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RESUMO

A ingestao de probidticos tem sido utilizada para modificar de forma benéfica
a microbiota intestinal de individuos portadores de algumas doencas
cronicas. Entretanto, essa abordagem apresenta resultados discrepantes e
limitagBes, relacionados a resiliéncia da microbiota intestinal e a
individualidade genética do paciente, que parecem interferir na efetividade
dos probioticos. Objetivo: avaliar o efeito da terapia personalizada com
consorcio de bactérias fecais na reducdo do risco da obesidade e suas
consequéncias em modelo animal. Métodos: as cepas para o tratamento
personalizado foram previamente isoladas de material fecal de criancas e
armazenadas em um banco de células. O estudo foi conduzido com
camundongos Swiss, livres de patdégenos especificos, distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C) (n=10), Obeso (OB) (n=10),
Obeso + Probidtico Personalizado (OPP) (n=15), Obeso + Cepas
Compartilhadas (OCC) (n=13). Inicialmente, os animais receberam um
coquetel de antibidticos para depletar a microbiota intestinal e,
posteriormente, foram recolonizados com a microbiota fecal dos doadores
das cepas personalizadas, via transplante de microbiota fecal. A obesidade
foi induzida por dieta hiperlipidica e o estudo teve duracédo de 120 dias. As
cepas previamente isoladas e armazenadas no banco de células foram
utilizadas para o tratamento dos animais dos grupos OPP e OCC (8 log
UFC/dia), a partir do T85. A evolucdo da obesidade foi avaliada pela
variagdo ponderal, coeficiente de eficacia alimentar, perfil lipidico e de
citocinas, area e diametro dos adipocitos e analise da composicdo da
microbiota fecal. Resultados: A deplecdo da microbiota intestinal causou
perda de peso acentuada (p<0,05) e o transplante de microbiota fecal foi
capaz de reverter o quadro de emagrecimento, levando a recuperacdo do
peso corporal (p>0,05). A partir da sétima semana do estudo (T71), os
animais induzidos a obesidade exibiram ganho de peso superior ao do
controle, alimentado com dieta convencional e os animais que receberam as
cepas personalizadas (OPP) apresentaram variacdo ponderal semelhante ao
do controle (C) na terceira semana de tratamento (T99 e T106). A ingestao
das cepas personalizadas também melhorou o perfil lipidico dos animais,
que exibiram niveis de ndo HDLc semelhantes aos dos animais nao
induzidos a obesidade (p>0,05). A analise histolégica evidenciou que o
tratamento com as cepas personalizadas minimizou o aumento da area e
diametro dos adipdcitos (p<0,05), reestabeleceu o equilibrio entre os filos
Firmicutes e Bacteroidetes e aumentou a proporcdo de Akkermansia spp.
Conclusédo: A recolonizacdo da microbiota intestinal com o uso do
transplante de microbiota fecal reverteu a disbiose intestinal, o prolapso retal
e a perda de peso observada ap0s o uso de antibioticos. A administracao
das cepas personalizadas durante cinco semanas sugeriu efeito benéfico no
controle do ganho de peso na terceira semana de tratamento e melhorou o
perfil lipidico dos animais. Além disso, o tratamento personalizado foi capaz
de modular beneficamente a microbiota intestinal e minimizar a hipertrofia do
tecido adiposo branco epididimal, sinalizando para seu potencial uso no
controle da obesidade.
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Antibi6tico; Transplante de microbiota fecal.



ABSTRACT

The intake of probiotics has been used to beneficially modify the intestinal
microbiota of individuals with some chronic diseases. However, this approach
presents discrepant results and limitations, related to the resilience of the
intestinal microbiota and the genetic individuality of the patient, which seem
to interfere in the effectiveness of probiotics. Aim: evaluate the effect of
personalized therapy with fecal bacteria consortium in reducing the risk of
obesity and its consequences in animal model. Methods: the strains for
personalized treatment were previously isolated from children's fecal material
and stored in a cell bank. The study was conducted with Swiss mice, specific
pathogen free, randomly distributed into four groups: Control (C) (n=10);
Obese (OB) (n=10); Obese + Personalized Probiotic (OPP) (n=15), Obese +
Shared Strains (OCC) (n=13). Initially, the animals received a cocktail of
antibiotics to deplete the intestinal microbiota and were subsequently
recolonized with the donor fecal microbiota of the customized strains, via
fecal microbiota transplantation. Obesity was induced by a high-fat diet and
the study lasted 120 days. The strains previously isolated and stored in the
cell bank were used for the treatment of animals from groups OPP and OCC
(8 log CFU/day), from T85. The evolution of obesity was evaluated by weight
variation, coefficient of food efficacy, lipid and cytokine profile, area and
diameter of adipocytes and analysis of fecal microbiota composition.
Results: The depletion of the intestinal microbiota caused marked weight
loss (p<0.05) and fecal microbiota transplantation was able to reverse the
weight loss, leading to recovery of body weight (p>0.05). From the seventh
week of the study (T71), the animals induced to obesity exhibited weight gain
higher than the control, fed with conventional diet and the animals that
received the personalized strains (OPP) presented weight variation similar to
the control (C) in the third week of treatment (T99 and T106). The intake of
the personalized strains also improved the lipid profile of the animals, which
exhibited non-HDLc levels similar to those animals not induced to obesity
(p>0.05). Histological analysis showed that treatment with customized strains
minimized the increase in adipocytes area and diameter (p<0.05),
reestablished the balance between Firmicutes and Bacteroidetes and
increased the proportion of Akkermansia spp. Conclusion: The
recolonization of the intestinal microbiota with the use of fecal microbiota
transplantation reversed intestinal dysbiosis, rectal prolapse and weight loss
observed after antibiotic use. The administration of customized strains for five
weeks suggested a beneficial effect on weight gain control in the third week
of treatment and improved the lipid profile of the animals. In addition, the
personalized treatment was able to beneficially modulate the intestinal
microbiota and minimize hypertrophy of epididymal white adipose tissue,
signaling its potential use in the control of obesity.

Keywords: Obesity; Personalized probiotic; Intestinal microbiota; Antibiotic;
Fecal microbiota transplant.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal “é uma comunidade de microrganismos que se
desenvolve sob influéncias genéticas, ambientais, dietéticas e de doencgas”
estando envolvida em diferentes enfermidades (TAPPENDEN, 2018). Seu
desenvolvimento e colonizagdo sao iniciados principalmente no parto, pois
ao nascer, a crianca tem seu primeiro contato com 0s microrganismos do
meio exterior, que influenciardo na composicdo da microbiota intestinal
infantil (MILANI et al., 2017). A forma de nascimento é um fator importante,
pois, criangas que nascem de parto cesariano apresentam uma microbiota
intestinal menos diversificada e estdo mais propensas a desenvolverem
obesidade e infec¢Bes respiratorias, em comparacdo aquelas que nascem
de parto normal (MURATA et al., 2020).

Apesar da microbiota ser considerada resiliente, habitos alimentares,
estilo de vida e fatores genéticos estdo envolvidos na variacdo da sua
composicdo e funcionalidade. Ao longo da vida, inUmeros fatores podem
interferir na composi¢édo da microbiota intestinal, incluindo estresse, ingestao
frequente de bebidas alcodlicas, tabagismo, uso de medicamentos, local de
moradia e poluentes atmosféricos (REDONDO-USEROS et al., 2020).

A microbiota intestinal é responsavel pela regulacdo de diversos
processos metabdlicos e age de forma individualizada frente as mudancas
dos habitos alimentares e estilo de vida, além de possuir inerentes relacdes
e associagbes com o desenvolvimento da obesidade, dislipidemia, acamulo

de gordura em tecido ndo adiposo (gordura ectdpica), doenca hepatica
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gordurosa ndo alcodlica e aterosclerose (JONSSON; BACKHED, 2017;
CUEVAS-SIERRA et al., 2019; SCHOELER; CAESAR, 2019).

A obesidade é uma doenca metabdlica multifatorial, definida pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) “como um acumulo anormal ou
excessivo de gordura que afeta a saude humana” (WHO, 2021). Ademais,
dietas com teores elevados de carboidratos simples e lipidios, que
favorecem o ganho de peso, também afetam a composicdo da microbiota
intestinal, deixando-a com menores proporcbes de Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Akkermansia spp. e maiores de
Firmicutes, Prevotella spp. e Methanobrevibacter spp. (AMABEBE et al.,
2020).

Dentre as estratégias utilizadas para modular a microbiota intestinal, e
auxiliar no tratamento de doencas relacionadas a disbiose estdo o uso de
antibiético (ATB), o transplante de microbiota fecal (TMF) e probidticos
(ROHLKE; SURAWICZ; STOLLMAN, 2010; PAMER, 2014; BOULANGE et
al., 2016; RAMIREZ, 2017). Tratamentos realizados com ATB podem auxiliar
na modulacdo da microbiota intestinal, mas também podem causar
resisténcia antimicrobiana e disbiose, por isso devem ser utilizados com
cautela (RIZZATTI; IANIRO; GASBARRINI, 2018). Outra estratégia utilizada
na modulagdo da microbiota intestinal € o TMF, que consiste em transferir as
fezes de um doador saudavel para outro individuo, portador de alguma
doenca (CAMMAROTA et al., 2017). Esta técnica gera questionamentos por
ser invasiva, pela possibilidade de alteragdo metabdlica; transmissdo de

infeccbes ocultas e, principalmente, pela possibilidade de inoculacdo de
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bactérias patogénicas ou resistentes a ATB no receptor (VRIEZE et al.,
2013; XIAO et al., 2018; DEFILIPP et al., 2019).

Os probidticos vém sendo cada vez mais utilizados com o objetivo
de modular a microbiota intestinal, em funcdo dos seus efeitos benéficos e
seguranca (KIM et al., 2019). Entretanto, o efeito dos probidticos sdo muitas
vezes inconsistentes, com alguns pacientes respondendo de forma
satisfatoria e outros ndo. Esse efeito pode ser atribuido a resiliéncia da
microbiota e a fatores genéticos que interferem na forma como o organismo
responde ao probidtico. Alguns artigos de revisdo tém mostrado que a
compreensao das fungdes e composi¢cdo do que seria um “microbioma
saudavel” possibilitaria 0 reconhecimento de cepas e espécies adaptaveis
para finalidades especificas, sendo que as mesmas poderdo ser utilizadas
de forma personalizada, para auxiliar no tratamento de diferentes doencas
(ZHANG; WANG; CHEN, 2019; RUAN et al., 2020).

E complexo definir o que seria um “microbioma saudavel” e é
compreensivel que ndo exista um Unico padrao para essa comunidade, pois
sua composicado esta diretamente ligada a alimentacdo, idade, fatores
genéticos, ambientais e uso de medicamentos. Outros dados que ainda ndo
sdo completamente conhecidos e sao imprescindiveis para essa definicéao,
se referem a composicdo e caracterizacdo de todos 0Ss microrganismos
presentes na microbiota intestinal, incluindo virus, bacteriofagos, fungos e
archaea, e as suas relacbes com o estado de saude (SHANAHAN; GHOSH,;
O'TOOLE, 2021), devido a essas circunstancias a realizacdo de estudos

envolvendo terapias personalizadas é tao relevante.
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Considerando o exposto, nosso grupo de pesquisa vem executando
estudos voltados a terapia personalizada com cepas potencialmente
probioticas, buscando a modulacdo da microbiota intestinal e controle de
doencas relacionadas a disbiose. O objetivo do tratamento personalizado &
isolar cepas potencialmente probidticas da microbiota intestinal dos
individuos saudaveis, e armazena-las em um banco de células, para
posteriormente serem utilizadas na prevencado e/ou tratamento de doencas
gue o proprio doador eventualmente manifeste. Em um estudo realizado por
Celiberto et al. (2018) foi constatado que a terapia personalizada com
probioticos reduz os sintomas e alteracdes histolégicas do célon em modelo
animal de colite induzida por Dextran Sulfato de Sédio (DSS), quando
comparados aos probidticos comerciais. Esta abordagem ainda néo foi
testada em outros modelos de doencas associadas a disbiose, como a
obesidade.

Em virtude dos fatos mencionados, a hip6tese do estudo é que o
tratamento personalizado apresentard maior efetividade na reducéo do risco
e controle da obesidade, ja que tem potencial para modular a microbiota
intestinal, um fator envolvido na génese da doenca, sem inserir

microrganismos exdgenos ao paciente.



