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RESUMO

Introducéo: A ingestédo de probidticos, prebidticos, o transplante de microbiota
fecal e o transplante de consorcio bacteriano sdo as principais estratégias
utilizadas para modular a microbiota intestinal (MI) humana e prevenir ou tratar
diferentes doencas intestinais. Entretanto, os efeitos de tais tratamentos s&o
inconsistentes, provavelmente devido a resiliéncia desse complexo ecossistema
e as caracteristicas genéticas do hospedeiro. Objetivo: Otimizar a sele¢céo e
caracterizacdo de cepas potencialmente probidticas, a partir de amostras fecais
de criancas saudaveis e a construcdo de um “banco de microbiota”
individualizado para terapia personalizada. Metodologia: As cepas bacterianas
comensais foram isoladas das fezes de criancas (n=5), com idades entre dois e
seis anos, por plagueamento em meios seletivos. Posteriormente, foi realizada
a caracterizacdo das cepas isoladas pela técnica de amplificacdo aleatoria de
DNA polimoérfico (RAPD-PCR), coloragdo de Gram, teste de catalase,
sequenciamento do gene 16S rRNA, teste de resisténcia a condicdes
gastrointestinais simuladas e suscetibilidade a antibiéticos. Resultados: Foram
isoladas cepas pertencentes aos géneros Enterococcus 45% (E. faecium, E.
faecalis, E. avium, E. Hirae e E. galinarrium), Lactobacillus 31,7 % (L. paracasei
e L. rhamnosus), Leuconostoc 12,7% (L. lactis), Weissella 7,9% (W.confusa) e
Streptococcus 3,2 % (S. salivarius). Todas as cepas se mostraram altamente
resistentes as condi¢cBes gastrointestinais simuladas, com redu¢cdo maxima de
1,4 logio UFC / mL e populacao final entre 9 e 8 logio UFC / mL e foram sensiveis
a pelo menos trés antibidticos (ampicilina, cloranfenicol e ciprofloxacina). Apos
identificar e garantir o atendimento aos critérios minimos para cepas
potencialmente probidticas, as mesmas foram armazenadas em bancos
individuais de células microbianas, por criopreservacédo a -80 °C. Concluséo: A
criacdo de bancos de células microbianas potencialmente probidticas
individualizados, a partir de amostras de fezes humanas, se mostrou viavel para
a populacédo estudada e representa uma opgdo promissora para o tratamento
personalizado de doencas relacionadas a disbiose.

Palavras-chave: probidtico, personalizado, microbiota, criangas, banco de

células.



Abstract

Background: The intake of probiotics, prebiotics, fecal microbiota
transplantation and bacterial consortium transplantation are the main strategies
used to modulate the human intestinal microbiota (IM) and prevent or treat
different intestinal diseases. However, the effects of such treatments are
inconsistent, probably due to the resilience of this complex ecosystem and the
host's genetic characteristics. Objective: To optimize the selection and
characterization of potentially probiotic strains, from fecal samples from healthy
children and the construction of an individualized bacterial cell bank for
personalized therapy. Methodology: Commensal bacterial strains were isolated
from the feces of children (n = 5), aged between two and six years, by plating in
selective media. Subsequently, isolated strains were characterized by random
amplification of polymorphic DNA (RAPD-PCR), Gram stain, catalase test,16S
rRNA gene sequencing, resistance to simulated gastrointestinal conditions and
susceptibility to antibiotics. Results: It was isolate potentially probiotic strains of
the genera Enterococcus 45% (E. faecium, E. faecalis, E. avium, E. hirae, E.
galinarrium), Lactobacillus 31.7% (L. paracasei and L. rhamnosus) , Leuconostoc
12.7% (L. lactis), Weissella 7.9% (W.confusa) and Streptococcus 3.2% (S.
salivarius). All strains proved to be highly resistant to in vitro simulated
gastrointestinal conditions, with a maximum reduction of 1.4 logio CFU / mL and
final population between 9 and 8 logio CFU / mL and were sensitive to at least
three antibiotics (ampicillin, chloramphenicol and ciprofloxacin). After identifying
and ensuring compliance with the minimum criteria for potentially probiotic
strains, they were stored in individual microbial cell banks by cryopreservation at
-80 ° C. Conclusion: The creation of potentially individualized probiotic microbial
cell banks, based on human feces samples, proved to be viable for the population
studied and represents a promising option for the personalized treatment of
diseases related to dysbiosis.

