinina, bilirrubina, perfil hepético, perfil lipidico, HIV, hepatite A, B e C), e exames
de fezes (parasitoldgico, toxina A/B de C. difficile, coprograma e calprotectina). Estes exames
ndo foram previstos conforme apresentado na secdo de Materiais e Métodos (figura 1). Mas de
alguma maneira contribuiram com dados no sentido de identificar potenciais doadores ou
definitivamente excluir potenciais candidatos como é o caso de um doador que exames de perfil
lipidico alterados (aumento de lipoproteina de baixa densidade e muito baixa densidade,
colesterol total e triglicérides) acompanhados de aumento do exame de alanina
aminotransferase (ALT), um marcador de lesdo hepatica, indicando um quadro de esteatose.
Outro candidato apresentou infecgdo por Blastocystis hominis e, ap6s tratamento, foi reinserido

no processo de selecdo.

Deste modo, restaram 7 potenciais doadores elegiveis, tendo havido a excluséo de 2 por
motivo de mudanca de Botucatu (D2 e D3), 1 em razéo de alteracdo na Escala de Bristol (D1)
e outro por ter iniciado um regime terapéutico preventivo (D6). Os 2 restantes desistiram de
continuar no processo de sele¢do (D4 e D5). Assim sendo, tivemos ao final, uma Unica pessoa
elegivel para a doacdo de fezes (figura 4) que se submeteu aos exames laboratoriais para atestar
completamente a sua salde e divididos em duas etapas conforme mencionado na figura 1. Este
candidato, denominado de D7, com outros individuos acima mencionados, e denominados de
D4 e D5, que submeteram ao processo de selecdo, tiveram o microbioma de suas amostras de

fezes comparativamente analisadas.
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221 candidatos

- 196 (88,7%)
143 local de residéncia
20 doencas cronicas
18 IMC

£ 3 medicamentos de rotina
2 faixas etaria

2 acidentes recentes com perfurocortante
2 cirurgias gastrointestinal

2 usos de drogas ilicitas

2 hébitos intestinais

2 doencas infecciosas gastrointestinais

\4
25 (11,3%) candidatos elegiveis para exame medico

-17 (7,7%)
M 11 desisténcias
6 mudancas de Botucatu

8 (3,6%) candidatos elegiveis para exame laboratorial *

-1 (0,45 %)
1 alteracdo no perfil lipidico e hepatico

7 (3,2%) candidatos elegiveis para doacdo de fezes

-6 (2,7%)
2 desisténcias
2 mudancas de Botucatu
1 alteracdo na Escala de Bristol
1 medicamentos

1 (0,45%) potencial doador

Figura 4: Fluxograma mostrando as etapas de selecdo de doadores de fezes e resultados de cada
fase da triagem resultando em apenas uma pessoa disponivel entre as elegiveis. E: entrevista;
M: exame médico; L: exame laboratorial preliminar; X: desisténcia e outros motivos. * Exames

preliminares (ver texto).
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4.2 Microbioma e producao das capsulas
4.2.1 Definindo o protocolo de producédo de capsulas

A escolha do protocolo de producdo de capsulas considerou questdes técnicas
envolvidas na manipulacao das fezes, bem como a possibilidade de reducéo na diversidade e
abundancia (numero de sequéncias de 16SV6rDNA) de microrganismos durante a estocagem.
As questdes técnicas dizem respeito, por exemplo, a facilidade de homogeneizacdo, eliminagao
de particulas, e geracdo de uma mistura (emulsao) suficientemente fluida e com consisténcia
ideal para a introducdo no involucro capsular e fechamento das capsulas (encapsulacdo). Em
paralelo, foi também considerado o nivel de perda microbiana, a fim de assegurar que a capsula
tenha algum grau de eficdcia nos ensaios clinicos em que for utilizada. Quatro protocolos,
designados W, X, Y, Z foram testados para avaliar estas questdes, cujos resultados serdo aqui
apresentados, em especial com relacdo a possibilidade de implicar em perda microbiana. Para

estes testes, foram utilizadas fezes dos candidatos D4, D5 e D7.

A avaliacdo de cada protocolo foi feita comparando-se o microbioma de capsulas e das
fezes correspondentes in natura com as quais elas foram produzidas, apds um periodo definido

de estocagem a -80°C.

O primeiro protocolo testado consiste na mistura das fezes na proporgéo 1:4 (p/v) com
uma solucéo salina a 0,9% contendo 30% de glicerol e é aqui referido como protocolo Y. Este
protocolo foi testado com uma amostra de fezes do candidato D4 e, como sera mencionado a
frente, ndo foi possivel produzir capsulas com os mesmos. Contetdo para capsulas (CC) foi
produzido e estocado, durante 35 dias a -80°C, juntamente com amostra das fezes com as quais
foram produzidos. O DNA, tanto de CC neste protocolo -e de capsulas, de protocolos seguintes-
como das fezes (F), foi submetido a analise de microbioma. O nimero de OTUs nas fezes e nos
CC foi, respectivamente, de 74 e 64, ap6s a estocagem no freezer. Na comparacdo do
microbioma F-CC, houve menor abundancia ou inexisténcia, no CC, da maioria (64/74, 86%)
dos OTUs nas fezes. Considerando que a maior parte dos OTUs, tanto nas fezes quanto nos CC,
tinha menos quel0 sequéncias, a fim de verificar a diferenga no microbioma F-CC, entre OTUs
mais representativos, comparou-se a variagdo F-CC entre OTUs com 100 ou mais sequéncias
(>100). Houve diferencga negativa (para menos) na abundancia de todos os OTUs dos CC desta
categoria (que incluiu 11 OTUs) em relacdo as fezes, que variou de -70 a -90%. Além de néo
favorecer a preservacdo da microbiota fecal, este protocolo resultou em um concentrado final

pouco fluido, a ponto de ndo ser possivel sua transferéncia para os involucros e producdo de
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capsulas com o mesmo. Por isto, para a estocagem no freezer, a massa resultante foi mantida

no interior dos tubos onde foram produzidas.

Um segundo protocolo (protocolo X) consistiu em inicialmente misturar as fezes com
salina na proporc¢éo 1:1 (p/v), homogeneizar com pérolas de vidro, por agitacao, e peneirar em
malha de 1,0 mm. A suspenséo resultante, foi entdo acrescentada, na proporgdo 1:1 (V/v),
mistura de manteiga de cacau com glicerol 8:2 (v/v) pré-aquecida a 37°C. A emulsdo final foi
entdo encapsulada em invélucros DRcaps tamanho 00. A avaliacdo deste protocolo foi feita
com 3 amostras de fezes colhidas em momentos distintos do candidato D4. As fezes e capsulas
correspondentes de cada amostra foram estocadas a -80°C por periodos distintos (53, 81 e 127
dias). O niimero de OTUs nas fezes e capsulas com um total de sequéncias > 100 em 53 dias de
crio-estocagem foi de 19. Deste total, observou-se variacdo negativa nas capsulas em relacéo
as fezes em 6 deles (6/19, 32%). Com 81 dias de estocagem, esta variacdo foi de 8/13 (62%) e
com 127 dias foi de 15/16 (94%). A variacdo média F-C por OTU foi de -89%, -23% e -51%,
em 53, 81 e 127 dias de estocagem. N&o houve variagéo estatisticamente significativa (pelo
teste T) no core microbiome (OTUs encontrados nas amostras de fezes e de capsulas) dos trés

periodos analisados).