22

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Obesidade

Desde 1975, a populacdo mundial tem experimentado um aumento
drastico nos indices de sobrepeso (indice de massa corpdrea (IMC) - entre
25 e 29,9 Kg/m?) e obesidade (IMC 230 Kg/m?), que afetam pessoas de
todas as faixas etarias. Em 2016, cerca de 39% e 13% da populacdo adulta
mundial apresentava-se com sobrepeso ou obesidade, respectivamente.
Esse cenario ndo é diferente entre a populacédo na faixa etaria entre 5 e 19
anos, onde a obesidade acometeu cerca de 7% da populacdo (WHO, 2021).

Pessoas com obesidade tendem a apresentar problemas de saude
associados como hipertensdo, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares
(GIROTTO; ANDRADE; CABRERA, 2010; FERREIRA; SZWARCWALD;
DAMACENA, 2019), desordens musculoesqueléticas (especialmente
osteoartrite), maior predisposicdo para doencas respiratérias (SILVEIRA,
VIEIRA; SOUZA, 2018), e para alguns tipos de cancer (ovario, endométrio,
mama, figado, rins e célon) (WHO, 2021).

Dietas n&o balanceadas, contendo alimentos industrializados com alto
teor caldrico e ricas em carboidratos refinados e lipidios saturados,
associadas ao sedentarismo, sdo o0s principais fatores envolvidos no
aumento da prevaléncia da obesidade no mundo (STEIN; COLDITZ, 2004,
SOUZA et al., 2018; MUSSI; PETROSKI, 2019). Além dos fatores

ambientais e estilo de vida, fatores genéticos e a composi¢cdo da microbiota
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intestinal também tém sido relacionados a génese da obesidade (AL-ASSAL
et al., 2018).

A participacdo da microbiota intestinal na génese da obesidade
envolve alguns mecanismos que atuam em conjunto: a) extracdo e absorcéo
de energia, pela fermentacao de carboidratos néo digeriveis; b) manutencéo
ou modificagcdo na permeabilidade intestinal, influenciando a translocacéo
microbiana e consequentemente o processo inflamatério caracteristico da
obesidade (CANI et al.,, 2009); c) regulacdo e secrecdo de metabolitos
intestinais, como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que estimulam a
liberacdo intestinal dos horménios indutores de saciedade, peptideo YY e
peptideo-1 semelhante ao glucagon (glucagon-like peptide-1 (GLP-1)). Os
AGCC também atuam nos adipdcitos, onde aumentam a lipolise e a
liberacdo de leptina (SAMUEL et al., 2008; WALL et al., 2009; MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2010).

Os AGCC butirato, propionato, acetato e lactato s&o originados no
cllon a partir da fermentacdo de carboidratos nao digeriveis; como fibras
dietéticas, prebidticos e probidticos (PRYDE et al., 2002; ROY et al., 2006;
CANANI et al., 2011). Alguns géneros de bactérias presentes no célon
humano s&o capazes de produzir butirato, incluindo Anaerostipes,
Butyrivibrio, Coprococcus, Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus e
Clostridium (CHEN et al.,, 2020; FU et al.,, 2019). O butirato desempenha
diversos efeitos benéficos na prevencédo da obesidade, sendo alguns de
seus mecanismos: inducdo da saciedade, atuando na reducdo do ganho de

massa gorda, esteatose hepatica, além de contribuir com a melhora da
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hiperglicemia e resisténcia a insulina. Entretanto, 0s mecanismos
subjacentes a esse fendbmeno, precisam ser estudados mais a fundo, como
a sua acao na oxidacdo de acidos graxos (LI et al.,, 2018) e reducédo da
inflamacdo sistémica que pode estar ligada a mudancas benéficas na
microbiota intestinal e melhora na funcéo de barreira intestinal (FANG et al.,
2019).

O desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal, conhecido
como disbiose, é caracterizado pela mudanca na concentracéo e diversidade
dos microrganismos, com aumento na populacdo dos patogénicos, em
detrimento aos benéficos (MORAES et al., 2014). Além disso, a microbiota
intestinal disbidtica tende a apresentar alteracdes funcionais, que podem
afetar o metabolismo e funcionamento do sistema imune do individuo
(TIFFANY; BAUMLER, 2019).

Evidéncias cientificas sinalizam que as alteracbes na abundéancia e
funcionalidade da microbiota intestinal podem indicar uma propensao a
obesidade (KOLEVA; BRIDGMAN; KOZYRSKYJ, 2015). O estado disbidtico
contribui para o aumento da permeabilidade intestinal e exposicdo a
antigenos, especialmente aos lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram
negativas, levando a estimulacdo do sistema imunolégico, instalacdo e
perpetuacdo de um processo inflamatério conhecido como endotoxemia
metabdlica, associado a obesidade (BARBUTI et al, 2020; THURSBY;
JUGE, 2017).

Estudos mostram que a microbiota intestinal de individuos com

obesidade apresenta uma alteracdo na sua composicdo, exibindo maior
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propor¢cado de microrganismos pertencentes ao filo Firmicutes e menor de
Bacteroidetes e que a razdo entre esses dois filos (Firmicutes:
Bacteroidetes) tende a diminuir com a reducdo no peso corporeo. Este
desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal promoveria um
aumento na capacidade de absorcédo de energia a partir da dieta e alteracéo
na resposta imune do individuo, favorecendo um estado de obesidade
(CARICILLI et al., 2011; KRAJMALNIK-BROWN et al., 2012; SWEENEY;
MORTON, 2013; KOLIADA et al.,, 2017; QADIR; ASSAFI, 2021). Outros
estudos evidenciam que modificacbes em niveis taxondmicos mais baixos
(géneros e espécies) poderiam explicar melhor a disbiose observada na
obesidade, onde o aumento de Lactobacillus spp. (ARMOUGOM et al., 2009;
MILLION et al., 2012) e reducédo de Bifidobacterium spp. foi associado ao
ganho de peso e obesidade (MILLION et al., 2012). Uma revisao sistematica
constatou que pessoas portadoras de obesidade apresentam maior
concentragdo de Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Mollicutes,
Limosilactobacillus reuteri e menor de Bacteroidetes, Verrucomicrobia
(Akkermansia muciniphila), Faecalibacterium prausnitzii, Methanobrevibacter
smithii, Lactiplantibacillus plantarum e Lacticaseibacillus paracasei
(CROVESY; MASTERSON; ROSADO, 2020).

Nesse sentido, a microbiota intestinal tem se tornado um alvo das

possiveis estratégias para prevenir ou tratar a obesidade.

2.2 Estratégias para modulagdo da microbiota intestinal
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A microbiota humana é formada por trilhGes de microrganismos que
vivem em simbiose. Na tentativa de criar padrbes de composicdo para essa
populacdo de microrganismos, em 2011 foi proposta a classificacdo da
microbiota intestinal baseada na abundancia de Bacteroides spp., Prevotella
spp. € Ruminococcus spp., correspondendo aos enterotipos 1, 2 e 3,
respectivamente (ARUMUGAM et al., 2011). Os diferentes enterétipos
parecem se relacionar com a capacidade de digestdo de nutrientes e
preferéncia em relacdo a substratos (COSTEA et al., 2018). Em 2016, o
conceito de enteroétipos foi revisado a partir da compilacdo dos dados de
Arumugam et al. (2011) e de outros cinco estudos, com o intuito de melhorar
a caracterizacdo dos microrganismos presentes no intestino. Este estudo
constatou a auséncia de taxons bacterianos consistentes associados a
comunidades dominadas de Bacteroides ou Prevotella e propés o uso do
termo “biomarcador” ao invés de “enterdtipo”. Além disso, o termo
“biomarcador” parece descrever melhor os taxons correlacionados com a
dieta, estilo de vida e doenca (GORVITOVSKAIA; HOLMES; HUSE, 2016).

Apesar de ndo sabermos ao certo se as modificagdes na microbiota
intestinal sdo a causa ou a consequéncia da obesidade, a sua participagcao
no desenvolvimento da doenca € inquestionavel. Nesse sentido, a microbiota
intestinal tem se tornado um alvo das possiveis estratégias para auxiliar na
reducado de risco ou no tratamento da obesidade.

Com o intuito de modular os microrganismos presentes na microbiota
intestinal e auxiliar no tratamento de doencas relacionadas a disbiose,

diferentes estratégias estdo sendo utilizadas, destacando-se o uso de ATB,



27

o TMF e o uso de probiéticos; que podem melhorar ou manter a saude do
paciente (ROHLKE; SURAWICZ; STOLLMAN, 2010; MORAES et al., 2014;
PAMER, 2014; BOULANGE et al., 2016; CAMMAROTA et al., 2017;
RAMIREZ, 2017; FODOR et al., 2019).

Alguns ATB, como a rifaximina, tém sido utilizados para tratar
doencas intestinais e modular a microbiota intestinal. O tratamento com esse
antimicrobiano resulta em aumento na populacdo de Lactobacillus spp. (XU
et al. 2014) e Faecalibacterium prausnitzii (SOLDI et al., 2015) ou alteracdes
modestas e transitorias sobre a comunidade microbiana fecal (FODOR et al.,
2019). Entre os efeitos indesejaveis associados a essa terapia estdo a
possibilidade de selecdo de patdgenos resistentes e a disbiose a longo
prazo (CARMAN et al, 2012; KOTHARY et al, 2013;
RIZZATTI; IANIRO; GASBARRINI, 2018).

Desta forma, alguns aspectos precisam ser levados em consideracgéao,
como os efeitos no sistema imunoldgico, resisténcia e numero de exposicoes
ao farmaco (WILLING; RUSSELL; FINLAY, 2011). Os efeitos negativos
causados pelos ATB sdo amenizados diante da reducdo do uso e da
duracdo do tratamento. As vias de administracdo (via oral, via gavagem e
intravenosa) também influenciam na alteragdo da microbiota intestinal em
decorréncia dos parametros farmacocinéticos (TAN et al., 2020).

Outra estratégia utilizada na modulagcdo da microbiota intestinal € o
TMF, que além de modular a microbiota auxilia no tratamento de doencgas
intestinais (principalmente colite e infecgbes recorrentes por Clostridium

difficile) e extra intestinais (doencas neurologicas e do
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neurodesenvolvimento). Entretanto, essa técnica é controversa em funcéo
de seus efeitos adversos e possibilidade de alteracdo metabdlica e
transmissao de infeccdes ocultas (XU et al., 2015), que sdo advindas da
preparacdo manual do TMF (liquidificacdo das fezes em solugéo salina); em
contrapartida a preparacdo da microbiota lavada em equipamento
especifico, minimiza os eventos adversos do TMF realizado em paciente
com colite ulcerativa e doenca de Crohn. Esse processamento
automatizado, é composto pelo sistema de microfiltracdo que tem a
capacidade de filtrar os residuos de alimentos ndo digeridos, ovos de
parasitas, fungos e outros fragmentos pequenos; e pelo processo de
purificacdo que lava particulas de bactérias, metabdlitos, moléculas solaveis
e proteinas (ZHANG et al., 2020).

Mediante a possibilidade de realizar o TMF, € importante obter
informacdes sobre a funcdo da microbiota intestinal em cada doenca
cronica. Essa estratégia requer algumas caracteristicas clinicas do doador,
como voluntarios saudaveis e que apresentem estilo de vida equilibrado,
auséncia de doencas crbnicas, metabdlicas ou céancer e exames
laboratoriais que comprovem o estado de saude. As respostas clinicas ao
tratamento dependem da compreensao dos fatores ambientais, relacionados
a dieta e aos aspectos individuais do doador que irdo determinar 0 sucesso
ou ndo no TMF. Desta forma, o “potencial terapéutico” do tratamento esta
ligado as possiveis modificagcbes no estilo de vida ou nas medidas

farmacologicas (BIBBO et al., 2020).
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Segundo FAO/OMS (2002) e Hill et al. (2014) os probidticos sao
definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro”.
Evidéncias mostram que a modulacdo da microbiota intestinal pelo uso de
probioticos se deve ao aumento da populacdo de bactérias benéficas,
melhora na funcdo de barreira do epitélio intestinal e a producdo de
compostos antimicrobianos (AZAD et al., 2018).

Estudos conduzidos em camundongos obesos que fizeram uso de
algumas cepas probioticas tém mostrado resultados promissores. A ingestéao
de Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765 resultou em reducéo da
guantidade de células adiposas, dos niveis séricos de colesterol, glicose e
triglicerideos, além de amenizar disfuncdes imunolégicas (CANO et al.,
2013). Em outra pesquisa, a suplementacdo com Latilactobacillus curvatus
HY7601 (antes Lactobacillus curvatus HY7601) e Lactiplantibacillus
plantarum KY1032 (antes Lactobacillus plantarum KY1032) resultou em
reducdo no ganho ponderal e na adiposidade (PARK et al., 2013).