Keywords: probiotic, personalized, microbiota, children, cell bank
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Introducao

O corpo humano abriga uma enorme, complexa e dinamica
comunidade de microrganismos, que reune mais de 100 trilhGes de
microrganismos, sendo que a maior parte se encontra no trato gastrointestinal
(TGI) inferior, especificamente no colén [1]. Esse ecossistema microbiano é
conhecido como “microbiota intestinal” (MI), que consiste em uma comunidade
de microrganismos comensais e patogénicos que, junto com cerca de 3 milhdes

de genes (microbioma), atuam de forma simbidtica com o hospedeiro [2].

A MI é regulada e estabilizada por uma complexa rede de interacdes que
envolve um “crosstalk” entre as vias metabdlica, imune e neuroenddcrina, e que
€ mediada por metabdlitos sintetizados pelos proprios microrganismos [3]. Essa
comunidade atua principalmente, na modulacdo da defesa imunoldgica [4, 5],

funcao cerebral [6] e regulacdo do metabolismo do hospedeiro [7, 8.

Estudo realizado por Savage (1977) demonstrou que a quantidade de
células microbianas presente no TGI chega a ser dez vezes (10:1) superior ao
namero de células do corpo humano, quando sdo consideradas apenas as
células nucleadas. J& em estudo realizado por Sender et al. (2016) foi
evidenciado que a proporcdo entre células humanas e microbianas €
praticamente igual (1:1.3), quando se leva em consideracédo também a contagem
de células enucleadas (heméacias).

Essa enorme comunidade € composta por bactérias, virus, fungos,
parasitas e Archaea [9, 10]. Em um adulto saudavel a MI é constituida,
principalmente, pelos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinobacteria, com predominio de Bacteroidetes e Firmicutes, que juntos
representam mais de 90% do total da comunidade microbiana [11, 12]. Estudo
conduzido por Arumugam et al. (2011) concluiu que a Ml humana pode ser
agrupada em trés “enterétipos” de acordo com a abundancia de Bacteroides spp.
(enterotype 1), Prevotella spp. (enterotype 2) e Ruminococcus spp. (enterotype
3). Apesar dessa aparente similaridade, a Ml de cada individuo apresenta um

perfil particular e Unico, que varia taxonémica e funcionalmente em cada parte



do TGI e sofre variacdes relacionadas a idade, uso de antibioticos, fatores
ambientais e habitos de vida (alimentacéo, tabagismo e pratica de exercicios)
[14].

Ao longo do TGI ocorre uma variagdo quantitativa das comunidades
bacterianas. O estbmago e o intestino delgado apresentam menor colonizacao
de bactérias (10° a 10* bactérias / mL) quando comparado ao célon (104
bactérias/mL). Isso ocorre devido ao pH &cido, presenca de secrec¢des biliares e
pancreaticas, atividade peristaltica, baixos niveis de oxigénio e presenca de
antimicrobianos no estomago e no intestino delgado. Mesmo nessas condi¢des,
uma comunidade microbiana, dominada por anaerébios facultativos que
independente da presenca ou ndo de oxigénio, conseguem se estabelecer
devido a alta tolerancia as condi¢cdes adversas encontradas nesses locais [15,
16].

No estdmago, duodeno e jejuno se encontram principalmente bactérias
dos géneros Estreptococos spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp,
Lactobacillus spp. e Corinebacterium spp. Enquanto no ileo e no colén sao
predominantes: Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Bacterbides

spp., Eubacterium spp., Clostridium spp., Ruminococcus spp. e Bifidobacterium
spp. [17].

O estabelecimento da MI é um processo complexo, influenciado por
diversas interacdes reciprocas entre a microbiota, o hospedeiro e as condi¢cdes
ambientais a que o mesmo é exposto. A Ml do adulto mantém-se mais estavel
ao longo do tempo, apresentando uma maior diversidade de microrganismos,
contrastando com a Ml de recém-nascidos e crian¢as nos primeiros anos de vida
(zero a trés anos de idade), que passam por uma colonizacao rapida e possuem

menor diversidade e estabilidade [18].

