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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.



Palavras—chave: Obesidade; Probiotico personalizado; Microbiota intestinal;
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 metabolicos 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



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



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 relacdes com o estado de saude (SHANAHAN; GHOSH;
O'TOOLE, 2021), devido a essas circunstancias a realizacdo de estudos

envolvendo terapias personalizadas é tao relevante.



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.



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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