Marchesin et al. (2018) avaliaram o efeito de um produto a base de
extrato aquoso de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416 e com adi¢cao de Bifidobacterium longum ATCC
15707, sobre a composi¢cao da microbiota fecal e variacdo de peso corporal
de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. Quando comparado ao
grupo obeso sem tratamento, o grupo que recebeu o produto probiotico
apresentou peso médio inferior até a nona semana do estudo (p<0,05) e

menor diametro de adipdcitos. Além disso, a ingestdo do probidtico
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contribuiu com o equilibrio da microbiota intestinal, mantendo a proporcéao de
microrganismos do filo Bacteroidetes e promovendo um aumento na
populacao de Bifidobacterium spp.

Apesar dos efeitos positivos observados, a capacidade da microbiota
intestinal manter a sua composicdo e a individualidade genética sao
consideradas fatores limitantes para o éxito das terapias com probiéticos e
podem explicar parcialmente os resultados, muitas vezes contraditorios,
obtidos com essa abordagem (CELIBERTO et al., 2018).

As terapias personalizadas sdo consideradas uma importante opc¢ao
para maximizar os efeitos de medicamentos, modular a microbiota intestinal
e tratar certas doencas (ZMORA et al., 2016). Os trabalhos que avaliaram os
efeitos da terapia personalizada com probioticos sdo poucos e objetivaram a
selecdo de cepas produtoras de metabdlitos especificos ou melhora no
desempenho de determinado grupo de individuos (HO et al.,, 2014,
SCHEIMAN, 2018).

Considerando a importancia atual dos tratamentos personalizados,
nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo dessa terapia,
utiizando cepas potencialmente probidticas, para a restauracdo da
microbiota intestinal e melhora nos sintomas de doencas associadas a
alteracdo nessas comunidades de microrganismos. O tratamento
personalizado proposto por nosso grupo de pesquisa se diferencia das
demais propostas, pois, baseia-se no isolamento de cepas de bactérias
potencialmente probidticas das fezes do individuo saudavel e o seu

armazenamento em um banco de células, para serem utilizadas no
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tratamento de doencas relacionadas a disbiose, que venham a se manifestar
no individuo doador das cepas. O primeiro estudo realizado por nosso grupo
testou a terapia personalizada em modelo de colite induzida por (DSS) e os
resultados foram superiores ao obtido com cepa comercial (CELIBERTO et
al., 2018). Tais resultados sinalizaram que outras doencas, em que a
composicdo da microbiota intestinal assuma uma importancia fundamental,

como a obesidade, também poderiam ser beneficiadas por essa abordagem.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O objetivo desse estudo consiste em avaliar o efeito da terapia
personalizada com consorcio de bactérias fecais na reducdo do risco da

obesidade e suas consequéncias em animais.

3.2 Objetivos Especificos
— Avaliar o ganho de peso dos animais durante o experimento;
— Avaliar a eficacia alimentar;
— Determinar o efeito das alteracdes no perfil lipidico e glicemia em
jejum;
— Realizar a analise histologica do tecido adiposo;
— Determinar as concentragdes de citocinas pré e anti-inflamatorias;

— Avaliar a composicéo da microbiota fecal por métodos moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Cepas de bactérias comensais (Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Enterococcus avium, Enterococcus hirae, Enterococcus galinarrium,
Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Leuconostoc
lactis, Weisiella confusa e Streptococcus salivarius), potencialmente

probioticas, isoladas das fezes de cinco criancas, entre dois e cinco anos de

idade.

4.2 Coleta de amostras fecais das criancas para o TMF e isolamento das
cepas potencialmente probidticas

A coleta de amostras fecais das cinco criancas para o TMF e para o
isolamento das cepas foi previamente realizado por Silva (2020), como parte
do trabalho de dissertacdo de mestrado. O protocolo de coleta para o TMF e
para o isolamento das cepas foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF), Araraquara sob o n°

50423421.0.0000.5426 (ANEXO 1) e n° 14569519.4.0000.5426 (ANEXO 2).

4.3 Animais
Camundongos machos da linhagem Swiss (Unib: SW), de seis
semanas de idade, Specific Pathogen Free (SPF), adquiridos do Centro de

Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA) do Instituto de Biotecnologia
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(IBTEC), UNESP, Botucatu; foram mantidos durante todo o experimento no
Biotério do Departamento de Ciéncias Bioldégicas da UNESP, FCF,
Araragquara. Os animais foram mantidos e manipulados em conformidade
com as diretrizes da Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNESP, FCF, Araraquara. O protocolo experimental teve inicio apos
aprovacao da CEUA, sob o protocolo n° 27/2020 (ANEXO 3).

Todos os animais foram alojados em caixas de polipropileno mantidas
em estante ventilada (Alesco E-520, Brasil), com temperatura controlada de
22°C + 2 e com fotoperiodo claro/escuro de 12 horas. Os animais passaram
por um periodo de adaptacdo de sete dias, em que tiveram livre acesso a
racdo comercial padrdao (Neovia Nutricdo e Saude Animal Ltda) e agua
autoclavada. Ao término da adaptacdo, os animais (n=48) foram

aleatoriamente distribuidos em quatro grupos:

— Controle (C): sem inducao da obesidade (n=10);

— Obeso (OB): obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DHL) e sem
tratamento (n=10);

— Obeso + Probiético Personalizado (OPP): obesidade induzida por
DHL e posteriormente tratado com as cepas isoladas da microbiota
fecal de crianca (tratamento personalizado) (n=15);

— Obeso + Cepas Compartilhadas (OCC): obesidade induzida por DHL
e que receberam uma mistura de cepas isoladas da microbiota fecal
das criancas (trés cepas de cada crianga - tratamento nao

personalizado) (n=13).
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4.4 Protocolo experimental
O experimento teve duracdo de 120 dias e as diferentes etapas do

protocolo sdo descritas a seguir (Figura 1).



Figura 1. Esquema do protocolo experimental para o estudo da obesidade.
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(A) Os camundongos (n=50) receberam um coquetel de antibiéticos para a deplecdo da microbiota intestinal, (B) periodo de
recuperacdo (dois dias). (C) Recolonizacdo da microbiota intestinal via TMF: cada uma das cinco criangas doadoras colonizou dez
animais (cinco administragdes por gavagem oral). (D) Os animais receberam dieta convencional para estabilizacdo nova microbiota
intestinal (10 dias). (E) Os camundongos dos grupos OB, OPP e OCC foram induzidos a obesidade (91 dias). (F) Administracdo dos
tratamentos (grupos OPP e grupos OCC). (G) Apés cinco semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados. C: controle sem
inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o
tratamento personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas compartilhadas (tratamento nao
personalizado). CR1 - CR5: criangas doadoras das amostras de fezes para o TMF e tratamentos administrados. Fonte: préprio
autor, criado com BioRender.com.
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4.4.1 Deplecéo da microbiota intestinal pela administracdo de ATB

Apds uma semana de adaptacdo no biotério, todos os animais
receberam, durante sete dias, um coquetel contendo quatro ATB néo
absorviveis, adicionados por seis dias na agua potavel autoclavada
oferecida aos animais (1°, 2°, 3°, 5°, 6° e 7° dia) e um dia administrados por
gavagem oral, uma vez ao dia, pela manha (4° dia). A agua suplementada
com o coquetel de ATB foi renovada todos os dias. As concentracdes
utilizadas para os ATB adicionados na agua foram: 1 mg/mL ampicilina
(Laboratério Teuto Brasileiro S/A, Brasil), 1 mg/mL neomicina (Infinity
Pharma, Brasil), 1 mg/mL metronidazol (Valdequimica, China) e 0,5 mg/mL
vancomicina (ABL — Antibiéticos do Brasil, Brasil). Para gavagem oral, os
camundongos receberam um volume de 10 yL/g de peso corporal de agua
potavel autoclavada suplementada com 10 mg/mL ampicilina, 10 mg/mL
neomicina, 10 mg/mL metronidazol e 5 mg/mL vancomicina. Ao término do
sétimo dia, os camundongos passaram por uma recuperacdo de dois dias

(TIRELLE et al., 2020).

4.4.2 Recolonizagcao da microbiota intestinal pela administracdo do TMF
Essa etapa foi realizada com o objetivo de simular a microbiota
humana. O TMF foi administrado cinco vezes por gavagem oral, com
intervalo de dois dias entre cada administracdo. Os animais receberam um
volume de 150 uL (STALEY et al., 2017) da suspensado de amostras fecais,
onde cada uma das cinco criancas doadoras colonizou dez animais (Figura

1). Apos receber a quinta gavagem de TMF, os animais foram mantidos por
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dez dias sob dieta convencional, para colonizacdo da nova microbiota

intestinal.

Preparacdo do TMF: Sucintamente, 50 g de fezes frescas foram
homogeneizadas por liquidificacdo em 250 mL de phosphate-buffered saline
(PBS) estéril, e posteriormente, o contetdo solido foi separado com o auxilio
de um tamis de 0,25 mm, seguido de centrifugacdo (3381 x g/ 15min). O
sobrenadante foi descartado, e a amostra foi ressuspendida em 125 mL de
PBS, com adicdo de 10% de glicerol (12,5 mL), e armazenada a -80 °C.
Antes da administracdo, as amostras de TMF foram descongeladas por um
periodo de uma a duas horas, em recipiente com gelo (HAMILTON et al.,

2012; STALEY et al., 2017).

4.4.3 Inducao da obesidade

A inducéo da obesidade foi feita pela ingestdo de racao com alto teor
de lipidios (5,24 g/Kcal; carboidrato: 27,18% do Valor Energético Total -
VET; proteina: 14,51% do VET e lipideo: 58,31% do VET), durante 91 dias.
A DHL foi adquirida da PRAGSOLUCOES Biociéncias® (Jau, Brasil) e a sua
composicdo foi adaptada de White et al. (2013) e Marchesin et al. (2018)
(Tabela 1). Os animais pertencentes aos grupos OB, OPP e OCC,
receberam DHL ad libitum durante toda essa etapa do protocolo
experimental. A ingestdo de ragéo foi monitorada a cada dois dias e 0 peso

foi aferido semanalmente.
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Tabela 1. Composicdo nutricional da dieta hiperlipidica oferecida aos
animais em estudo, para inducéo da obesidade.

DHL
Ingredientes
Quantidade (%) Kcal/g Kcal (%)
Amido de milho 4,84 0,19 3,69
Farelo de soja 41,00 1,44 27,54
Amido dextrinizado 5,00 0,20 3,81
Sacarose 8,00 0,32 6,10
Banha 30,00 2,70 51,46
Oleo de soja 3,79 0,34 6,50
Celulose microcristalina 2,54 - -
L-cistina 0,18 0,01 0,14
Bitartarato de colina 0,15 - -
Butil-hidroxitolueno 0,01 - -
Mix mineral AIN 93 3,50 - -
Mix vitaminas AIN 93 1,00 0,04 0,76
Total 100,00 5,24 40,00

Dieta hiperlipidica (DHL): carboidratos: 27,18% do VET, proteinas: 14,51% do VET e
lipidios: 58,31% do VET. Kcal/g: quilocaloria/grama. Fonte: adaptado de White et al. (2013)
e Marchesin et al. (2018).

4.4.4 Tratamentos Personalizado e Cepas Compartilhadas

As cepas potencialmente probidticas, previamente isoladas de
voluntarios saudaveis (criancas), foram posteriormente cultivadas em meios
especificos (agar de Man, Rogosa & Sharpe, agar Brain Heart Infusion e
agar BIM-25 - Reinforced Clostridium Agar) e administradas aos grupos OPP
(Tabela 2) e OCC (Tabela 3).