O protocolo X foi também testado em uma amostra de fezes e das capsulas
correspondentes de um voluntario ndo envolvido no processo de selecdo de doadores. A analise
do microbioma das fezes e das capsulas foi feita 99 dias ap6s a colheita das fezes e producéo
das capsulas, que foram mantidas a -80°C neste periodo. Decorridos 353 dias de estocagem no
freezer, o microbioma das capsulas foi novamente analisado. Na analise da amostra de fezes e
das duas de capsulas (com 99 e 353 dias de estocagem), verificou-se um total de 15 OTUs
predominantes (com > 100 sequéncias). Houve uma variagdo negativa em 13 (87%) e 8 (53%)
destes OTUs nas capsulas estocadas por 99 e 353 dias, respectivamente, em relacdo ao
microbioma das fezes. Porém, estas diferencas ndo se mostraram estatisticamente significativas

(pelo teste T) em ambos os periodos de estocagem das fezes e capsulas.

O protocolo X apresentou uma limitagcdo que impossibilitou o seu uso: a emulsédo final
a ser envasada comprometia a estrutura dos involucros, dificultando a colocacdo das tampas,
afetando muitas fezes 100% da integridade dos mesmos. Verificou-se que este problema
acontecia em funcdo da salina presente na mistura, acrescentada para conferir uma tenséo
osmotica fisiologica e facilitar a homogeneizacdo da mistura. Todavia, por conta de seu
comprometimento da encapsulacéo, a salina foi eliminada na formula, mudanca esta que com

outras alteracGes definiram o protocolo W.
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No protocolo W, as fezes foram misturadas diretamente na proporgao 1:1 com solugéo
de manteiga de cacau e glicerol (8:2, v/v), previamente aquecida, maceradas e homogeneizadas
no interior de um saco plastico de polietileno. A suspensao produzida foi entdo peneirada e
envasada em involucros DRcaps 00. Este protocolo foi aplicado a amostras de fezes dos
candidatos D4 e D5. Porém, fezes e capsulas foram estocadas por apenas 4 e 5 dias (D5 e D4,
respectivamente). Na comparacdo F-C de amostras de ambos os individuos, o nimero de OTU
predominantes (=100 sequéncias) em fezes e capsulas foi de 9 e 11 para D4 e DS,
respectivamente. Enquanto 2/3 dos OTUs apresentaram variacao negativa (entre -1 e -25%) nas
capsulas, em relacdo as fezes para D4, apenas um OTU apresentou diferenca negativa F-C, para
D5. Todavia, as variagdes F-C tanto para D4 quanto para D5 ndo foram estatisticamente
significativas no teste T. Neste protocolo, verificou-se baixo rendimento do componente final

a ser aplicado na capsula, tendo em vista a retencdo da mistura no saco plastico.

O protocolo Z consistiu na peneiragem das fezes em uma malha de aco de 1,0 mm,
adicdo, (na proporg¢do 1:1, p/v) da mistura de manteiga de cacau com glicerol (8:2, v/v), pré-
aquecida a 37°C, homogeneizagcdo em um béquer e passagem numa segunda malha de aco, desta
vez de 300 um. A emulsdo final foi utilizada para o envase de involucros de gelatina 0, que
foram estocadas a -80°C. Para avaliagdo da eficacia deste protocolo, segundo 0s critérios
mencionados no primeiro paragrafo desta secdo, aproximadamente 100 cépsulas foram
produzidas com as fezes do candidato D7. As capsulas, bem como duas amostras de fezes in
natura foram estocadas a -80°C. Apds 3 dias, foi feita a analise de microbioma de uma das
amostras de fezes, bem como de algumas das 100 céapsulas estocadas. A segunda amostra de
fezes e algumas amostras de céapsulas tiveram seu microbioma analisado ap6s 124 dias. Os
resultados desta analise sdo apresentados abaixo.

A amostra de fezes estocada por 3 dias apresentou um total de 206 OTUs, com uma
média de 53,5 sequéncias de 16SV6rDNA/OTU. As capsulas correspondentes estocadas
durante 3 dias apresentaram 185 OTUs, com uma média de 13,9 sequéncias de
16SV6rDNA/OTU. A diferenga para menos observada no nimero de OTUs e abundancia
relativa no microbioma das capsulas foi estatisticamente significativa (p=0,01, teste T). Por
outro lado, o nimero de OTUs das capsulas estocadas por 3 dias (185) foi aproximadamente
igual ao das capsulas estocadas por 124 dias (178) (diferenca néo significativa). Observou-se
também diferenca estatisticamente ndo significativa no nimero médio de sequéncias de
16SV6rDNA/OTU, entre estes dois periodos de estocagem das capsulas. Em relacéo as fezes,

porém, as amostras estocadas pelo periodo mais longo (124 dias) apresentou pouco mais da
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metade (126) do nimero de OTUs (206) encontrados nas amostras estocadas por 3 dias e a
abundancia média por OTU das primeiras foram cerca de 1/5 (9,9 x 53,5) daquela observada

nas amostras estocadas por 3 dias (valor de p = 0,005, para estas comparagdes, no teste T).

Os dados acima séo do total de OTUs de cada amostra, cuja abundancia/OTU difere
bastante, indo de 1 a quase 3000 sequéncias de 16SV6rDNA. De modo que, para avaliar de
modo mais preciso a variagdo do microbioma entre as amostras, considerou-se, nos dados
abaixo, apenas os OTUs predominantes (com numero de sequéncias >100), que representam
cerca de 80% da abundancia das 4 amostras analisadas. A figura 5 mostra que, neste grupo,
formado por 21 OTUs, 0 nUmero médio de sequéncias nas capsulas estocadas por 3 ou 124 dias
foi menor que nas fezes estocadas por 3 dias e que a abundancia nas capsulas estocadas por 124
dias foi maior do que nas fezes estocadas pelo mesmo periodo. Estas diferencas foram
estatisticamente significativas. Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
abundancia média das amostras de céapsulas. Estes dados obtidos pela andlise dos OTUs
dominantes confirmam os resultados do paragrafo acima, relativos ao total de OTU de cada

amostra.
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Figura 5: Abundancia média verificada nas capsulas (C) e nas fezes (F) com as quais foram
produzidas, estocadas por 3 (3F; 3C) ou 124 (124F, 124C) dias. *, p, entre 0,02 e 0,04. **,
p=0,005.

O gréfico da figura 6 apresenta a diferencas na abundancia de cada um dos OTUs
predominantes, na comparacao entre capsulas estocadas por 3 e 124 dias e as fezes com as quais
foram produzidas e estocadas por 3 dias. Houve uma menor abundancia em todos os OTUs das
capsulas estocadas por 3 ou 124 dias em relagéo as fezes com que foram produzidas e estocadas
por 3 dias, diferenca esta que chegou a até -99%. As menores diferencas F-C foram observadas
nos OTUs que apresentaram maior abundancia nas fezes (Lachnospiraceae, Faecalibacterium
e Blautia).
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Diferentemente dos demais, o protocolo Z ndo apresentou nenhuma limitacao técnica e
ndo implicou em reducgdo da abundancia no microbioma maior do que aquela observada nos
protocolos testados anteriormente. Conforme j& mencionado, este protocolo emprega
involucros de gelatina de tamanho 0, forma em que as capsulas serdo estocadas a -80°C até o

uso. Para ser utilizadas na transplantacéo fecal, elas serdo introduzidas em cépsulas DRcaps 00.
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Diferenca (em %) no numero de sequéncias de 16SV6rDNA
encontrado nas capsulas em relagdo ao numero correspondente

1 - Lachnospiraceae 8 - Ruminococcaceae 15 - Anaerostipes

2 - Faoecalibacterium 9 - Parabacteroides 16 - Clostridium sp ®m 3C 3F

3 - Blautia 10 - Ruminococcus 17 - Lachnospira -

4 - Bacteroides 11 - Roseburia 18 - Pseudobutyrivibrio m 124C_3F

5 - Prevotella 12 - Subdoligranulum 19 - Akkermansia

6 - Lachnospiraceae (Incertae Sedis) 13 - Christensenellaceae 20 - Collinsella — Abundancia nas
7 - Ruminococcaceae (Incertae Sedis) 14 - Bacteroidales (S24-7) 21 - Dorea fezes