Alguns estudos sugerem que a colonizacdo do TGl comeca antes do
nascimento, através do contato do feto com o liquido amni6tico e o cordao
umbilical [19, 20]. Entretanto, a hipétese mais aceita é que a coloniza¢do ocorra
apos o nascimento, sendo adquirida a partir do contato do bebé com o meio

externo, incluindo a microbiota vaginal, fecal e pele da mée e de profissionais da



saude envolvidos no parto. O tipo de parto (normal e cesareo) também influéncia
a colonizacdo inicial da microbiota, composta principalmente por bactérias
aerObias e anaerbdbias facultativas dos géneros Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Enterobacter spp., seguida de
anaerobios obrigatorios dos géneros Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. e
Clostridium spp. [21-23].

No primeiro ano de vida o TGI da crianga vai de estéril para colonizagéo
extremamente densa, com a populacdo composta principalmente por
microrganismos dos filos Actinobacteria e Bacteroidetes. Ao completar dois ou
trés anos de idade essa microbiota adquire certa estabilidade, assemelhando-se
a encontrada no intestino de um individuo adulto [24]. Entretanto, alguns
episodios de diarreia, tratamento com antibidticos ou intervencdes dietéticas
podem causar alteragdes em sua composigao [25].

A Ml é responséavel pela fermentacdo de carboidratos complexos, ndo
digeriveis pelo hospedeiro, que resulta na formacédo de gases e acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), especialmente acetato, propionato e butirato -
metabdlitos importantes na génese de diferentes doencas. A fermentacdo
desses carboidratos melhora a absorcéo de ions no ceco, estimula a producéo
de muco e a funcdo de barreira intestinal. Os AGCCs podem se ligar aos
receptores acoplado a proteina G (GPCR-41 e GPCR-43), relacionados a
inducéo da secrecédo de peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e peptideo
YY (PYY) que contribuem para reducao do apetite, aumento do gasto energético,
e melhora do metabolismo da glicose e secrec¢éo de insulina [25-27]. O butirato
€ quase todo consumido pelo epitélio do colén se tornando uma importante fonte
de energia para os colondcitos, atuam como proteinas receptoras nucleares
ativadas por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARY), estimulador da
B-oxidacao (processo catabdlico de acidos graxos que consiste na sua oxidacao
mitocondrial) e consumo de oxigénio, mantendo um ambiente anaerdbio no
[imen intestinal [28—30]. Além disso, a Ml também esta envolvida na protedlise,

sintese de vitaminas, absorc¢ao de calcio, magnésio e ferro [31-34].



Outra importante funcdo da Ml e seus metabdlitos esta associada a sua
intima relagcdo com o sistema imunoldgico da mucosa intestinal. AGCCs foram
relacionados a restauracdo ou aumento de células T reguladoras (Tregs), que
expressam o fator de transcricdo Foxp3 e sdo responsaveis pela manutencéo da
homeostase do sistema imunoldgico e limitam a inflagdo intestinal da colite
induzida experimentalmente [35]. Os metabdlitos derivados da microbiota
também atuam na modulacao da resposta imune pela ativagdo do inflamassoma
e producdo de interleucinas e de peptideos antimicrobianos. Muitas doencas
cronicas sdo associadas a uma alteracdo na regulacdo das respostas
inflamatorias, com participacdo da Ml e seus metabdlitos, ja que o intestino é

considerado o maior 6rgdo imunoldgico do corpo humano [36].

Ao longo dos anos, diferentes estudos vém elucidando o papel
fundamental da Ml na saude do ser humano e como as alteracdes qualitativas
(perdas de diversidade microbiana) e quantitativas afetam diretamente o
metabolismo e a resposta imune do hospedeiro, contribuindo para a patogénese
de diferentes doencas inflamatorias, autoimunes e comportamentais, incluindo
obesidade, diabetes, doencas inflamatérias intestinais, asma e distarbios do

sistema nervoso central [37-39].