Para o tratamento personalizado (Grupo OPP) foram montados pools
de cepas selecionadas de cada uma das cinco criancas doadoras de fezes

(um pool por crianga) e para o tratamento com cepas compartilhadas foram
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utilizadas trés cepas de cada crianca, com o cuidado de n&o incluir cepas da
crianca cuja microbiota fecal foi utilizada para colonizar o animal que
recebeu o tratamento. Cada cepa estava presente na concentracédo de 3.108
UFC, em um volume final de 300 pL (volume que foi administrado aos
animais). As cepas foram acondicionadas em eppendorf, adicionadas de
10% de glicerol e armazenadas a -80 °C. No dia da administracao, as cepas
foram descongeladas em banho a 35 £ 2 °C e centrifugadas (3381 x g/
15min). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 300
puL de PBS (VAN DER LELIE et al.,, 2021; LENGFELDER et al., 2019). A
administracdo dos tratamentos teve duracéo de 35 dias, foi iniciada no T85 e
feita por gavagem, no periodo da manha. Os animais dos grupos C e OB
receberam diariamente, a mesma quantidade de PBS (300 pL), para simular

0 estresse da gavagem.



40

Tabela 2. Pools de cepas utilizadas no tratamento oferecido aos animais dos grupos OPP (tratamento personalizado).

N. Crianga 1 N. Crianga 2 N. Crianga 3 N. Criangca 4 N. Criangca 5
11 L. paracasei 2.4 E. faecalis 3.9 L. paracasei 4.21 E. faecium 5.27 L. lactis
1.2 L.paracasei 2.8 E. faecium 3.10 L. paracasei 4.27 S. salivarius 5.29 L. lactis
1.6 L. paracasei 2.12 E. faecalis 3.19 L. paracasei 4.29 E. faecalis 5.32 L. lactis
1.9 L. rhamnosus 2.13 E. faecalis 3.21 L. paracasei 4.46 E. hirae 5.33 L. lactis
1.10 L. rhamnosus 2.14  E.faecium 3.55 L. paracasei 452 E. hirae 5.59 L. lactis
1.16 L. paracasei 2.18 E.faecium 3.61 L. paracasei 459 E.faecium 5.76 L. lactis
1.23 E. faecalis 2.23 L. paracasei 3.107 E. faecium 4.60 E.faecium 5.85 L. lactis
1.27 E. faecalis 2.24  E. hirae 3.124 E. faecium 4.72 E. faecium 5.105 W. confusa
1.29 E. faecalis 2.25 L. paracasei 3.126 E. faecalis 4.89 L. lactis 5.106 W. confusa
1.30 L. paracasei 2.26  E.faecium 5.109 W. confusa
1.36 L. paracasei 2.28 L. paracasei 5.112 W. confusa
1.41 S. salivarius 2.32 L. paracasei 5.119 W. confusa
1.71 E. faecium 2.37 L. paracasei

1.72 E. hirae 2.39 E. faecium

N.: nimero de identificacdo da cepa. E.. faecium: Enterococcu faecium; E. faecalis: Enterococcus faecalis, E. avium: Enterococcus avium, E. hirae:
Enterococcus hirae; L. paracasei: Lacticaseibacillus paracasei, L. rhamnosus: Lacticaseibacillus rhamnosus, L. lactis: Leuconostoc lactis, W.
confusa: Weisiella confusa e S. salivarius: Streptococcus salivarius.
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Tabela 3. Pools de cepas utilizadas no tratamento oferecido aos animais dos grupos OCC (tratamento nao
personalizado).

N. Crianca 1 N. Crianca 2 N. Crianca 3 N. Crianca 4 N. Crianca 5
2.23 L. paracasei 1.9 L. rhamnosus 1.9 L. rhamnosus 1.9 L. rhamnosus 1.9 L. rhamnosus
2.24 E. hirae 1.16 L. paracasei 1.16 L. paracaseli 1.16 L. paracasei 1.16 L. paracasei
2.39 E.faecium 1.71 E. faecium 1.71 E.faecium 1.71 E.faecium 1.71 E. faecium
3.9 L. paracasei 3.9 L. paracasei 2.23 L. paracasei 2.23 L. paracasei 2.23 L. paracasei
3.10 L. paracasei 3.10 L. paracasei 2.24 E. hirae 2.24 E. hirae 2.24  E. hirae
3.124 E. faecium 3.124 E. faecium 2.39 E.faecium 2.39 E.faecium 2.39 E.faecium
4.29 E. faecalis 4.29 E.faecalis 4.29 E. faecalis 3.9 L. paracasei 3.9 L. paracasei
459 E.faecium 459 E.faecium 459 E. faecium 3.10 L. paracasei 3.10 L. paracasei
4.89 L. lactis 4.89 L. lactis 4.89 L. lactis 3.124 E. faecium 3.124 E. faecium
5.27 L. lactis 5.27 L. lactis 5.27 L. lactis 5.27 L. lactis 4.29 E. faecalis
5.59 L. lactis 559 L. lactis 5.59 L. lactis 5.59 L. lactis 4.59 E.faecium
5.105 W. confusa 5.105 W. confusa 5.105 W. confusa 5.105 W. confusa 4.89 L. lactis

N.: nimero de identificacao da cepa. E.. faecium: Enterococcu faecium; E. faecalis: Enterococcus faecalis, E. avium: Enterococcus avium, E. hirae:
Enterococcus hirae; L. paracasei: Lacticaseibacillus paracasei, L. rhamnosus: Lacticaseibacillus rhamnosus, L. lactis: Leuconostoc lactis, W.
confusa: Weisiella confusa e S. salivarius: Streptococcus salivarius.
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5 COLETA DE AMOSTRAS E EUTANASIA

Foram coletadas amostras de fezes frescas (180-220 mg) em
diferentes tempos do protocolo experimental (TO, T7, T29, T85, T120), para
a analise de composicéo da microbiota fecal. Para a coleta das amostras, 0s
animais foram colocados em caixas individuais higienizadas e sem
maravalha, até a obtencéo da quantidade suficiente de fezes.

As amostras de sangue para determinacdo de glicemia em jejum
foram coletadas antes da introducéo dos tratamentos e no final do protocolo
(T85 e T120), por puncédo da veia caudal.

No final do protocolo experimental (T120), ap6s periodo de jejum de
seis horas, os animais foram eutanasiados por exsanguinacao sob anestesia
de xilazina (16 mg/kg) e cetamina (90 mg/kg), administradas pela via
intraperitoneal. As amostras de sangue coletadas por punc¢do cardiaca, em
tubos heparinizados, foram utilizadas para a determinacao de colesterol total
(CT), triglicerideos (TG) e HDL colesterol (HDLc). Em seguida, as
deposi¢cOes de gordura epididimal e retroperitoneal (tecido adiposo intra-
abdominal), foram removidas, pesadas em balanca semi-analitica
(SHIMADZU, BL 3200H) e aliguotadas para as analises histoldgicas (gordura
epididimal) e imunologicas (gordura retroperitoneal).

As fezes e o0 plasma foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 °C. As amostras de gordura epididimal foram fixadas em
formaldeido a 10%/ 24h, lavadas em agua corrente por 24h e armazenadas

em alcool 70° GL, até 0 momento das analises. Aliquotas de 30 mg (sendo,
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15 mg do lado direito + 15 mg do lado esquerdo) de deposi¢cdes de gordura
retroperitoneal foram pesadas em balanca semi-analitica (SHIMADZU, BL
3200H), acondicionadas em tubos eppendorf (2 mL) contendo 300 pL de
inibidor de protease, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80

°C.

5.1 Métodos

5.1.1 Variagao ponderal
O percentual do ganho e/ou perda de peso foi calculado pela

diferenca entre o peso final (PF) e o peso inicial (Pl), pela seguinte férmula:

PF x 100

% ganho ou perda de peso = I

Onde:
PF: peso corporal final (g) do animal
Pl: peso corporal inicial (g) do animal

5.1.2 Determinacao do coeficiente de eficacia alimentar (CEA)

O CEA, calculado pela razdo entre o ganho de peso (g) e a
guantidade de racdo consumida (g), foi utilizado para determinar a Eficiéncia
Alimentar (EA) das dietas, durante periodo de inducéo da obesidade (MANG

et al., 2015).

(PF — PI)

CEA =
TA
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Onde:

PF: peso corporal final (g) do animal (término do experimento)

PI: peso corporal inicial (g) do animal

TA: quantidade total de alimento (ra¢&o) ingerido no periodo experimental (g)

5.1.3 Glicemia de jejum

O teste de glicemia de jejum foi realizado nos tempos T85 e T120, por
leitura direta em glicosimetro portatil (G-tech Free Sistema NoCode,
Rebublic of Korea), utilizando 0,9 pL de sangue da veia caudal dos

camundongos.

5.1.4 Determinagédo de CT e fragbes

O sangue coletado por puncéo cardiaca foi centrifugado (1800 x g/
15min) e o plasma obtido foi utilizado para determinagéao de CT, TG e HDLc.
Para a quantificagcdo dos parametros foram utilizados kits comerciais
(Labtest Diagnostica SA, Brasil).

Os valores de n&do HDLc, foram calculados usando a seguinte formula

(VIRANI, 2011):

nao HDLc = CT — HDLc

Onde:

ndo HDLc: ndo-HDL colesterol
CT: colesterol total

HDLc: HDL colesterol

5.1.5 Andlise histolégica da gordura intra-abdominal
As amostras de gordura intra-abdominal foram incluidas em parafina e

cortes de 5 ym de espessura foram montados em laminas de vidro e
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corados com hematoxilina e eosina (H&E) (CARDING et al., 2015;
BOULANGE et al., 2016).

As células adiposas foram avaliadas em um microscopio Optico
(Olympus BX51 - Olympus Optical, Tokyo Japan) acoplado a uma camera
CCD-Iris (Tokyo Japan - Olympus) e sistema analisador de imagens
(software ImageJd). A area e o diametro das células adiposas (200 células
por grupo experimental) foram aferidos para determinar o efeito do

tratamento na composi¢do das mesmas (PARLEE et al., 2014).

5.1.6 Determinacao de citocinas

Resumidamente, as amostras de gordura retroperitoneal foram
descongeladas e homogeneizadas em homogeneizador ULTRA-TURRAX
(IKA® T10 basic). A solucdo obtida foi centrifugada (2348 x g, 10min a 4 °C)
e 0 sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo de citocinas,
interleucina-13 (IL-1B) (BioLegend®, EUA), interleucina-10 (IL-10) (BD
Biosciences, EUA), fator de crescimento transformador-B (TGF-B) (R&D
SYSTEMS a biotechne® brand, EUA) e fator de necrose tumoral-a (TNF-q)
(BioLegend®, EUA), por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

(LANE; WU-HSIEH; HOWARD, 1993).

5.1.7 Determinacao da composicédo da microbiota fecal
A extracdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA) foi feita com a
utilizacdo do kit comercial QlAamp Fast DNA Stool (Qiagen, EUA) e o

sequenciamento do material genético foi realizado no equipamento lllumina
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MiSeq® System (Laboratério Multiusuario Centralizado para Sequenciamento
de DNA em Larga Escala e Analise de Expressdo Génica para
sequenciamento de DNA, UNESP, FCAYV, Jaboticabal) com MiSeq Reagent
Kit v3, de acordo com as instrucfes do fabricante. A regido hipervariavel V3-
V4 do gene RNA ribossomal (rRNA 16S) bacteriano foi amplificada usando 2
x KAPA HiFi HotStart ReadyMix DNA polimerase (Kapa Biosystems Ltd.) e
0s seguintes primers V3-V4 Forward (F): 5' - CCTACGGGNGGCWGCAG 3
V3-V4 Reverse (R): 5' - GACTACHVGGGTATCTAATCC 3' (HERLEMANN et
al., 2011; KLINDWORTH et al, 2013).

Os dados do sequenciamento das amostras foram previamente
analisados e agrupados segundo a taxonomia, usando o aplicativo 16S
Metagenomics disponivel na plataforma BaseSpace Sequence Hub da
lllumina (https://basespace.illumina.com/). O conjunto de dados do
sequenciamento (reads) foi classificado utilizando a base de dados
Greengenes (MCDONALD et al., 2012), alcancando sensibilidade em nivel
de espécie. A abundancia relativa (%) de téxons foi estimada por

comparacao com o numero total de sequéncias obtidas para a amostra.