Figura 6: Variacdo, em %, na abundancia dos OTUs predominantes (que apresentavam >100
sequéncias de 16SV6rDNA) nas cépsulas, estocadas durante 3 ou 124 dias, em relacdo a
abundancia correspondente nas fezes com que foram produzidas, estocadas durante 3 dias.
3C_3F, variacdo entre fezes e capsulas com as quais foram produzidas estocadas por 3 dias.
124C_3F, variacdo entre capsulas estocadas durante 124 dias e as fezes com as quais foram

produzidas estocadas por 3 dias. A identidade de cada OTU é apresentada abaixo do gréfico.
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4.2.2 Microbioma e condicao de satde do potencial doador D7

O candidato D7, até entdo elegivel e que manteve o interesse em colaborar com o
projeto, compreende um individuo do sexo feminino, com 35,5 anos, IMC de 23 kg/m?,
residente em Botucatu, do qual foram inicialmente colhidas 3 amostras de fezes, com uma
semana de intervalo entre cada colheita. Estas amostras foram submetidas a andlise comparativa
de microbioma, com dados de 3 amostras de fezes de cada um dos dois potenciais doadores
desistentes (D4 e D5), bem como com dados do microbioma de 2 amostras de biopsias
intestinais de cada um de dois pacientes com RU 134, colhidas em momentos distintos (no total,

4 amostras).

O gréfico da figura 7 apresenta a diversidade alfa, expressa pelo indice de Shannon,
de cada um dos grupos analisados. D7 apresentou a maior média de indice de Shannon, entre
os 3 potenciais doadores, embora esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa
pelo teste T. Também, ndo houve variacdo estatisticamente significativa (p=0,1 teste T) na
comparacdo do microbioma fecal de D7 com o microbioma de mucosa dos pacientes com RU.

A diversidade alfa representa a riqueza e quao equilibrada é a abundancia (evenness)
entre OTUs, sem indicar quais sdo estes OTUs, em uma dada amostra. Dai a importancia de se
associar ou complementar estas informacBes com outras analises. Por isto, em busca de
evidéncias sobre o potencial da microbiota fecal de D7 em contribuir para restauracdo do
equilibrio da microbiota intestinal de portadores de RU, submeteu-se o seu perfil de OTUs a
uma analise de discriminacdo linear (que revela a presenca de biomarcadores) em relacdo ao
perfil equivalente dos dois pacientes com RU. Conforme mostrado na figura 8, as bactérias que
mais se destacam na microbiota de D7 compreendem OTUs que, conforme dados da literatura,
contribuem para a homeostase intestinal, tais como Ruminococcaceae, Lachnospiraceae e
Christensenellaceae. Por outro lado, entre os pacientes com RU, biomarcadores de destaque sao
bactérias gram-negativas (particularmente enterobactérias) e Staphylococcus, conhecidos por

incluirem espécies potencialmente patogénicas.
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Figura 7: Box plots representando a diversidade alfa, expressa pelo indice de Shannon, do
microbioma fecal de potenciais doadores de fezes (D4, D5 e D7, em azul) e do microbioma de
mucosa de portadores de RU (em vermelho). Os valores séo de trés amostras de fezes colhidas
em dias diferentes (de cada um dos potenciais doadores) ou de 4 amostras de biopsias de dois

pacientes adultos (2 replicatas de cada um, colhidas em dias diferentes).

De posse dos dados de microbioma favoraveis a utilizacdo de suas fezes para a
producdo de capsulas, D7 foi encaminhada para avalia¢éo clinica, em que néo foi constatado
nenhum problema de salde impeditivo a doacdo de fezes. Assim, ela entdo se submeteu a
bateria de exames laboratoriais preconizada por bancos de fezes de referéncia, tais como o
OpenBiome. Estes exames avaliam 1) pardmetros sérios de funcdo organica como niveis de
creatinina, bem como titulos de anticorpos contra agentes infecciosos, 2) ovos de parasitos, 3)
genes ou sequéncias cripticas de patdgenos, incluindo marcadores de resisténcia a drogas e 4)

culturas diretas para bactérias.

O protocolo recomenda o inicio da colheita das fezes e producéo das capsulas, quando
da liberacédo dos resultados destes exames, caso eles atestem a satde de D7 e seguranca de suas
fezes para transferéncia aos pacientes. O efetivo uso das capsulas para os ensaios clinicos é
aprovado somente depois da realizagdo de uma segunda bateria de exames, decorridos 60 dias
apos a primeira bateria. Para D7, foi realizada a primeira bateria de exames foi realizada no dia
05/05/2022, sendo os resultados apresentados na tabela do ANEXO 5. Como pode ser visto
nesta tabela, a candidata apresentou resultado positivo para SARS-CoV-2, por RT- PCR de

swab nasofaringeo, mas resultado negativo para 0 mesmo agente, nas fezes. Simultaneamente
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com estes resultados, D7 apresentou niveis elevados de proteina C reativa. A colheita de fezes
precisou ser adiada por 40 dias a partir da data da liberagcdo dos dados da primeira bateria de
exames. Assim sendo, novos testes para SARS-CoV-2 e para proteina C reativa foram
realizados (em 20/6/2022). O teste de Covid-19 apresentou resultado negativo, tanto no swab
nasofaringeo, quanto nas fezes e o nivel sérico de proteina C reativo retornou a um valor
considerado normal. A colheita de fezes para a produgdo em série de capsulas foi entdo iniciada

logo apds, conforme detalhado abaixo.
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Figura 8: OTUs predominantes (biomarcadores) que
distinguem o0 microbioma da mucosa intestinal de
portadores de RU (duas amostras de biopsias de dois
pacientes) e o microbioma fecal do potencial doador D7 (3
amostras de fezes colhidas em com intervalo de uma
semana). *( ) NC, ndo cultivavel; IS, Incerta Sedis; RB,
rumen bacteria; HGM, human gut metagenome. Em
destaque, os OTUs biomarcadores em RU e aqueles em que

se observam as maiores diferencas em D7.
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4.2.3 Producdo em série de capsulas

Assim que os testes de SARS-Cov-2 deram resultados negativos, tanto no swab
nasofaringeo quanto nas fezes e os niveis de proteina C reativa sérica apresentaram valores
normais, iniciou-se a colheita de fezes para a producdo de capsulas em série, seguindo o
protocolo Z detalhado na pagina 34. Tem-se como objetivo a producédo de 15 a 20 mil cpsulas,
que deverao ser estocadas por até 6 meses e serdo destinadas a um ensaio clinico de modulacao

da microbiota intestinal de portadores de RU atendidos no HC da Unesp.

A rotina de colheita de fezes e producéo de capsulas foi bastante irregular, tendo em
vista variagfes no transito intestinal da doadora, alteragdes na consisténcia das fezes (para um
valor fora do intervalo 3-4 da escala de Bristol, requerido para o processamento das fezes),
periodo menstrual, oscilacdes comportamentais e mesmo disposi¢do para a doa¢do. Em estrita

observancia a questdo ética, a doacdo foi sempre feita de maneira integralmente espontanea.

Como consequéncia dos fatores acima, a colheita de fezes, planejada para acontecer
uma vez por dia, 5 dias por semana, so foi possivel, em média, 2 vezes por semana, com uma
média de 8515 gramas de fezes por colheita. Apds 0 processamento e mistura com a manteiga
de cacau e glicerol, cada grama de fezes rendeu em média 1,8+0,19 capsulas, sem contar a perda
por falhas na encapsulacdo ou problemas na estrutura dos invélucros. Esta perda girou em torno
de 15%.