Apesar de ser dificil estabelecer uma relacao entre perfil de microbiota e
doencas especificas, alguns estudos conseguiram respostas robustas.
Pacientes portadores de doencas inflamatdrias intestinais frequentemente
apresentam reducdo na biodiversidade da MI [40], com diminui¢do de bactérias
do filo Firmicutes (particularmente da classe Clostridia) e aumento das
pertencentes ao filo Proteobacteria, que inclui varios géneros patogénicos
(Escherichia spp., Campylobacter spp., Heliobacter spp.) [41]. Por outro lado, a
microbiota de individuos obesos exibe maior propor¢cdo de microrganismos do

filo Firmicutes e menor de Bacteroidetes [42, 43].

O uso de antibiéticos de amplo espectro que, além de controlar os
microrganismos patogénicos podem suprimir microrganismos benéficos, é a
causa mais conhecida envolvida no desequilibrio da MI, também conhecido

como disbiose intestinal [44—46]. Alguns antimicrobianos, como a rifaximina, tém



sido utilizados para o controle de sintomas caracteristicos de doencas
gastrintestinais e modulacdo da microbiota [47]. Entretanto, como ja
mencionado, a antibioticoterapia pode ser causa de disbiose intestinal, além de
existir a possibilidade de selecdo de patdgenos resistentes ao antibidtico
utilizado [48, 49].Dietas inadequadas e fatores psicoldgicos, também s&o
associados a modificagdo na composi¢cdo da Ml e a maior susceptibilidade a

doencas intestinais e extra-intestinais [50, 51].

Diante da importancia da disbiose na génese de diferentes doencas e 0
seu impacto na saude, houve um crescente interesse na modulacdo desse
ecossistema. Algumas abordagens tém sido utilizadas com esse proposito,
merecendo destaque a administracao de antibiéticos, probidticos e prebibticos,
transplante de microbiota fecal e, recentemente, as terapias personalizadas [52,
53].

O transplante de microbiota fecal (TMF) envolve a administracdo de
comunidades microbianas minimamente manipuladas das fezes de um doador
saudavel para um paciente com microbiota degenerada, através do uso de sonda
ou via oral em capsula. Essa abordagem vem sendo aplicada com sucesso em
pacientes que apresentam infecgles intestinais recorrentes por Clostridium
difficile. Uma revisdo de 317 casos de doencas intestinais recorrentes, causadas
particularmente por esse patégeno, concluiu que o TMF levou a resolucdo de
92% dos casos [54]. Porém as preocupacbes com a possibilidade de
transmissdo de infeccbfes ocultas do doador, aceitacdo do paciente,
transferéncia potencial de uma microbiota que predispde o receptor a obesidade,
doenca inflamatéria intestinal ou sindrome metabdlica, ainda limitam a utilizacéo
dessa técnica [55]. O transplante de consorcio bacteriano, que consiste na
utilizacéo de cepas isoladas das fezes de um doador saudavel para o tratamento
de doengas em um paciente receptor, pode ser considerado uma evolugdo do
TMF e aumenta a seguranca da terapia [56].

Entre as principais estratégias utilizadas para modular a composi¢céao da
Ml esta a administracdo de microrganismos probidticos, que podem ser

veiculados em alimentos ou em formas farmacéuticas. De acordo com a Food



and Agriculture Organization (FAO) e International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics, probitticos € definido como “microrganismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a
saude do hospedeiro” [57, 58]. Os microrganismos probidticos mais estudados
e utilizados em alimentos funcionais e suplementos alimentares incluem:
Bifidobacterium spp. das espécies B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B.
breve e B. longum e Lactobacillus spp. das espécies L. acidophilus, L. casei,
L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L.
rhamnosus e L. salivarius [59, 60].

Apbs estudos realizados com diferentes doencas que ocorrem no TGl
(diarreia infecciosa, diarreia associada a antibidticos, colite ulcerativa e
enterocolite necrosante), ficou claro que a maioria dos microrganismos
probidticos compartilham dos mesmos mecanismos de acdo, atuando no
estabelecimento de um sistema digestivo e imunoldgico saudavel [61-64]. Os
principais mecanismos de acdo dos probiodticos incluem: aumento de
microrganismos benéficos na MI; aderéncia competitiva a mucosa e epitélio;
fortalecimento da barreira epitelial intestinal; producdo de metabdlitos, com

destaque para os AGCC e modulacédo do sistema imunoldgico [64, 65].