6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Todos os dados coletados foram avaliados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk, e quanto ao pressuposto a homocedasticidade. A
variacdo de peso e glicemia de jejum foram submetidas a analise de

variancia (ANOVA mista) e teste de médias de Sidak (p<0,05). A ingesta de
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racdo, determinacdo de CT e fracdes, peso e area do tecido adiposo
epididimal e a concentracdo de citocinas, foram submetidos a ANOVA e
teste de médias de Tukey (p<0,05). O CEA, peso do tecido adiposo
retroperitoneal e diametro do tecido adiposo epididimal foram submetidos a
ANOVA e teste de meédias de Games-Howell (p<0,05). Todos os dados
foram avaliados no programa estatistico SPSS (Statistical Package for the

Social Science).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Deplecao e recolonizacdo da microbiota intestinal

A utilizacdo de “modelos animais humanizados” tem se mostrado uma
boa estratégia para estudar o efeito de diferentes tratamentos na modulacéo
da microbiota intestinal e a sua relacdo com saude e doenca.
Tradicionalmente, esses modelos envolvem a colonizacdo de camundongos
germ-free  com microrganismos procedentes de doadores humanos.
Entretanto, a manutencdo de animais germ-free implica em altos
investimentos em estrutura e mao-de-obra, além de ndo estar disponivel na
maioria dos centros de pesquisa. Um modelo economicamente mais viavel e
com resultados semelhantes, consiste na deplecdo da microbiota intestinal
com o uso de coquetel de ATB, seguida de recolonizacdo via TMF.
Diferentes combinacdes de ATB tém sido testadas, sendo a mistura
ampicilina, neomicina, metronidazol e vancomicina a mais utilizada, por atuar

em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e anaerobicas (REIKVAM et
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al., 2011; HINTZE et al., 2014; KENNEDY; KING; BALDRIDGE, 2018;
TIRELLE et al., 2020). A forma de administracdo e duracdo do tratamento
também interferem na eficacia da deplecéo. Tirelle et al. (2020) concluiram
gue a administracdo da mistura de ATB por gavagem duas vezes ao dia ou
dissolvida na agua ofertada aos animais, por um periodo de quatro dias,
induz a uma deplecéo consistente da microbiota intestinal. Por outro lado, a
administracdo dos ATB uma vez ao dia, por gavagem, levou a uma
hiperproliferacdo de bactérias dos géneros Escherichia spp. e Shigella spp.

No presente estudo optamos pela administracdo do coquetel de ATB
dissolvidos em agua, para ndo causar estresse aos animais. Porém, no
quarto dia do protocolo foi preciso oferecer agua esterilizada e administrar o
ATB por gavagem, pois 0s animais apresentaram sinais de desidratacao.

A Figura 2 ilustra a variacdo ponderal dos animais durante as etapas

de deple¢&o da microbiota intestinal e recolonizagao por TMF.
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Figura 2. Variacdo ponderal dos animais dos diferentes grupos
experimentais, durante as etapas de deplecdo da microbiota intestinal e
recolonizacao por TMF.
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Tempos (dias): TO - inicio do protocolo; T7 - final da deple¢@o da microbiota intestinal; T9 —
final do intervalo para recuperacdo dos animais; T19 - final da recoloniza¢do da microbiota
intestinal (TMF) e T29 - estabilizagdo da microbiota intestinal. C: controle sem indugéo da
obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem tratamento; OPP: obesidade induzida
por DHL e que receberam o tratamento personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e
que receberam as cepas compartiihadas (tratamento néo personalizado). Dados
apresentados como (médiatDP). * diferenca entre tempos para os grupos OB, OPP e OCC,
** diferenca entre tempos para o grupo C, *** diferenca entre os grupos C e OCC, pela
ANOVA mistas e pOs-teste de Sidak (p<0,05).

Os animais de todos os grupos de estudo foram submetidos a
procedimentos idénticos, e na comparacdo entre grupos houve diferenca
significativa apenas entre C e OCC no T9 (p<0,05). Na comparacgéo entre
tempos 0s Unicos grupos que nao evidenciaram diferencas significativas
foram o grupo C (TO —-T9, p>0,05) e os grupos OB, OPP e OCC (T19 — T29,
p>0,05).

Apesar do protocolo de deplecédo da microbiota intestinal pelo uso de

ATB ser amplamente utilizado e sem efeitos adversos graves relatados

(MANICHANH et al., 2010; REIKVAM et al.,, 2011; HINTZE et al.,, 2014;
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SHEN et al., 2015; KENNEDY et al., 2018; TIRELLE et al., 2020), os animais
do nosso estudo apresentaram, além dos sinais de desidratacdo, perda de
peso (Figura 2) e prolapso retal (Figura 3). Ainda, dez camundongos néo
resistiram ao tratamento, vindo a oObito ou sendo sacrificados por
apresentarem sinais de sofrimento (postura arqueada, pelos ericados e
perda de peso acentuada). Os dez animais foram repostos, para nao
prejudicar o protocolo experimental.

Uma possivel explicacdo para o ocorrido seria a selecdo e posterior
proliferacdo de bactérias patogénicas resistentes aos ATB. Apesar do
protocolo utilizar animais SPF e seguir todos os critérios estabelecidos para
evitar contaminacao (uso de estante com filtro, agua e racédo esterilizadas,
caixas higienizadas com alcool 70° GL e maravalha autoclavada), os
animais tiveram contato com o meio externo no momento da manipulacdo
(pesagem e troca de caixas). A diversidade da microbiota intestinal é
considerada um fator de protecdo contra bactérias resistentes, enquanto o
uso de ATB leva a uma alteracdo nesse ecossistema, facilitando a
reproducdo de patdégenos, que podem impactar a salude dos animais
(KENNEDY et al., 2018).

Um estudo conduzido por Goulding et al. (2021) com camundongos
C57BL/6 fémeas, avaliou uma nova combinacdo de ATB para reduzir a
microbiota intestinal. Os ATB foram dissolvidos em agua e ofertados aos
animais durante oito dias na seguinte combinacdo: ampicilina/ neomicina/
metronidazol/vancomicina (grupo 4-AB); enrofloxacina/ampicilina (grupo 2-

AB); ou agua deionizada (grupo controle). Nos dias 1, 4 e 8 o grupo 4-AB
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perdeu significativamente mais peso quando comparado com o controle,
enquanto o grupo 2-AB mostrou perda de peso significativa comparado com
o controle apenas no dia 1. Além da perda de peso, os autores relataram
baixa palatabilidade e consumo de agua pelos animais do grupo 4-AB, que
foram retirados do estudo.

O TMF realizado a partir do nono dia do protocolo, além de possibilitar
a recolonizacado dos animais com a microbiota fecal das criancgas, simulando
a microbiota humana, resultou em melhora na condicdo de saude dos
animais. Apos o inicio do TMF (T9 a T19: cinco doses com intervalo de dois
dias entre as administracfes) observou-se reversao gradual da perda de
peso (Figura 2) e do prolapso retal dos animais (Figura 3).

O TMF tem sido considerado uma boa estratégia para reverter a
colonizacdo por microrganismos resistentes que afetam pessoas
imunossuprimidas ou ndo (LAGIER et al., 2015; BILINSKI et al., 2017; DINH
et al., 2018) explicando, ao menos parcialmente, a melhora nas condicdes

de salde dos animais ap6s o uso de ATB.

Figura 3. Imagem macroscopica dos animais ap6s a deplecao da
microbiota intestinal pela administragdo do coquetel de ATB.

Prolapso retal (A) e ap6s recolonizacao via TMF (B). Fonte: préprio autor.
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7.2 Inducao da Obesidade e Administracdo dos Tratamentos

Durante o periodo de inducéo da obesidade (T29 ao T120) houve um
ganho de peso gradual nos grupos que receberam a DHL, sem diferenca
significativa entre eles em todos os tempos avaliados. A partir do T71 os
animais induzidos a obesidade exibiram ganho de peso superior ao do
controle, alimentado com dieta convencional (em média 20%) (Figura 4).
Esse efeito era esperado, uma vez que 0s animais receberam somente a
DHL, que possuiu um teor de lipidios superior e, consequentemente,

forneceu um aporte energético maior.

Figura 4. Variacdo ponderal dos animais dos diferentes grupos
experimentais, durante o protocolo de inducéo da obesidade.
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C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem tratamento;
OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento personalizado; OCC:
obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas compartiihadas (tratamento ndo
personalizado). Dados apresentados como (médiatDP). Letras diferentes entre grupos, no
mesmo tempo de andlise, indicam diferengas estatisticamente significativas pela ANOVA
mista e pos-teste de Sidak (p<0,05).
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O modelo de obesidade induzida por DHL é bastante utilizado para o
estudo da progressdo da doenca, pois resulta em ganho de peso lento e
progressivo e no desenvolvimento secundario de resisténcia a insulina
(KLEINERT et al., 2018). Entretanto, fatores como linhagem, sexo e idade do
animal e o tipo de dieta utilizada interferem no ganho de peso e nos efeitos
metabdlicos observados.

Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6J sdo o0s mais
utilizados, por apresentarem ganho de peso gradual e desenvolverem
hiperlipidemia e resisténcia a insulina quando expostos a dieta obesogénica
(WINZELL, AHREN, 2004; KLEINERT et al., 2018). No presente estudo,
optou-se pela utilizacdo da linhagem heterogénica Swiss (Unib: SW), que
também desenvolve obesidade e alteracbes associadas, mas com maior
variacdo nas respostas observadas. Por tratar-se de uma abordagem
personalizada, cujo efeito pode variar em funcdo das -caracteristicas
genéticas do individuo, esse modelo se mostrou mais apropriado.

Na Figura 4 ainda é possivel observar a variacdo de peso dos animais
nas cinco semanas de tratamento (T85 a T120). Nesse periodo, ndo foram
constatadas diferencas significativas entre os grupos alimentados com a
DHL, independentemente do tratamento recebido (p>0.05). Entretanto, os
animais que receberam as cepas personalizadas (OPP) apresentaram
variagdo ponderal semelhante ao do controle (C) na terceira semana de
estudo (T99 e T106), sugerindo um efeito benéfico do tratamento

personalizado no controle do ganho de peso.
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Em geral, é necessario um tempo maior de ingestdo regular de
probioticos para que os efeitos beneficos no ganho de peso sejam
observados. Park et al. (2013) avaliaram o efeito de Latilactobacillus
curvatus HY7601 (antes Lactobacillus curvatus HY7601) e Lactiplantibacillus
plantarum KY1032 (antes Lactobacillus plantarum KY1032) no
desenvolvimento da obesidade induzida por dieta em camundongos
C57BL/6J. A obesidade foi induzida por oito semanas e os efeitos positivos
no ganho de peso tornaram-se significativos apos trés semanas de
tratamento com a mistura de probioticos. Estudos clinicos também utilizam
protocolos mais longos para avaliar os efeitos de probidticos na variacao de
peso corporal dos voluntarios (12 a 16 semanas) (MINAMI et al., 2015,
CANFORA et al., 2017, NICOLUCCI et al., 2017, SERGEEV et al., 2020).

O objetivo principal da ingestdo de probioticos € a modulacdo da
microbiota intestinal que, por sua vez, vai impactar na permeabilidade
intestinal, producdo de hormoénios da saciedade e de AGCC, atuando dessa
forma no controle da obesidade (SILVA et al.,, 2021). Considerando que a
microbiota humana é resiliente e que os processos metabdlicos associados
a essa comunidade sdo complexos, justifica-se a utilizagdo de protocolos

longos para a avaliagdo da obesidade.

7.3 Consumo alimentar e CEA
Os resultados de consumo alimentar e CEA obtidos durante o periodo

de inducéo da obesidade sédo apresentados na Tabela 4.
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O grupo que recebeu a dieta comercial padrdo (grupo C), exibiu
consumo diario de racdo significativamente superior aos grupos que

receberam DHL (OB, OPP e OCC).

Tabela 4. Consumo alimentar e CEA durante o protocolo de inducdo
da obesidade.

Grupos Ingesta de racao (g) CEA (g/9)
C 6,68+0,20° 0,0240,022
OB 4,82+0,412 0,08+0,03°
OPP 4,79+0,352 0,07+0,02°
OocCcC 4,88+0,552 0,08+0,03°

C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem
tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento
personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas
compartiihadas (tratamento n&o personalizado). Dados apresentados como
(médiaxDP). Letras minusculas diferentes na mesma coluna (comparacdo entre
grupos) indicam diferencas estatisticamente significativas pela ANOVA e pos-teste
de Tukey (p<0,05) para ingesta de ragdo e ANOVA e pés-teste de Games-Howell
(p<0,05) para CEA.

O CEA, que representa a relacdo entre o total de peso ganho (g) e a
guantidade ingerida de um determinado tipo de dieta (g), foi utilizado como
indicador da eficacia alimentar. Apesar dos animais dos grupos OB, OPP e
OCC ingerirem menor quantidade diaria de racdo (média de -27,69%),
apresentaram CEA superior ao do grupo controle (p<0,05). Esse resultado
era esperado, pois a DHL possui teor cal6rico superior ao da dieta
convencional e confirma a sua eficacia em promover maior ganho de peso.