Além das céapsulas produzidas, sdo também estocadas amostras de fezes de cada
colheita diaria, para controle de qualidade, que inclui a analise de microbioma. Com os dados
das colheitas realizadas para os testes-piloto, bem como para a producao em série de capsulas
foi possivel ter uma ideia da variacdo do microbioma ao longo do tempo e eventualmente a
determinacdo de um core microbiome. Deste modo, considerando-se as trés amostras usadas
para avaliacdo de D7, como parte do processo de selecdo de doadores de fezes e 8 amostras das
colheitas para producgdo em série verificou-se, conforme ja previsto, que o microbioma fecal é
formado majoritariamente por bactérias. Os fungos — encontrados em minora — foram
representados quase que exclusivamente por Sacharomyces cerevisae, com uma média de 1745
sequéncias de ITS2 caracteristicas por amostra. Levando-se em consideragdo os OTUs
predominantes, o core microbiome de D7 neste periodo de colheita (que incluiu amostras de
Marco e de Julho de 2022 — 11 amostras, no total) consistiu dos seguintes OTUs:
Faecalibacterium (636+£318 sequéncias), Lachnospiraceae (799411 sequéncias), Blautia
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(703+440 sequéncias) e Bacteroides (407+216 sequéncias), todos os quais ndo cultivaveis
(NC). A prevaléncia de cada um destes OTUs variou de 19 a 30% (figura 9A).

Os mesmos OTUs encontrados no core microbiome das fezes foram detectados em
capsulas com as quais foram produzidas, embora em menor proporcdo, na maioria deles
(NUmero médio de sequéncias de Faecalibacterium: - 556155, Lachnospiraceae - 650140,
Blautia 636212 e Bacteroides - 466+239) (figura 9B). Porém, essas diferencas de abundancia
de OTUS entre capsulas e fezes ndo foram estatisticamente significativas . Quatro outros OTUs
foram encontrados em estas oito amostras de capsulas (NUmero de sequéncias: Prevotella -
299+142, Lachnospiraceae Incerta Sedis - 380+104, Ruminococcaceae - 411+110 e

Ruminococcaceae Incerta Sedis - 212+52).

Comparando-se o core microbiome das céapsulas com OTUs predominantes do
microbioma fecal de dois pacientes com RU candidatos a participar do estudo clinico onde tais
capsulas serdo empregadas, verificou-se, no core microbiome fecal destes dois pacientes,
auséncia de Faecalibacterium, 40% da abundancia media de Blautia e 50% da abundancia de
Lachnospiraceae encontrada nas capsulas. Estas diferencas, porém, ndo foram significativas

estatisticamente.
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Figura 9: Variacao na prevaléncia de OTUs pertencentes ao core microbiome das fezes (A) e
das capsulas (B) entre aqueles predominantes em onze amostras de fezes coletadas em dias
distintos e oito de capsulas. A ordem na figura (da esquerda para a direita) segue a evolucéao
do nimero de sequéncias de Faecalibacterium. * () NC, ndo cultivavel; IS, Incerta Sedis.
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DISCUSSAO
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5. Discussao

O papel da microbiota intestinal na manutencdo da homeostase do organismo tem
ficado claro, hd& muito tempo, pela associacdo da disbiose local com varias patologias,
envolvendo ndo apenas o intestino, mas também diferentes 6rgédos e tecidos extra intestinais
[%¢] O uso de pré e probidticos visa contribuir para a restauracio do equilibrio na composicao
de espécies do intestino, tendo sido empregado com sucesso no tratamento de diarreias %%, As
formulacGes de probidticos incluem uma ou poucas espécies de microrganismos, obtidos em
culturas artificiais e liofilizados ™31, Entretanto, um grande de numero de espécies da
microbiota intestinal que possui um papel modulador importante n&o é cultivavel [*3". De modo
que a transferéncia do conjunto da microbiota fecal por TF, que inclui espécies ndo cultivaveis,
tem sido uma abordagem eficiente na restauracdo da normobiose e tratamento de doencas, tais

como a diarreia por C. difficile recorrente ou refratéria a antibioticoterapia .

A TF pode ser realizada por meio de sondas colonoscopicas ou enemas, diretamente
no colon, bem como por via nasogastrica, procedimentos estes que utilizam suspensdes diluidas
de fezes e exigem a internacdo, para o acompanhamento mais proximo do paciente 71, A TF,
mediante a ingestdo de capsulas, ¢ uma alternativa nao invasiva que elimina a necessidade de
internac&o dos pacientes 2. Considerando-se que pouca informacao ¢ disponivel na literatura
sobre protocolos de TF, utilizando-se de capsulas de administracdo oral, este trabalho teve como
objetivo definir um protocolo que possibilitasse enfrentar os desafios técnicos de
processamento das fezes, garantir a seguranca de pacientes eventualmente participantes de
ensaios clinicos onde fossem aplicadas e que minimizasse a perda microbiana, por conta do

processamento, bem como durante a estocagem.

Simultaneamente com o0s objetivos acima apresentados, o trabalho teve como foco
avaliar os desafios envolvidos no processo de selecdo de doadores de fezes, qualificados nédo
apenas no sentido de garantir a segurancga e eficicia do material a ser produzido, mas que
apresentasse um perfil, de modo a ndo comprometer sua producdo em série. A medida destes
desafios pode ser vista pela proporcéo de elegiveis entre os candidatos a doacao: (apenas 1 entre
221 que se apresentaram — 0,45%). A experiéncia obtida possibilitou uma série de aprendizados

comentados a seguir.

Um dos aprendizados seria a necessidade de restringir o pablico alvo a populagao
local, adequando-se o formulario da entrevista para contemplar apenas residentes temporarios

(estudantes em sua maioria) ou permanentes de Botucatu, tendo em vista a questdo logistica
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para a colheita de amostras bioldgicas para os exames de triagem e, eventualmente, de fezes
para a producdo em série de capsulas no caso de o candidato ser selecionado. Outro ponto de
ajuste importante foi a divisdo das questfes da entrevista em duas partes: aquelas para a coleta
de informacdes ndo sujeitas ou minimamente sujeitas a alteracdes e aquelas de natureza
temporaria, variaveis ou reversiveis. O formulario com a primeira categoria de perguntas foi
aplicado primeiro, e tinha carater eliminatorio, por coletar dados, por exemplo, sobre o
diagnostico de doencas cronicas, dependéncia quimica e faixa etaria. Individuos selecionados
nesta primeira entrevista eram apresentados ao segundo questionario, que incluia perguntas tais
como o diagndstico de certas doengas infecciosas, como diarreia aguda, ocorréncia de viagens
para regides endémicas e acidentes com materiais perfurocortantes, e perguntas para obter
informac@es sobre o0s habitos intestinais (frequéncia) e faixa de horario de evacua¢do. Uma vez
selecionada pelos critérios da entrevista, a candidata D7 se submeteu aos exames laboratoriais
periodicos, para atestar sua saude e auséncia de patdgenos microbianos e ovos de parasitos, em
suas fezes, sendo qualificada para a doacdo de fezes, apOs a repeticdo de alguns exames

positivados na primeira bateria realizada.