No entanto, ndo se pode generalizar os potenciais beneficios desses
microrganismos, pois os efeitos dos probidticos tendem a ser especificos para
cada cepa. Estudos com microrganismos probioticos especificos vém elucidando
os efeitos benéficos e seus diferentes mecanismos de acdo: L. plantarum tem
sido apontado como indutor de producédo de mucinas (MUC2 e MUC3) que séo
glicoproteinas complexas sintetizadas e secretadas por células epiteliais,
incluindo as células epiteliais da mucosa do trato intestinal que inibem aderéncia
de patdgenos como Escherichia coli enteropatogénica; Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. foram capazes de inibir o crescimento de uma ampla gama
de patdgenos, incluindo E. coli , Salmonella spp., Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes, e rotavirus, através da producdo de substancias

antimicrobianas como bacteriocinas, acidos latico e acético [64, 66—72].



Apesar dos efeitos benéficos comprovados dos probioticos na prevencéo
e tratamento de doengas intestinais (diarreia infecciosa, diarreia associada a
antibidticos, colite ulcerativa, doenca celiaca e enterocolite necrosante) [61-
64] e extra-intestinais (diabetes tipo 1, artrite rematoéide) [73, 74], os resutados
dessa abordagem sdo, muitas vezes, inconsistentes, tanto em modelos animais,
quanto em estudos clinicos. A dose, a via de administracao e a formulacédo da
preparacdo probidtica podem afetar a sua eficacia, o que explicaria em parte os
resultados divergentes encontrados [75, 76]. Outro fator relevante, e que vem
sendo estudado mais profundamente, € o impacto da variabilidade genética do
hospedeiro na composi¢éo e fung¢édo da MI, que influencia aspectos fisioldgicos
e na forma como o organismo responde a alguns tratamentos.

Assim diante das limitacdes do TMF, das inconsisténcias dos resultados
com probioticos e da especificidade da microbiota, houve a necessidade de
abordagens inovadoras, surgindo com isso um novo conceito de medicina
‘personalizada” ou “de precisdo” aplicada a microbiota, que atende as
caracteristicas especificas do hospedeiro.Essa terapia personalizada foi definida
dentro da medicina por Larry e Longo (2015) como “um tratamento voltado para
as necessidades de pacientes individuais, com base em biomarcadores,
caracteristicas genéticas, fenotipicas ou psicossociais, que distinguem um dado
paciente de outros pacientes com apresentagdes clinicas semelhantes”.

Suwal et al. (2018) avaliaram os fatores que interferem na eficacia dos
probiéticos na prevencdo da colite e os resultados evidenciaram que a
composicdo especifica da MI, junto com fatores genéticos de cada hospedeiro,
pode ser determinante no efeito observado. Acredita-se ainda, que a microbiota
ja estabelecida de cada individuo dificulte a incorporacéo de cepas microbianas
que ndo fazem parte daquele ambiente, como as cepas probidticas
convencionais, interferindo no efeito esperado. Portanto, o tratamento de um
paciente que sofre de uma infeccéo intestinal recorrente poderia ser mais eficaz
com a utilizacdo de uma ou mais espeécies de microrganismos benéficos,
isolados do proprio paciente [78].

Em um estudo realizado Chong et al. (2020), sobre a composi¢cao Ml de

individuos que passaram por transplante de 6rgdos e de células-tronco



hematopoiéticas, foi relatado que o0 uso de antibidticos e de regimes
preparatérios antes do transplante podem esgotar as bactérias comensais do
intestino, resultando em disbiose intestinal. O tratamento personalizado, com
cepas isoladas do proprio individuo antes de serem transplantados, foi citado
como uma boa opcdo para repor a MI, pois respeitaria a especificidade e
minimizaria o efeito do fenbmeno de resiliéncia da microbiota, que dificulta a
incorporacao de novos microrganismos a comunidade de microrganismos nativa
[80].