As DHL utilizadas para induzir a obesidade, geralmente fornecem

entre 45 e 60% de calorias provenientes de gorduras (MOURA E DIAS et al.,

2021). Neste estudo 58,31% do VET da dieta foi proveniente de gordura,
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principalmente de gordura saturada, garantindo um elevado aporte
energético e ganho de peso.

Além do maior aporte calorico, relacionado ao elevado teor lipidico da
DHL, a reducao na locomocao e consequentemente menor gasto energético,
observados em animais obesos, pode ter influenciado os valores do CEA

(BROWNLOW et al., 1996).

7.4 Glicemia de jejum
A glicemia de jejum foi aferida no T85 e T120 sendo estatisticamente
diferente apenas para o grupo OCC no T120, na comparacao entre grupos e

tempos (p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Glicemia de jejum (T85 e T120) (mg/dL) dos
animais dos diferentes grupos experimentais.
Glicemia de jejum (mg/dL)

Grupos
T85 T120
C 123,40+24,35%A 123,60+£19,40%A
OB 158,50+44,0434 139,60+25,68%
OPP 154,60+34,583A 154,07+24,8430A
OCC 145,62+47,473A 188,69+64,4808

C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL
e sem tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o
tratamento personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que
receberam as cepas compartilhadas (tratamento ndo personalizado).
Dados apresentados como (média + DP). Letras minUsculas diferentes
na mesma coluna (comparacdo entre grupos) e letras mailsculas
diferentes na mesma linha (comparacdo entre tempos) indicam
diferencas estatisticamente significativas pela ANOVA mista e pds-teste
de Sidak (p<0,05).
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A obesidade é frequentemente associada ao metabolismo anormal da
glicose, com aumento na glicemia de jejum, que pode ser constatada antes
do estabelecimento de um quadro de Diabete tipo 2. Entretanto, em alguns
casos pode ocorrer aumento compensatorio e transitério de secrecao de
insulina, para normalizar os niveis de glicemia, o que pode explicar os
resultados obtidos em nosso experimento (ASSUNCAO et al., 2018).

Em um estudo realizado por Yang et al. (2022), foi proposta a
utilizacdo de um novo probiédtico (Clostridium cochlearium) para auxiliar no
controle do ganho de peso e da glicemia em camundongos C57BL/6
alimentados com DHL (5,24 kcal por grama). O experimento teve duracdo de
17 semanas e, contrastando com 0s nossos resultados, na quinta semana, o
grupo alimentado com DHL ad libitum e tratado com C. cochlearium (2.10°
UFC/dia), apresentou reducdo na glicemia de jejum em comparacdo ao
grupo que recebeu apenas DHL. A diferenca foi estatisticamente significativa
a partir da oitava semana, persistindo até o final do protocolo. O estudo
evidénciou ainda que a suplementacdo dietética com C. cochlearium foi
capaz de reduzir o ganho de peso corporal e melhorar a sensibilidade a
insulina dos camundongos obesos. Diferencas na cepas e no protocolo
experimental podem explicar a superioridade dos resultados obtidos neste

estudo.

7.5 Determinacao de CT e fracdes
O consumo de DHL € capaz de aumentar os niveis séricos de CT, TG

e LDLc e reduzir os niveis de HDLc (MONTSERRAT-DE LA PAZ et al.,
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2021). Os valores do ndo HDLc, estimam as fracbes de lipoproteinas
potencialmente aterogénicas plasmaticas, principalmente em individuos com
TG elevado (VIRANI, 2011).

A variacdo no perfil lipidico dos diferentes grupos experimentais é
apresentada na Tabela 6. Todos o0s grupos que receberam DHL
apresentaram aumento nos niveis plasmaticos de CT em comparacdo ao
controle (C), porém esse efeito foi significativo somente para os OB e OCC.
O grupo controle apresentou concentracdo de TG superior, sem diferir dos
grupos tratados com as cepas personalizadas e compartilhadas. Os niveis
de HDL foram superiores para o grupo OCC, diferindo estatisticamente dos
grupos C e OB (p<0,05). O nivel de ndo HDLc, que indica a concentracéo
de particulas potencialmente aterogénicas, foi inferior para o grupo OPP,
que diferiu estatisticamente do OB (p<0,05).

Os animais alimentados com DHL apresentaram niveis reduzidos de
TG quando comparado ao grupo C, uma explicacdo para esse resultado
seria 0 aumento da adiposidade proveniente da ingestdo da dieta rica em
gordura (58,31% do VET), e o posterior armazenamento ectdpico no figado,

musculo e pancreas (gordura ectépica) (GUO et al. 2009).
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Tabela 6. Niveis de lipideos plasmaticos (mg/dL) dos animais dos diferentes
grupos experimentais.

CT TG HDL ndo HDLc
Grupos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
C 135,75+8,812 80,14+11,95° 92,36+14,202 43,39+9,502°

OB 160,54+13,57° 52,50+12,552 94,08+14,53% 66,46+17,92°
OPP 154,10+4,263 60,02+2,823% 113,07+13,48% 41,04+17,272
ocCC 162,41+19,40° 62,00+19,06%° 118,45+11,69° 43,96+16,48%°

C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem tratamento;
OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento personalizado; OCC:
obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas compartilhadas (tratamento nao
personalizado). Dados apresentados como (média + DP). Letras minUsculas diferentes na
mesma coluna (comparacéo entre grupos) indicam diferencas estatisticamente significativas
pela ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).

Choi et al. (2018) investigaram o efeito sinérgico de prebibticos
(alulose) e probioticos (Latilactobacillus sakei LS03 - antes Lactobacillus
sakei e Leuconostoc kimchi GJ2) no controle da obesidade e modulacéo do
perfil lipidico. Segundo os autores, a ingestdo de DHL levou a um aumento
significativo de CT, TG, HDLc e ndo HDLc no plasma, quando comparados
ao grupo que recebeu dieta normal. Nos grupos que receberam DHL +
tratamentos (Leuconostoc kimchi GJ2; alulose e alulose + Latilactobacillus
sakei LS03) foi observada uma reducéo significativa dos niveis plasmaticos
de TG e ndo HDLc, em relagcdo ao grupo que consumiu DHL. Em nosso
estudo, tal comparacdo (grupo C e OB) evidenciou diferenca significativa
apenas para os niveis de CT e TG (p<0,05).

Em camundongos a lipoproteina HDL é mais abundante quando
comparada ao LDL, e sua reducdo nos niveis plasmaticos podem afetar a
funcdo endotelial, levando ao desenvolvimento de aterosclerose (VOHRA et

al., 2006; VAISMAN et al., 2012).
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A ingestdo das cepas personalizadas melhorou o perfil lipidico dos
animais, que exibiram niveis de ndo HDL-c semelhantes aos dos animais
que ndo foram induzidos a obesidade. O mecanismo de acdo das cepas
potencialmente probidticas envolve a assimilagdo ou incorporacdo de
colesterol na membrana celular; desconjugacéo de acidos biliares pela acéo
da enzima hidrolase de sais biliares (acidos biliares desconjugados sé&o
menos sollveis e pouco absorvidos no intestino, sendo excretados nas
fezes) e fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis da dieta, produzindo
AGCC, envolvidos no metabolismo do colesterol, via aumento da excrecao

de Apolipoproteina-A (PEREIRA; MCCARTNEY; GIBSON, 2003).

7.6 Avaliacéo do tecido adiposo

A administracdo das DHL com alto teor de lipideos (58,31% do VET),
contribuiu com o aumento da adiposidade intra-abdominal nos grupos OB,
OPP e OCC (Figura 5), em comparacdo ao grupo C (que recebeu dieta
convencional). Apesar do grupo OPP apresentar um menor acumulo de
gordura epididimal e retroperitoneal, ndo houve diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos induzidos a obesidade (p>0,05) (Tabela 7).
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Figura 5. Imagens representativas da regido intra-abdominal dos

N SRR AL TR M
As setas indicam a gordura intra-abdominal epididimal direita (a) e esquerda (b). A:
Grupo C (controle sem inducdo da obesidade); B: Grupo OB (obesidade induzida por
DHL e sem tratamento); C: Grupo OPP (obesidade induzida por DHL e que receberam
o tratamento personalizado); D: Grupo OCC (obesidade induzida por DHL e que
receberam as cepas compartilhadas). Fonte: proprio autor.

Tabela 7. Peso total do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal dos
diferentes grupos experimentais.

Tecido adiposo

Grupos
Epididimal total (g) Retroperitoneal total (g)
C 1,270,422 0,50+0,19?
OB 2,53+0,67° 0,93+0,30°
OoPP 2,26+0,78° 0,87+0,20°
OCC 2,33+0,76° 1,27+0,70P

C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem
tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento
personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas
compartiihadas (tratamento n&o personalizado). Dados apresentados como
(médiaxDP). Letras minudsculas diferentes na mesma coluna (comparacdo entre
grupos) indicam diferencgas estatisticamente significativas pela ANOVA e pés-teste de
Tukey (p<0,05) para tecido adiposo epididimal e ANOVA e pés-teste de Games-
Howell (p<0,05) para tecido adiposo retroperitoneal.

Relatos de estudos anteriores demonstram que camundongos

alimentados com DHL apresentam aumento de peso corporal rapido e

gradual nas primeiras 12-24 semanas, e que a exposi¢cdo até 40 semanas

leva a um aumento pouco significativo (VAN DER HEIJDEN et al., 2015),
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favorecendo o acumulo desordenado de lipidios, uma vez que a obesidade
esta associada a hipertrofia dos adipécitos (aumento de tamanho).

O tecido adiposo € composto por células adiposas ou adipdcitos
diferenciando-se nos seguintes tipos: branco, marrom e bege. O tecido
adiposo branco é o principal responsavel pelo armazenamento de energia na
forma de TG, pela liberacdo de acidos graxos durante os periodos de jejum,
secrecdo hormonal, controle do metabolismo da glicose e funcao
imunologica, localizando-se principalmente em dois locais, tecido adiposo
subcutédneo e visceral. Os adipécitos da gordura visceral ao redor dos
orgaos internos sao metabolicamente mais ativos do que os do tecido
adiposo subcutaneo e, portanto, contribuem para os riscos de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2. O tecido adiposo marrom esta
envolvido na termogénese e é encontrado principalmente acima da clavicula
e escapula em adultos. A exposicao exagerada a DHL tem a capacidade de
modificar a cor do tecido adiposo de marrom para branco, em um processo
denominado clareamento do tecido adiposo, contribuindo com a inflamacgéo
relacionada a obesidade (KOTZBECK et al., 2018).

A andlise histologica das células adiposas, indicou diferencas
estatisticas significativas para area e diametro das células dos animais
induzidos a obesidade, quando comparados ao grupo controle que recebeu
apenas dieta convencional. Dentre 0s grupos que receberam os tratamentos,
apenas o OPP exibiu area e diametro do tecido adiposo epididimal inferiores
ao grupo induzido a obesidade e sem tratamento (OB) (p<0,05) (Tabela 8 e

Figura 6).
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Tabela 8. Area e diametro do tecido adiposo epididimal dos diferentes
grupos experimentais.

Tecido adiposo epididimal

Grupos _
Area (um?2) Diametro (um)
C 34,51+14,752 6,42+1,512
OB 69,28+32,75°¢ 11,15+2,77¢
OPP 48,80+23,14° 9,31+2,25°
OocCcC 66,95+30,07¢ 11,71+2,58°

C: controle sem indugdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem
tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento
personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas
compartiihadas (tratamento n&o personalizado). Dados apresentados como
(médiatDP). Letras minlsculas diferentes na mesma coluna (comparagdo entre
grupos) indicam diferencgas estatisticamente significativas pela ANOVA e pés-teste de
Tukey (p<0,05) para a area do tecido adiposo epididimal e ANOVA e pés-teste de
Games-Howell (p<0,05) para o diametro do tecido adiposo epididimal.