Conforme a triagem acima, a candidata foi qualificada em termos de seguranca para a
doacdo. Faltava obter informagdes sobre seu microbioma, quanto ao potencial de restaurar a
normobiose intestinal por TF, em eventuais receptores de suas fezes. Foi realizada entdo uma
analise comparativa de triplicatas de seu microbioma fecal com um ndmero equivalente de
outros dois candidatos a doagdo, bem como de duplicatas do microbioma de mucosa de dois
pacientes com RU. Embora as amostras de fezes de D7 apresentou uma maior média de
diversidade alfa em relagdo as amostras dos outros individuos, a diferenga ndo foi
estatisticamente significativa. O gréafico de LEfSe da figura 8 mostra uma grande diferenca no
microbioma de D7 e RU, respectivamente com Lachnospiraceae e Gammaproteobacteria nos
extremos (score de LDA, 4,8). Ao passo que Lachnospiraceae € uma familia que inclui um
grande nimero de bactérias simbiontes classicas da microbiota humana [,
Gammaproteobacteria € amplamente reconhecida pela alto numero de representantes suspeitos
de associagdo com patologias humanas, que inclui Escherichia coli, por muito tempo apontada
como causa ou complicadora dos sintomas de RU 3] e Succinovibrionaceae, associada a
Sindrome de Behget [*39. Além de Lachnospiraceae, D7 apresenta um grande niimero de outros
biomarcadores da microbiota saudavel, como Rumminococcaceae e Christensenellaceae 1491,
ausentes em RU, mostrando um evidente quadro de disbiose nesta Gltima. Estes resultados
ressaltam a importancia da analise de microbioma no sentido de se atentar ndo apenas para as

bactérias simbiontes, mas também para aquelas com possivel associagdo com doencas. Na
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verdade, neste trabalho, um dos candidatos a doacao de fezes (D2) e que preencheu grande parte
dos critérios da triagem, apresentou alteracdo na enzima hepéatica ALT. Analise comparativa de
seu microbioma mostrou que, enquanto os demais candidatos ndo possuiam ou apresentavam
apenas “tragos” de sequéncias de 16SV6rDNA de Succinovibrionaceae, esta familia estava
entre as dominantes do microbioma de D2. Succinovibrionaceae esta possivelmente associada

a causa de uveite na sindrome de Behget [**1,

Conforme mencionado na se¢dao “Resultados”, aproveitou-se as amostras de fezes
coletadas para a analise de microbioma, para também testar protocolos de processamento de
fezes, visando abordar questdes técnicas de manuseio e avaliacdo da perda microbiana por
processamento e estocagem. Foram testados 4 protocolos de producédo de capsulas, 3 dos quais
contendo manteiga de cacau em sua férmula, sendo que o Unico que nao apresentava este
ingrediente resultou em perda de abundancia microbiana, que variou de -70 a -90%, nos OTUs
representativos (=100 sequéncias de 16SV6rDNA), em 35 dias de criopreservacdo e nao

possibilitou o envase dos involucros.

Nos protocolos contendo manteiga de cacau, em testes realizados com até quase um
ano de estocagem, considerando-se apenas os OTUs representativos, nem todos OTUs
apresentaram menor abundancia nas céapsulas do que nas fezes e, entre aqueles onde a
abundancia foi menor nas capsulas, a diferenca para menos nas capsulas foi menor. Porém,
ressalta-se que estas diferengas ndo foram significativas estatisticamente, o que pode sugerir

pouca ou nenhuma varia¢do no microbioma, durante a estocagem.

Dois dos protocolos que empregaram manteiga de cacau apresentaram limitac6es
técnicas. O protocolo X produzia uma emulsdo que comprometia a estrutura das DRcaps,
impedindo seu fechamento. Uma possivel explicacdo para este problema é a presenca de salina,
que, aparentemente poderia ser corrigido com o aumento da proporc¢éo de glicerol em relacao
a salina, ou a completa eliminacéo desta da formulacdo (com base em testes realizados — dados
ndo mostrados). Optou-se pela segunda alternativa, eliminando completamente a salina do
protocolo. Assim, criou-se o terceiro protocolo, cuja emulsdo consistia apenas de fezes +
manteiga de cacau + glicerol (na proporcao 5:4:1). No entanto, esta formula apresentou um
baixo rendimento, em funcdo da perda de material no saco de homogeneizacéo.
Consequentemente, a emulsdo passou a ser produzida em um béquer, pela mistura, com o
auxilio de um bastdo, da manteiga de cacau/glicerol as fezes previamente peneiradas numa
malha de retencdo de 1 mm criando-se o quarto protocolo (protocolo Z). A mistura final a ser

envasada era produzida pela passagem, através de uma peneira de 300 um da emulsdo
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homogeneizada no béquer. A passagem por esta peneira, além de possibilitar a retencdo de
residuos, favoreceria a quebra de particulas e mistura adicional dos componentes, contribuindo
para uma boa consisténcia e fluidez para o carregamento das seringas e distribui¢do do contetdo
nos involucros. Vale mencionar que, para o sucesso do emprego deste protocolo, as fezes
deveriam apresentar consisténcia de grau 3 ou 4 na escala de Bristol [*2%], Este protocolo, que
ndo apresentou qualquer limitagéo técnica, foi escolhido para a producdo em série de capsulas.

Conforme os dados apresentados, observou-se perda no nimero e abundancia de OTUs
durante o processamento seguindo este protocolo. Porem ndo foi observada variacdo
estatisticamente significativa nestes parametros, durante a estocagem das capsulas até 124 dias.
Além disso, pode-se observar uma maior perda do numero de OTUs no microbioma das fezes
estocadas a -80°C, por 124 dias, do que no microbioma das capsulas mantidas pelo mesmo

periodo e nas mesmas condi¢oes.

Considerando-se apenas 0s OTUs representativos, numa andlise de varia¢éo ao longo
do tempo, observa-se que as menores variages na abundancia entre capsulas estocadas por 124
dias e fezes estocadas por 3 dias sdo de OTUs com maior numero de sequéncias
(Lachnospiraceae, Faecalibacterium e Blautia). Estes OTUs fazem parte do core microbiome
da doadora D7, com cujas amostras foram feitas estas analises. Esta constatacdo, bem como o
fato de Faecalibacterium ndo ser encontrada no microbioma fecal de duas pacientes com RU
pode ser um indicativo de algum grau de eficacia destas capsulas na restauracdo da microbiota

de portadores de RU que eventualmente venham recebé-las.

Vale lembrar que as observacdes acima relativas a abundancia se baseiam na
quantificacdo no nimero de sequéncias de OTUs, que podem ndo refletir com seguranca o dado
real. Por isto, para se chegar uma conclusao mais confiavel sobre os resultados discutidos acima
seria necessaria a quantificacdo de pelo menos alguns destes grupos microbianos, com técnicas
tais como Real time PCR (qPCR) ou citometria de fluxo. Os achados deste trabalho, no entanto

podem servir como ponto de partida para avaliagdes futuras com estas metodologias.

Embora dados da literatura ndo sejam completos em relagdo aos componentes de
capsulas de TF de uso oral, a importancia da manteiga de cacau para a preservacdo da
microbiota fecal durante a estocagem em baixa temperatura é conhecida héa bastante tempo 921,
Conforme ja mencionado, o protocolo definido como ideal neste estudo estd sendo utilizado

para a produgdo em série de capsulas que estdo sendo estocadas a -80°C e cujo microbioma esta
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sendo determinado. Estas capsulas deverdo ser utilizadas em um estudo clinico duplo cego para
a modulacdo do microbioma de portadores de RU atendidos no HC-Unesp. A expectativa é que
este estudo possibilite avaliar a real eficacia das mesmas em contribuir para a melhora clinica
destes individuos. As capsulas estocadas contém involucro de gelatina e, no momento estdo em
quarentena, até a realizacdo de uma segunda bateria de exames (0s mesmos apresentados aqui)
em D7. Assim que os resultados destes exames forem liberados e, caso ndo haja qualquer
restricdo, as capsulas O serdo introduzidas em DRcaps 00, que serdo administradas aos

pacientes, num regime de 20 capsulas por semana, durante 8 semanas.
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6. Conclusdes

A TF é um procedimento milenar, ainda considerado alternativa para a modulagdo da
microbiota intestinal, visando controlar sintomas de doengas que tém como base a disbiose no
intestino. A razdo do seu uso € a existéncia de inUmeras bactérias, majoritariamente nédo
cultivaveis e com potencial de modulacdo no intestino de pessoas saudaveis que podem ser
transferidas para o sitio equivalente de individuos que apresentam disbiose. Para isto, é
imperativo encontrar um doador cujo material fecal a ser doado preencha os requisitos de
seguranca e eficacia. Procurou-se abordar estes dois elementos, neste trabalho, sendo que o
desafio de selecdo de individuos para colaborar como doador foi além do imaginado quando da
idealizag&o deste projeto. Para garantir seu sucesso, 0 processo de selecdo, em particular tem
que tratar de questdes da intimidade do individuo, variac@es bioldgicas naturais e disposicéo,
afora a necessidade da triagem para a detec¢do de uma variedade de tipos de patdgenos, doencas
cronicas e condicbes ndo necessariamente ligadas a doengas, que podem influir na composigéo
de espécies da microbiota. Como resultado, 0 processo é caro, moroso e de desfecho incerto.
Possivelmente, uma forma de mitigar estes desafios € a promoc¢do de alguma campanha de
conscientizacdo sobre a importancia dos microrganismos, seu papel e influéncia sobre o
funcionamento do organismo, bem como o quanto produzimos e que eventualmente pode ser

usado no controle de doengas.