O crescimento do tecido adiposo estd relacionado a hiperplasia
(aumento do numero de células) e hipertrofia (aumento do tamanho das
células) dos adipécitos. A hipertrofia consiste no remodelamento do
adipécito para atender ao aumento da demanda de armazenamento de
gordura. No entanto, a relacéo entre dieta e hiperplasia e/ou hipertrofia das
células adiposas ndo é totalmente compreendida, pois os estudos que
avaliaram as mudancas no tecido adiposo ao longo do tempo sé&o limitados
(JO et al., 2009).
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Figura 6. Fotomicrografia do tecido adiposo epididimal dos

diferentes grupos experimentais.
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C: controle sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem
tratamento; OPP: obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento
personalizado; OCC: obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas
compartilhadas (tratamento ndo personalizado). Fonte: proprio autor.
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Alguns artigos publicados recentemente que também isolaram cepas
bacterianas da microbiota humana, porém distintas das cepas utilizadas
nesse estudos e verificaram o efeito das mesmas na obesidade induzida por
DHL obtiveram resultados promissores. Le Roy et al. (2021) investigaram a
abundancia e a prevaléncia de Dysosmobacter welbionis J115"7, uma nova
bactéria produtora de butirato isolada do intestino humano da populacdo em
geral e de individuos com sindrome metabdlica. O objetivo do estudo foi
verificar o impacto da bactéria no metabolismo de camundongos com
obesidade. A suplementacdo com D. welbionis J115T reduziu o
desenvolvimento da obesidade e o aumento dos adipdécitos, esses achados
corrobaram com nossos resultados; além disso, a administracdo da nova
cepa reduziu a resisténcia a insulina e a inflamacédo do tecido adiposo
branco.

Em um outro estudo realizado por Mazier et al. (2021) foi verificado o
potencial antiobesidade de uma nova cepa de Christensenella minuta em
modelos pré-clinicos. A cepa DSM33407 foi isolada da amostra fecal de um
doador com idade <35 anos, e o estudo foi conduzido em 120 camundongos
C57BIl/6J. A administracdo da C. minuta DSM33407 preveniu o ganho de
peso corporal e a hiperglicemia, além de reduzir significativamente a
hipertrofia do tecido adiposo branco mesentérico, quando oferecida aos
animais por 40 dias. Resultado semelhante foi encontrado em nosso estudo
para a area e o diametro tecido adiposo epididimal, apos a administracao do

tratamento personalizado durante 35 dias.
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7.7 Determinacao de citocinas

Os fatores de crescimento, as citocinas pré-inflamatérias, conhecidas
como adipocinas ou adipocitocinas (leptina, resistina, dentre outras) e as
citocinas anti-inflamatérias (horménio adiponectina) s&do substancias
secretadas pelo tecido adiposo branco, e exercem papel importante na
homeostase energética e inflamacéo. Além disso, essas inumeras funcdes
tornam o tecido adiposo branco um érgao enddcrino. Em pessoas magras, o
tecido adiposo produz adipocinas anti-inflamatorias, adiponectina e IL-10.
Entretanto, quando a obesidade esta presente, ocorre uma série de
respostas inflamatérias devido ao aumento da secrecéo de IL1-B, IL-6, TNF-
a (PAHLAVANI et al., 2017), pois a ingesta de DHL aumenta os fatores pro-
inflamatorios no tecido adiposo branco (GARCIA et al, 2021).

Em casos de obesidade pode ocorrer inflamacdes cronicas, e o0s
macréfagos sdo células que exercem papel importante, embora também
estejam presentes no tecido adiposo de individuos magros, ainda que em
niveis menores quando comparados ao tecido adiposo de pessoas
portadoras de obesidade (WEISBERG et al.,, 2003; XU et al.,, 2003). A
elevacdo do fenotipo de macréfago no tecido adiposo € encontrada na
obesidade independente de sua etiologia (HILL; REID BOLUS; HASTY,
2014) e tem a capacidade de prejudicar a funcdo do tecido adiposo
ocasionando resisténcia a insulina (XU et al., 2003; SHAPIRO et al., 2013);
provocando a producdo de quimiocinas e citocinas e/ou acometendo o

tamanho dos adipdcitos (CANCELLO et al., 2005).
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O fendtipo de macréfagos é dividido em subconjuntos, podendo ser
M1 e M2. O fendtipo M1 é conhecido por favorecer a inflamacéo e
resisténcia a insulina e participar da sintese de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF, entre outras), o M2 esta envolvido na homeostase do
tecido adiposo e sintese de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B, entre
outras) (HILL; REID BOLUS; HASTY, 2014).

No presente estudo foram investigadas as concentracbes das
citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-
B). Os valores obtidos para IL-1B e IL-10 sdo apresentados na Figura 7,
enquanto as concentracdes de TNF-a e TGF- ficaram abaixo do limite de

deteccdo do método utilizado, e por isso, ndo foram apresentadas.

Figura 7. Concentracdo de citocinas do tecido adiposo retroperitoneal dos
diferentes grupos experimentais.
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(A) Niveis de interleucina 10 (IL-10); (B) Niveis de Interleucina 1 beta (IL-1B). C: controle
sem inducdo da obesidade; OB: obesidade induzida por DHL e sem tratamento; OPP:
obesidade induzida por DHL e que receberam o tratamento personalizado; OCC:
obesidade induzida por DHL e que receberam as cepas compartilhadas (tratamento nédo
personalizado). Dados apresentados como (médiatDP). Letras minuUsculas diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas pela ANOVA e poés-teste de Tukey
(p<0,05).
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Dentre os grupos avaliados, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para IL-10 e IL-1 B (p>0,05) (Figura 7).
Resultados semelhantes foram obtidos por Li et al. (2020) que avaliaram o
impacto de quatro linhagens de camundongos machos (Kunming, C57BL/6,
BALB/c e ICR) no estudo da obesidade induzida por DHL. Todas as
linhagens testadas responderam bem a inducdo da obesidade por DHL, mas
nao houve alteracdo nos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias (IL-
18, TNF-q, IL-6 e MCP-1) e anti-inflamatéria (IL-10) avaliadas.

Ja em outro estudo realizado por Park, Oh, Cha (2020) foi investigado
o papel da Latilactobacillus brevis OPK-3 (antes Lactobacillus brevis OPK-3)
na reducdo do ganho de peso corporal e na resposta inflamatoéria do tecido
adiposo de camundongos C57BL/6 machos. Os autores encontraram niveis
séricos elevados das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1 no grupo controle positivo
(DHL e sem tratamento) quando comparado ao grupo controle negativo
(dieta normal e sem tratamento). A suplementacdo com a cepa L. brevis
OPK-3 foi capaz de impedir o aumento das citocinas pré-inflamatorias
(TNFa, IL-6 e IL-1PB).

Lim et al. (2022) demonstraram o efeito do Lactiplantibacillus
plantarum K8 (LAB-P) na obesidade e nas suas respostas inflamatérias, em
camundongos obesos alimentados com DHL. A concentra¢des de citocinas
IL-1B8 e IL-6 foram analisadas no tecido adiposo epididimal por RT-PCR; os
autores encontraram um aumento nos niveis de expressao de IL-13 e IL-6
no grupo alimentado com DHL quando comparado ao alimentado com dieta

padrdo. A administracdo de LAB-P (50 ou 100 mg/kg de peso corporal por
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dia) diminuiu os niveis de expresséao de IL-1B e IL-6 em comparacdo com 0
grupo alimento com DHL.

O tecido adiposo é responsavel pela secrecdo de adipocinas
envolvidas em processos fisiolégicos como termorregulacdo e inflamacéao.
Entre as adipocinas temos IL-6, IL-8, IL-13, e TNF-a, que juntamente com os
horménios leptina, adiponectina e insulina, encontram-se alterados na
obesidade. Considerando a natureza inflamatéria da obesidade, elevacdes
nos niveis de citocinas inflamatérias sdo esperadas em animais cuja
obesidade foi induzida por DHL, bem como em pacientes com obesidade
(TRAYHURN; WOOD, 2004; WANG; NAKAYAMA, 2010; RAKOTOARIVELO
et al., 2018). Entretanto, outros métodos como Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) e western blot, parecem refletir o
estado inflamatério com mais precisdo nesse tipo de doenca (MARTINEZ-
FERNANDEZ 2017; RAKOTOARIVELO et al., 2018; THIENNIMITR et al.,

2018), o que poderia explicar os resultados obtidos no presente estudo.

7.8 Determinacao da composi¢cdo da microbiota fecal

As amostras dos diferentes grupos estudados foram avaliadas através
do sequenciamento dos genes 16S rRNA. A regido V3-V4 do gene foi
amplificada por PCR e o0s respectivos subprodutos purificados foram
sequenciados na plataforma lllumina MiSeq. Na Figura 8 é possivel verificar
os resultados preliminares de abundancia relativa dos filos encontrados nas

amostras fecais dos grupos em estudo.
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Em geral, no inicio do protocolo experimental (TO) houve a
predominancia dos filos Bacteroidetes e Firmicutes, seguido por
Proteobacteria em todos 0s grupos experimentais. Isso ja era esperado, uma
vez que a microbiota intestinal das ultimas por¢cdes do colon € formada
principalmente por tais filos (JANDHYALA et al., 2015; RIZZATTI et al.,
2017).

A deplecdo da microbiota pelo uso de antibiéticos (T7) levou a uma
profunda alteracdo na composicdo da microbiota intestinal dos animais,
expressa pela dominéancia de Proteobacteria e reducdo de Bacteroidetes e
Firmicutes. O filo Proteobacteria € representado principalmente por bactérias
Gram negativas, como Escherichia spp., Pseudomonas spp. e outros
géneros potencialmente patogénicos. A abundéancia do género Escherichia
(C: 29,95%; OB: 20,64%; OPP: 28,68; OCC: 22,70%) e Pseudomonas (C:
5,00%; OB: 4,52%; OPP: 4,45%; OCC: 4,62%) podem ser observadas na
Figura 9 B. A composi¢cao da microbiota intestinal nessa fase do estudo
explica a piora no estado geral dos animais (perda de peso e prolapso retal)
e os 6bitos observados.

No estudo realizado por Ma et al. (2022) foi utilizado 0 mesmo
coquetel de antibidticos e os resultados mostraram reducao na diversidade
da microbiota intestinal, com predominio do filo Proteobacteria, apés vinte e
um dias de tratamento. A fim de evitar o ocorrido, uma alternativa seria
reduzir o tempo de tratamento, uma vez que estudos mostram que o

coquetel de antibidticos usado tem o potencial de reduzir a carga bacteriana
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presente nas fezes a partir o quarto dia e a administracéo por mais dias néo
intensifica essa diminuicédo (TIRELLE et al., 2020).

A recolonizacdo da microbiota (T29) reestabeleceu o equilibrio entre
0os principais filos presentes na microbiota intestinal, constatando-se
novamente um predominio de Bacteroidetes e Firmicutes. Lembrando que
os animais foram recolonizados com a microbiota humana (cada crianca
recolonizou 10 animais), justificando as diferencas observadas.

Suez et al. (2018) estudaram o efeito de trés intervencdes (probidtico,
TMF autdlogo e recuperacdo espontanea) na reconstituicdo da microbiota
intestinal indigena de camundongos tratados com antibidticos. O TMF
autdlogo foi o mais eficiente na recuperacdo da diversidade bacteriana,
enquanto o uso de probidticos e a recuperacdo espontanea ndo foram
eficientes para reestabelecer a diversidade microbiana em até quatro
semanas apoés a deplecdo da microbiota intestinal.

A ingestdo de DHL alterou a relagdo Firmicutes: Bacteroidetes em
todos os grupos induzidos a obesidade (OB, OPP e OCC) no final do T85
(inducédo da obesidade e sem tratamento), aumentando propor¢cdo de
Firmicutes (OB: +34,75%, OPP +18,09% ; OCC: +28,81%) e reduzindo a de
Bacteroidetes (OB: -19,57%, OPP: -12,76% ; OCC: -9,74%) (Figura 8). Efeito
semelhante ja foi verificado por outros autores (CARICILLI et al., 2011,
KRAJMALNIK-BROWN et al., 2012; SWEENEY; MORTON, 2013; KOLIADA

et al., 2017; QADIR; ASSAFI, 2021).
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Apdés a administracdo dos tratamentos (T120), as cepas
potencialmente probidticas personalizadas foram capazes de reverter o
aumento de Firmicutes e a reducéo de Bacteroidetes (Figura 8).

Ainda, destaca-se um aumento no género Akkermansia spp.,
observado no final do estudo, no grupo que recebeu o tratamento
personalizado (Figura 9). Esse efeito é considerado benéfico, pois a
espécie Akkermansia muciniphila tem sido inversamente associada com
quadros de resisténcia a insulina, diabetes e obesidade (REMELY et al.,
2016). A. muciniphila € um microrganismo Gram negativo, pertencente ao
filo Verrucomicrobia, que protege de doencas metabdlicas via producdo de
AGCC (OTTMAN et al., 2017) e aumento na oxidacdo de acidos graxos no
intestino e no tecido adiposo (LUKOVAC et al., 2014).