A definicdo de um protocolo de producéo de capsulas possibilitou a sua realizacdo em
série e aquisicdo de conhecimento que podera ter aplicacdes variadas. Estas capsulas terdo sua
eficacia testada em um estudo clinico com pacientes portadores de RU. Porém, poderdo ser
utilizadas para o tratamento de diarreias refratarias a antibioticoterapia e outras doen¢as. Uma
possivel aplicacdo alternativa seria a producao de capsulas com fezes de individuos saudaveis
gue eventualmente necessitem de intervencdes que demandem um regime de ingestdo de
antibidticos. Produzindo-se e estocando-se, previamente ao inicio do regime, capsulas com as
fezes dos proprios individuos, elas podem ser utilizadas ao final do regime para a restauracdo

da microbiota possivelmente disbiotica pela acdo massiva dos antibioticos ingeridos.
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Questionario para selecdo de doadores para transplantacéao fecal.

Categoria

Perguntas

1) Dados pessoais e 1.

residéncia

© N o g B~ DN

Nome

Ano de nascimento

Sexo

Telefone para contato

Reside em - a) Botucatu; b) outra cidade, mas estuda em Botucatu
O seu peso (em kg) é de aproximadamente:

A sua altura (em metros) é de:

Se vocé for estudante e ndo reside em Botucatu, vocé ficara em
Botucatu por: a) menos de 6 meses; b) 6 meses a 1 ano; ¢) mais de 1

ano

2) Medicacéo

Faz uso rotineiro de alguns dos medicamentos abaixo? a) omeprazol
ou similares; b) corticoides ou similares; c) quimioterapicos; d) ndo

faco uso dos medicamentos acima

3) Condicéo de

salide

10.

11.
12.
13.

Apresenta ou apresentou alguma das doencas ou infec¢des abaixo?
a)cancer gastrointestinal; b)sindrome do intestino irritavel; c)doenca
inflamatoria intestinal; d) doenca celiaca; e) diarreia crbénica ou
outro tipo de infecgdo gastrointestinal cronica; f) polipose intestinal;
g)doenca autoimune; h) diabetes; i) distarbios cardiovasculares;
jaterosclerose; l)doenca neuroldégica m)  depressdo; n)
esquizofrenia; 0) autismo; p) doenca atopica; q) dores crénicas; r)por
HIV; s) sifilis; t) hepatite B e/ou C; u)covid-19; v) nenhuma doenga
relacionada acima

Tem alguma doenca néo listada acima? Se sim, qual?

Foi hospitalizado nos ultimos 6 meses?

Caso vocé tenha respondido sim na pergunta anterior, assinale qual

alternativa melhor reflete o seu periodo de internacdo: a) menos que
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uma semana; b) de uma a duas semanas; c) de duas a quatro
semanas; mais de um més
Apresentou  vOmito, diarreia, disenteria devido infeccéo

gastrointestinal ha menos de 2 meses?

4) historico 15.

familiar

relacionado a saude

Possui algum parente de até 2° grau que apresenta ou apresentou
alguma das doengas abaixo? a) cancer gastrointestinal; b) sindrome
do intestino irritavel; c¢) doenca inflamatdria intestinal; d) doenca
celiaca; e) polipose intestinal; f) doenca autoimune; g) diabetes; h)
disturbios cardiovasculares; i) aterosclerose; j) doenca neuroldgica;
I) depressdo; m) esquizofrenia; n) autismo; o) doenca atdpica; p)

dores cronicas; q) COVID-19; r) nenhuma doenca relacionada acima

5) Tréansito e habito 16.

intestinal

17.

Assinale abaixo qual alternativa melhor descreve a sua frequéncia
de evacuacgéo: a) 1 a 2 vezes por dia; b) de 5 a 6 vezes por semana;
C) menos que 5 vezes por semana; d) nao sei

Por gentileza, escolha, dentre os intervalos de horario abaixo, aquele
que melhor se aproxima daquele em que vocé evacua, durante o dia:
a) Entre 6 e 8hs; b) Entre 8 e 10h; ¢) Entre 10 e 12h; d) Entre 12 e
14h; e) Entre 14 e 16h; f) Apos as 16h; g) N&o tenho uma faixa

horéaria definida (é variavel, pode ser de manh4, a tarde ou a noite)

6) Condicéo de 18.
risco de saude 19.
20.

21.
22.
23.

24,

25.

Faz uso de algum tipo de droga ilicita?

Possui multiplos parceiros sexuais?

Mantém relacdo sexual com pessoas que sabidamente possuem HIV,
sifilis, hepatite B ou C?

Alguma vez recebeu transplante de tecidos ou 6rgaos?

Teve acidente com material perfurocortante nos ultimos 6 meses?
Viajou nas Ultimas semanas para locais onde ha surto de alguma
doenca?

Caso tenha respondido afirmativamente a questdo anterior, informe
qual a doenca e a regiao?

Fez tatuagem, colocou piercing ou brinco ha menos de 6 meses?

7) Tipo de dieta 26.

Possui dieta: a) vegetariana; b) vegana; c) variada
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8) Vacinacéo 27. Assinale na lista abaixo a(s) vacina(s) que vocé tomou nos ultimos
2 meses: a) tétano e difteria (dT); b) sarampo, c¢) caxumba e rubéola
(triplice viral); d) sarampo e rubéola (dupla viral); ) febre amarela;
f) hepatite B; g) coronavac 1° dose; h) coronavac; i) 2° dose
coronavac; j) coronavac 3° dose; |) AstraZeneca 1° dose m)
AstraZeneca 2° dose n) AstraZeneca 3° dose ; 0) Pfizer 1° dose; p)

Pfizer 2° dose; q) Pfizer 3° dose; r) nenhuma das vacinas acima




ANEXO 2

Exames laboratoriais realizados na selecdo de doadores.

Tipo de exame

Metodologia
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Adenovirus F40/F41

PCR em tempo real multiplex

Albumina

Colorimétrico (VBC) automatizado

Anticorpos contra HTLV I/l

Quimioluminescéncia

Anticorpos totais contra Hepatite C

Quimioluminescéncia

Anticorpos totais contra Sifilis

Quimioluminescéncia

Antigeno de Hepatite B

Quimioluminescéncia

Antigenos e anticorpos contra HIV 1 e 2

Quimioluminescéncia -
imunoensaio de 42 geracao

Antigenos para Helicobacter pylori

Imunocromatografia

Astrovirus

PCR em tempo real multiplex

Bactérias produtoras de carbapenemases

Cultura em meios especificos

Bactérias produtoras de ESBL

Cultura em meios especificos

Bilirubina total

Colorimétrico automatizado

Calprotectina fecal

Enzimaimunoensaio

Campylobacter sp.

PCR em tempo real multiplex

Cistos de protozoarios, ovos ou larvas de helmintos

Paratest - formalina 5%/
HOFFMAN

Clostridium difficile (toxina) A/B

PCR em tempo real multiplex

Creatinina

Cinética colorimétrica
automatizado

Cryptosporidium sp.

PCR em tempo real multiplex

E.coli enteroagregativa (EAEC)

PCR em tempo real multiplex

E.coli enteropatogenica (EPEC)

PCR em tempo real multiplex

E.coli enterotoxigénica (ETEC)

PCR em tempo real multiplex

E.coli O157

PCR em tempo real multiplex

E.coli toxina de Shiga (stx1/stx2)

PCR em tempo real multiplex

Entamoeba histolytica

PCR em tempo real multiplex

Enterococcus resistente a vancomicina

Cultura especifica e automacéo

Fosfatase alcalina

Cinético automatizado

Giardia lamblia

PCR em tempo real multiplex

Hemograma (Basofilos)

Automatizado

Hemograma (Bastonetes)

Automatizado

Hemograma (C.H.C.M)

Automatizado

Hemograma (Eosinofilos)

Automatizado

Hemograma (H.C.M)

Automatizado

Hemograma (hemacias)

Automatizado

Hemograma (hematdcrito)

Automatizado

Hemograma (hemoglobina)

Automatizado

Hemograma (Leucocitos)

Automatizado

Hemograma (Linfdcitos)

Automatizado

Hemograma (Metamieldcitos)

Automatizado
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Tipo de exame

Metodologia

Hemograma (Mieldcitos)

Automatizado

Hemograma (Mondcitos)

Automatizado

Hemograma (Plaquetas)

Automatizado

Hemograma (R.D.W)

Automatizado

Hemograma (Segmentados)

Automatizado

Hemograma (V.C.M)

Automatizado

IgG contra Strongyloides stercoralis

Enzimaimunoensaio

IgG contra Hepatite B

Quimioluminescéncia

IgM contra citomegalovirus

Quimioluminescéncia

IgM contra Epstein Barr

Quimioluminescéncia

IgM contra Hepatite A

Quimioluminescéncia

IgM contra Hepatite B

Quimioluminescéncia

IgM contra Hepatite E

ELISA

Norovirus GI/GlI

Automatizado

Proteina c reativa

Imunoturbidimetria

Rotavirus PCR em tempo real multiplex
Salmonella sp. PCR em tempo real multiplex
Sapovirus PCR em tempo real multiplex

SARS-CoV-2 fezes

PCR em tempo real multiplex

SARS-CoV-2 nasofaringeo

PCR em tempo real multiplex

Shigella/E.coli enteroinvasora (EIEC)

Automatizado

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Cultura especifica e automacao

Staphylococcus resistente a oxacilina

Semeadura em meios especificos

Transaminase oxalacética

Cinético (UV) automatizado

Transaminase pirtvica

Enzimatico automatizado

Vibrio cholerae

PCR em tempo real multiplex

Vibrio sp.

PCR em tempo real multiplex

Yersina enterocolitica

PCR em tempo real multiplex
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I1.  ANEXO 3

Slides com as instrucGes para a colheita de fezes do doador.

ANTES DE REALIZAR A
COLHEITA, LEIAS AS
PERGUNTAS A SEGUIR :

DOADOR

INSTRUCOES PARA A
COLHEITA DE FEZES

Nos lltimos dias, vocé:

1.Apresentou  sintomas  gastrointestinais  (por exemplo,
diarreia, ndusea, vomito, dor abdominal, ictericia)?

2.Apresentou sinais de infecc@o (por exemplo, febre ou
linfonodos inchados)?

3.Usou antibidticos, corticoides, fungicidas e vermifugos?
4.Teve relagbes sexuais desprotegidas com novos parceiros

desde a ultima triagem?

5.Viajou para areas de surto de alguma doenga?

6.Teve acidente com perfurocortante?

7. Foi hospitalizado?
8. Tomou alguma das vacinas abaixo?
« Triplice viral (sarampo,caxumba e rubéola);
« Dupla viral (sarampo e rubéola);
« Febre amarela;
« Varicela;
« Sarampo;
« Caxumba;
« Rubéola;
@ « Dengue.
9. Fez tatuagem, colocou piercing ou brinco ha meneos de 6
meses?
10. Utilizou algum tipo de droga ilicita?

Caso responda AFIRMATIVAMENTE a alguma
delas, nos avise.

ATENGAO!

E muito importante realizar a
colheita corretamente para
garantir que nao haja
contaminagdo da amostra!

Caso responda NEGATIVAMENTE para todas
elas, faca a colheita de acordo com as instrucdes
a seguir.
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01 LIMPE SEU VASO 02 LAVE MUITO
SANITARIO E O APARATO BEM AS MAOS
COMAGUAE
O vaso deve estar limpo internamente e SABAO
em sua superficie. Borrife Lysoform no
vaso sanitario inteiro e no aparato (sem o
pote). Deixe agir por 10 minutos e seque
0 assento e o aparato com um pano
limpo. Nao precisa enxaguar.
03 ESVAZIE A BEXIGA 04 ACOPLE O APARATO
JUNTAMENTE COM O
Atengao! A amostra de fezes nao POTE COLETOR NO

devera ter contato com a urina!

VASO SANITARIO

06 COLOQUE O
05 EVACUE DENTRO POTE DENTRO S
DO POTE DO SACO
COLETOR PLASTICOEO
ACONDICIONE
NA CAIXADE |
ISOPORCOMO |
GELO 3
RECICLADO
L .
o7 ENTRE EM o matorial colotado,
CON TATO devidamente no

isopor, entre
imediatamente em
contato com a
equipe do estudo
pelo telefone:

(@) (14) 981026657




IV. ANEXO4

Parecer consubstanciado do CEP- UNESP-Faculdade de Medicina de Botucatu.

UNESP -FACULDADE DE Plataforma
MEDICINA DE BOTUCATU %MI

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Modulag&o do Microbioma do Intestino de Portadores de Retocolite Ulcerativa através
de Transplantacéo Fecal

Pesquisador: JOSIAS RODRIGUES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 01681518.3.0000.5411

Instituigao Proponente: Departamento de Microbiologia e Imunologia

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.009.218

Apresentacdo do Projeto:
Adequada.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a eficacia da transplantacéo fecal na melhora clinica de portadores de retocolite ulcerativa, apos o
uso intensivo, por via oral, de pilulas contendo fezes de doadores sadios.

Objetivos especificos: determinar a composigéo de espécies bacterianas, pardmetros fisico-quimicos e
imunolégicos do material fecal de doadores de fezes; classificar as amostras fecais segundo parametros de
salde, diversidade e abundancia de espécies bacterianas, que, de acordo com a literatura, tém contribuicdo
favoravel & remisséo da retocolite ulcerativa; processar e estocar as fezes em baixa temperatura, de modo a
preservar suas caracteristicas, em particular a viabilidade bacteriana, em capsulas; fazer o
acompanhamento da variacdo do microbioma intestinal, parametros clinicos e de qualidade de vida de
portadores de retocolite ulcerativa submetidos a transplantacéo fecal pela ingestio diaria de pilulas
contendo fezes de multiplos doadores.

Seréo selecionados 32 pacientes de ambos os sexos, com 18 a 60 anos de idade, atendidos no HC da
UNESP, com retocolite ulcerativa h& pelo menos quatro meses, apresentando atividade clinica e
endoscopica com escore de Mayo entre 3 e 10 e subscore (Mayo endoscopico) de 1,0.

De acordo com randomizagéo, os individuos receber&o, capsulas contendo fezes concentradas.
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V. ANEXO 5
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Resultados da primeira etapa de exames laboratoriais para atestar a saide do doador D7.