Kang et al. (2022) avaliaram o efeito do probidtico Lactobacillus
acidophilus no controle da obesidade induzida por DHL e modulacdo das
bactérias intestinais em camundongos. De acordo com os resultados
obtidos, a ingestdo de L. acidophilus pode reverter a disbiose intestinal
causada pela DHL, efeito constatado pela reducdo da razdo Firmicutes:
Bacteroidetes. Além disso, a ingestdo da cepa foi associada a melhora da
hiperlipidemia, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e resisténcia a
insulina, devido as suas propriedades anti-inflamatorias.

Apesar do efeito benéfico no controle da obesidade atribuido a
algumas cepas probidticas, ainda existe muita discussédo sobre quais cepas
teriam os melhores efeitos, a dose apropriada e a duracédo do tratamento.

Essa discussdo é suportada pelo fato dos resultados nao serem
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concordantes, mesmo quando se utiliza uma mesma espécie probidtica
(JUNG-PIL et al., 2013; KADOOKA et al., 2013).

Os estudo que avaliaram o efeito da terapia personalizada no controle
da obesidade séo restritos e muitas vezes envolvem o TMF autdlogo. Pérez-
Matute et al. (2020) avaliaram o efeito do TMF, heterélogo e autdlogo,
associado a restricdo caldrica moderada na obesidade induzida em
camundongos por HDL. O TMF autélogo potencializou os efeitos da restricdo
moderada de energia na perda de peso e adiposidade, provavelmente por
reduzir a EA e aumentar a lipolise do tecido adiposo. Ainda, o TMF autdlogo
promoveu um aumento significativo na riqueza/diversidade bacteriana e
modificacdes discretas nos géneros Bifidobacterium spp. e Blautia spp.

Ermolenko et al. (2022) conduziram um estudo semelhante ao nosso,
onde foi utilizada uma mistura de cepas denominadas autoprobioticas
(Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp.) para o
tratamento de pacientes portadores de sindrome metabdlica. As amostras
fecais dos pacientes foram cultivadas em meios especificos e utilizadas para
preparar uma bebida fermentada personalizada. Os pacientes receberam o
tratamento personalizado duas vezes por dia, durante 10 dias. No final do
estudo constatou-se diminuicdo dos parametros antropométricos de
obesidade, correcdo dos niveis de enzimas hepaticas e reducdo das
concentracbes de proteina C reativa e TG. A microbiota intestinal exibiu
diminuicdo de Bifidobacterium spp., Enterobacter spp., Paraprevotella spp. e

Prevotella spp., e aumento de Bacteroides fragilis e Oscillospira spp.



74

Apesar de ser uma estratégia recente, o tratamento personalizado
com cepas potencialmente probidticas se mostra promissor e surge como
uma opc¢ao para o tratamento de doencas relacionadas a disbiose, como a
obesidade. No presente estudo os efeitos da terapia personalizada foram
superiores aos da mistura de cepas potencialmente probioticas (OCC),
provavelmente devido a compatibilidade com a microbiota intestinal do

hospedeiro e a tolerancia imunoldégica.



Figura 8. Abundancia relativa dos filos em relacédo as bactérias totais presentes nas fezes dos animais
dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 9. Abundancia relativa dos géneros em relacdo as bactérias totais presentes nas fezes
dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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8 CONCLUSAO

O protocolo de deplecdo da microbiota intestinal com o uso de
coquetel de ATB mostrou-se agressivo e a recolonizacdo com o0 uso de
TMF reverteu o prolapso retal e a perda de peso observada nos
camundongos, confirmando a importancia da microbiota intestinal na
manutencdo da saude. O ganho de peso durante o protocolo foi
satisfatorio e coerente com o tipo de dieta utilizada e os animais que
receberam a DHL exibiram CEA superior ao dos animais alimentados
com dieta convencional. A administracdo das cepas personalizadas
durante cinco semanas sugeriu efeito benéfico no controle do ganho de
peso dos animais na terceira semana de tratamento e melhorou os
niveis séricos de ndo HDLc. Além disso, as cepas potencialmente
probiéticas foram capazes de reduzir significativamente a area e o
diametro do tecido adiposo branco epididimal e controlar o aumento na
proporcao Firmicutes: Bacteroidetes, exibindo resultados superiores aos
das cepas compartilhadas. Os resultados obtidos sinalizam que o uso da
terapia personalizada pode auxiliar no controle da obesidade, com
efeitos mais pronunciados que as demais cepas potencialmente

probidticas.
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Anexos

Anexo 1. Protocolo de aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FCF — UNESP, Araraquara.

e comie de UNESP - FACULDADES DE
pesquisa  CIENCIAS FARMACEUTICAS Cm"‘ﬂ"
Femiasts & i P DO CAMPUS DE

Eivpis o Mzaquars - INESS

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: “Terapia probidtica personalizada na redugdo do risco de doencas relacionadas &
dishiose”

Pesquisador: Eliane Vale da Silva
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 20423421.0.0000.5426

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Cémpus de Araraquara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
MWimero do Parecer: 5.076.109
Data prevista para a reunido do Colegiado: 20/10/2021

Apresentagio do Projeto:

idem parecer antericr

Objetive da Pesquisa:

idem parecer anterior

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

idem parecer anterior

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

idem parecer antericr

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

0 termo de consentimento foi alterado para a assinatura do responsavel.
O termo de assentimento foi anexado e possui ilustragdes de forma ldica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
aprovado

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/09/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1785581 pdf 19:23:30

Enderego: Rodowia Araraquara Jad, km 1

Bairre: Campus Universitario CEP: 14.801-802
UF: 5P Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-4857 E-mail: staf@fcfarunespbr

Faging 01 de 02



| Comité de
ep Etica em
| Pesguisa

Faculdada S0 Clme Farrmdodulod

T —

Confnuagio do Parecer 5.076.109

UNESP - FACULDADES DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS QW
DO CAMPUS DE

Biologico /
Biorepositorio /
Biobaneco

Outros CR_pdf 19/09/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito
19:22:52

TCLE/ Termos de | TCLE.doc 19/09/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

Assentimento / 19:17:04

Justificativa de

Augéncia

Folha de Rosto Folharosto. pdf 19/09/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito
19:15:41

Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 19/09/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

CEP_4979329 pdf 19:13:42

Qutros TA.doc 19/09/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito
19:11-00

Projeto Detalhado /| ProjetoObesidade pdf 23/07/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

Brochura 1716247

Investigador

Projeto Detalhado /| ProjetoColite_pdf 23/07/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

Brochura 17:16-38

Investigador

Projeto Detalhado /| projetoinicial pdf 23/07/2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

Brochura 17216226

Investigador

Declaragio de termo_doacao.doc 23/07i2021 |Eliane Vale da Silva Aceito

Manuseio Material 17:06:40

Situagao do Parecer:

Aprovado

ARARAQUARA, 032 de Novembro de 2021

Assinado por:

L ]
O
Enderego: Rodovia Araraquara Jao, km 1
Bairro: Campus Universitario CEP: 14 801-802
UF: 5P Municipio: ARARAQLUARA

Telefone: (16)3301-4857

E-mail: sta@fcfar unespbr
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Anexo 2. Protocolo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FCF — UNESP, Araraquara.

Comité de
comte%€ UNESP - FACULDADES DE -
pesea  CIENCIAS FARMACEUTICAS %“W“M

i :J::‘Fh "l.ﬂ:m DO CAM PUS DE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Otimizacdo da sele¢ao de cepas potencialmente probioticas para terapia personalizada

Pesquisador: Eliane Vale da Silva

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 14569519.4.0000.5426

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.374 343
Data prevista para a reunido do Colegiado: 27/06/2019

Apresentacdo do Projeto:

O objetivo do estudo & ofimizar a selegdo de cepas potencialmente probidticas (principalmente Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp ) e construir um “banco de células individualizado” para serem utilizadas em
terapia personalizada de doencas relacionadas a disbiose. As cepas seréo selecionadas de material fecal
de 5 criangas com idades entre dois e seis anos de idade. Posteriormente sera realizada a caracterizacéo
(RAPD PCR, coloragéo de Gram, teste de resisténcia gastrointestinal e

suscetibilidade a antibioticos) das cepas selecionadas e as mesmas seréo armazenadas a -80°C. A
composicéo da microbiota fecal de cada crianca sera determinada por sequencimento (lllumina Miseq) e os
dados serdo analisados e agrupados segundo a taxonomia e a diversidade intra e entre amostras, utilizando

a base de dados Greengenes.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do estudo & ofimizar a selegdo de cepas potencialmente probioticas (principalmente Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp.) e construir um “banco de células individualizado” para serem utilizadas em
terapia personalizada de doencas relacionadas a disbiose.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sa0 minimos, podendo levar apenas a algum constrangimento e desconforto no

Enderego: Rodovia Araraquara Jau, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-302
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-4657 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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Comité de

Etica em
Pesguisa

Continuacdo do Parecer: 3.374 343

momento da coleta das fezes.

UNESP - FACULDADES DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS “GR@ranl -
DO CAMPUS DE

Com relacéo aos beneficios os pesquisadores relatam que com o estudo podera ser ampliado o

conhecimento sobre a microbiota infantil, além de propiciar a construgéo de um “banco de células

individualizado” para ser utilizado em terapia personalizada de doencas relacionadas a disbiose.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem estruturado e a proposta bem apresentada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

O TCLE esta adequadamente apresentado e € solicitada dispensa do Termo de Assentimento com a

justificativa de que as criancas participantes ( 2 a 6 anos) nédo possuem autonomia e maturidade suficientes

para compreenséo do estudo e para assentir sua participacéo

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O projeto encontra-se adequado para aprovacdo do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas PBfINFORI\-‘IA(;OESiBASICAsiDCLP 27/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1322921 pdf 13:52:09
TCLE / Termos de |TCLE_.doc 27/05/2019 |Eliane Vale da Silva Aceito
Assentimento / 13:51:32
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de termo_doacao materialbiologico.doc 27/05/2019 |Eliane Vale da Silva Aceito
Manuseio Matenal 13:47:56
Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / | projeto_pdf 24/05/2019 |Eliane Vale da Silva Aceito

Brochura 12:01:30

Investigador

Qutros dispensa._pdf 24/05/2019 |Eliane Vale da Silva Aceito
12:01:00

Folha de Rosto BRN3C2AF43EE185_001450 pdf 15/04/2019 |Eliane Vale da Silva Aceito
10:58:13

Situagao do Parecer:

Aprovado

Enderego:

Rodovia Araraquara Jau, km 1

Bairre: Campus Universitario
UF: SP

Telefone: (16)3301-4657

CEP:

Municipio: ARARAQUARA

14.801-902

E-mail:

sta@fcfar.unesp.br
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Comité de

€] |fiaem  UNESP - FACULDADES DE
pesquisa  CIENCIAS FARMACEUTICAS
S DO CAMPUS DE

Continuagdo do Parecer: 3.374.343

P N

e

ARARAQUARA, 06 de Junho de 2019

Enderego: Rodovia Araraguara Jau, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-4657 E-mail: sta@fcfar unesp br
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Anexo 3. Protocolo de aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCF — UNESP, Araraquara.

1) Comissio de Etica no Uso de Animals

Facullade da Clnmae Farmaolulioas - LIMEEP

CERTIFICADO

*Torna sem efeito o Parecer CEUA 1312021, de 10/02/2021

Certificamos que a proposta intitulada “Terapia personalizada para o tratamento
da obesidade”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr. 27/2020, sob a

responsabilidade da pesquisadora Jaqueline Cristina Galiardo, que envolve a

producdo, manutencdo ou utiizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica {(ou ensino) -

encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e teve suas

alteracBes aprovadas pela Coordenadora da COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP em reunido realizada no dia 30 de junho de 2021.

Finalidade

{ ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacio

Julho de 2022

Espéciellinhagemiraca

Camundongo heterogénico Swiss

N° de animais 60

Pesofldade 30g - 06 semanas

Sexo Machos

Origem Biotério Central da Unicamp — CEMIB ou Biotério Central da
UNESP

Registro CIAEP 02.00082 2019

Araraquara, 02 de julho de 2021.
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f{ _,ﬁ"fq? nﬂlvl'lfl Qg—v cﬁ! Jﬁdﬁ:{’)
Profa/Dra Alexandra Ivo de Medeiros
Coordenadora da CEUA