Tipo de exame Ma,te.”a' Resultado Unidade Data do Valor?s d_e
Clinico exame Referéncia
Adenovirus FAO/F41 Fezes Ndo — ndose  o)05/5002 Nao
detectado aplica detectado
Albumina Soro 5 g/dL 02/05/2022 35-52
Anticorpos contra néo se
HTLV U1 Soro 0,05 aplica 02/05/2022 <10
Anticorpos totais contra Soro 0.1 n&o se 02/05/2022 <10
Hepatite C aplica
Anticorpos totais contra o 0,04 na0se  45/05/2022 <1,0
Sifilis aplica
. . néo se
Antigeno de Hepatite B Soro 0,3 aplica 02/05/2022 <0,9
Antigenos e anticorpos Soro 0,05 néo se 02/05/2022 <10
contraHIV 1e?2 aplica
Ant_lgenos para Fezes Negativo nao se 02/05/2022 Negativo
Helicobacter aplica
. Né&o néo se Né&o
Astrovirus Fezes detectado aplica 02/05/2022 detectado
Bactérias produtoras de Fezes Negativo nao se 05/05/2022 Negativo
Carbapenemases aplica
Bactérias produtoras de . néo se .
ESBL Fezes Negativo aplica 04/05/2022 Negativo
Bilirubina total Soro 0,46 mg/dL 02/05/2022 <12
Calprotectina fecal Fezes <5 mg/Kg 20/06/2022 <50 ng/g
Né&o néo se Né&o
Campylobacter sp. Fezes detectado aplica 02/05/2022 detectado
Cistos de protozoaérios, N30 se
ovos ou larvas de Fezes Negativo : 02/05/2022 Negativo
. aplica
helmintos
Cistos de protozoarios, nio se
ovos ou larvas de Fezes Negativo . 05/05/2022 Negativo
helmi aplica
elmintos
Cistos de protozoaérios, N30 se
ovos ou larvas de Fezes Negativo aplica 12/05/2022 Negativo

helmintos
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Tipo de exame Mat,er_lal Resultado Unidade Data do Valorfzs d_e
Clinico exame Referéncia
Clostridium difficile Né&o « . Né&o
(toxina) A/B Fezes detectado  "2° %€ aplica  02/05/2022 detectado
Creatinina Soro 0,66 mg/L 02/05/2022 0,40 a 1,10
Cryptosporidium sp. Fezes dettlt?t(; do ndo se aplica  02/05/2022 detlglc?t(; do
E.coli « x
enteroagregativa Fezes detZI(?t(; do ndo se aplica  02/05/2022 detlglc?t(; do
(EAEC)
E.coli , Né&o « . Né&o
enteropatogenica Fezes detectado M0 S€ aplica  02/05/2022 detectado
(EPEC)
E.coli A Nao x . Nao
enterotoxigénica Fezes detectado N30 S€ aplica  02/05/2022 detectado
(ETEC)

. Nao x . Né&o
E.coli 0157 Fezes detectado N30 S€ aplica  02/05/2022 detectado
E.coli toxina de Shiga Néo « . Néo
(stx1/stx2) Fezes detectado "0 %€ aplica  02/05/2022 detectado

. . Nao x . Nao
Entamoeba histolytica Fezes detectado N30 S€ aplica  02/05/2022 detectado
Enterococcus Nio Nio
resistente a Fezes detectado N30 S€ aplica  02/05/2022 detectado
vancomicina
Fosfatase alcalina Soro 37 U/L 02/05/2022 27 -100
- . Né&o < . N&o
Giardia lamblia Fezes detectado N0 S€ aplica  02/05/2022 detectado
Hemograma Sangue
(Bas6 ]9”03) total 9 /mm3 02/05/2022 0-300
EDTA
Hemograma Sangue
(Basto%etes) total 0 /mm3 02/05/2022 <840
EDTA
Hemograma o i
(C.H.C.M) Soro 31,7 Yo 02/05/2022 31,0 - 36,0
Hemograma Sangue
ogra total 223 /mm3 02/05/2022 50 - 500
(Eosindfilos) EDTA
Hemograma (H.C.M) Soro 26,4 pg 02/05/2022  26,0-34,0
Hemograma Soro 4,2 milh/mm3  02/05/2022 3,90 - 5,00
(hemacias)
Hemograma Soro 35 % 02/05/2022 35,0 - 45,0
(hematocrito)
Hemograma Soro 11,1 9% 02/05/2022 12,0155
(hemoglobina)
Hemograma Sangue
J total 9310 /mm3 02/05/2022  3500-10500

(Leucocitos)

EDTA
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Tipo de exame Mat'er'lal Resultado  Unidade Data do Valorfzs d.e
Clinico exame Referéncia
Hemograma Sangue
(Lin fc’)?:i t0s) total 2989 /mm3 02/05/2022 900 - 2900
EDTA
Hemograma Sangue
grama_ total 0 /mm3  02/05/2022 0
(Metamielocitos) EDTA
Hemograma Sangue
grama total 0 /mm3  02/05/2022 0
(Metamielocitos) EDTA
Hemograma Sangue
Mogr total 0 /mm3  02/05/2022 0
(Mieldcitos) EDTA
Hemograma Sangue
(Mon égci t0s) total 307 /mm3 02/05/2022 300 - 900
EDTA
Sangue
Hemograma total 297000 /mmé 02005202 14000~
(plaquetas) EDTA 45000
Hemograma (R.D.W) Soro 12,4 % 02/05/2022  11,9-15,5
Hemograma Sangue
total 5782 /mm3 02/05/2022 1700 - 7000
(Segmentados) EDTA
Hemograma (V.C.M) Soro 83,3 u3 02/05/2022 82,0 - 98,0
IgG contra N0 se
Strongyloides Soro 0,16 . 02/05/2022 <10
. aplica
stercoralis
IgM contra Soro 0,43 NA0SE " 02/05/2022 <085
Citomegalovirus aplica
IgM contra Epstein Soro 0,17 Nd0Se  0o/05/2022 <050
Barr aplica
. néo se
IgM contra Hepatite A Soro 0,19 aplica 02/05/2022 <0,80
. néo se
IgM contra Hepatite B Soro 0,3 aplica 02/05/2022 <10
. néo se
IgM contra Hepatite E Soro 0,15 aplica 02/05/2022 <0,8
. Né&o néo se Néo
Norovirus GI/GII Fezes detectado aplica 02/05/2022 detectado
Plesiomonas Né&o néo se Néo
shigelloides Fezes detectado aplica 02/05/2022 detectado
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Tipo de exame Mat,er_lal Resultado  Unidade Data do Valorfzs d.e
Clinico exame Referéncia

Proteina C Soro 36,65 mg/L 02/05/2022 <10

reativa

Proteina C Soro 0,75 mg/L 20/06/2022 <10

reativa

Rotavirus Fezes Néo néo se 02/05/2022 Né&o
detectado aplica detectado

Salmonella sp. Fezes Né&o néo se 02/05/2022 Né&o
detectado aplica detectado

Sapovirus Fezes Néo néo se 02/05/2022 Né&o
detectado aplica detectado

SARS-CoV-2 Swab Detectado néo se 02/05/2022 Néo

nasofaringeo aplica detectado

SARS-CoV-2 Fezes Nao nédo se 02/05/2022 Néo
detectado aplica detectado

SARS-CoV-2 Swab Nao nédo se 20/06/2022 Néo

nasofaringeo  detectado aplica detectado

SARS-CoV-2 Fezes Nao nédo se 20/06/2022 Néo
detectado aplica detectado

Shigella/E.coli Fezes Nao nédo se 02/05/2022 Néo

enteroinvasora detectado aplica detectado

(EIEC)

Staphylococcus  Secrecdo nasal ~ Negativo néo se 03/05/2022  Negativo

aureus resistente aplica

a meticilina

Staphylococcus Fezes Negativo ndo se 02/05/2022  Negativo

resistente a aplica

Oxacilina

Transaminase Soro 19 U/L 02/05/2022 <37

Oxalacetica

Transaminase Soro 23 U/L 02/05/2022 <38

Pirtvica

Vibrio cholerae Fezes Nao ndo se 02/05/2022 Néo
detectado aplica detectado

Vibrio sp. Fezes Nao ndo se 02/05/2022 Néo
detectado aplica detectado

Yersina Fezes Nao ndo se 02/05/2022 Néo

enterocolitica detectado aplica detectado
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