Apesar de ser um conceito muito aceito pela comunidade cientifica,
poucos estudos avaliaram a eficicia da terapia personalizada com probiéticos
em tratamentos de doencas intestinais ou extra intestinais. A maioria dos estudos
que utilizou essa abordagem selecionou cepas capazes de produzir
determinados metabdlitos [81] ou que auxiliam no desempenho de um grupo
especifico de individuos [82].

Assim, o grupo do Laboratorio de Pesquisa em Probioticos da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-Unesp, Araraquara/SP) popés uma nova
abordagem de terapia personalizada com microrganismos potencialmente
probiéticos isolados do proéprio individuo, para prevencdo e tratamento de
doencas relacionadas a disbiose. Essa abordagem consiste no isolamento de
cepas potencialmente probidticas das fezes de um individuo saudavel,
preferencialmente na infancia e logo apo6s a estabilizacdo da microbiota (entre
dois e trés anos de idade), para garantir a selecdo de uma gama maior de cepas
e evitar a influéncia de doengas que venham a se desenvolver durante a vida.
Essas cepas sédo identificadas, caracterizadas e armazenadas em um “banco de
microbiota”. Caso o paciente doador manifeste alguma doenca cuja génese
envolva a disbiose, essas cepas seriam utilizadas para a restauracdo da
microbiota indigena.

A selecdo e a criacdo de um banco de microrganismos da Ml para a
terapia personalizada envolve métodos de cultivo convencional, técnicas
moleculares e técnicas de conservacdo de microrganismos, garantido assim

cepas puras, identificadas e que sobrevivam ao longo dos anos.



Diversas sdo as técnicas moleculares utilizadas em estudos sobre
diversidade genética microbioldgica, entre elas esta a RAPD-PCR (Random
Amplified Polymorphic DNA) uma técnica rapida, econémica e que nao exige
conhecimento prévio do genoma sob investigacdo. Essa técnica utiliza primers
randémicos curtos (10-25 bases) e arbitrarios, capazes de anelar em multiplos
locais do genoma a baixas temperaturas, amplificando fragmentos de tamanhos
variados e caracteristicos do DNA molde, que servem para discriminar individuos
ou espécies. A RAPD-PCR é uma reacdo enzimatica e as concentracdes dos
componentes (primers, MgCI2, dNTPs, DNA e enzima Taq), as condi¢cdes da
reagdo e a qualidade do DNA interferem diretamente nos resultados e, por isso,
0os protocolos de analise precisam ser cuidadosamente desenvolvidos para
serem reproduziveis [83]. Esse método possibilita a deteccdo das variagdes
genéticas presentes nos isolados, relacionadas a eventos moleculares como
mutacbes pontuais, rearranjos gendmicos e cromossOmicos, delecdo e
insercdes (64), com geracao de diferentes padrdes de bandas (65).

Para que as cepas selecionadas da Ml de cada individuo possam ser
utilizadas futuramente, caso o individuo desenvolva doenca relacionada a
disbiose ou passe por procedimento que altere a composi¢cao da sua microbiota,
€ necessario utilizar técnicas adequadas de preservacdo e de criacdo de
biobancos.

Até o presente momento, a criopreservacdo € o melhor e mais usado
método de preservacdo disponivel, que possibilta a longo prazo um
armazenamento estavel de microrganismos e permite adaptacfes para adequar
0 protocolo a cada tipo de célula [84]. A criopreservacado € a preservacao de
materiais biolégicos em temperaturas criogénicas, geralmente entre -80°C ou -
196°C, temperaturas essas consideradas ideais para a preservacao das células,
pois as chances de mutacbes no DNA sdo quase nulas. Essas baixas
temperaturas evitam a desnaturacdo das proteinas e do DNA, retardam o
movimento da agua, evitando danos celulares e interrompem as atividades
bioquimicas e fisiolégicas das células, garantindo protecao por longos periodos
de tempo [85]. A composicdo do meio de criopreservacdo, a natureza dos

crioprotetores, o procedimento de congelamento e descongelamento e a



suscetibilidade das células ao dano por congelamento sdo alguns fatores
essenciais para uma preservacao bem-sucedida [84].

Os métodos de congelamento mais utilizados sdo os mecanicos, que
envolvem um ciclo de refrigeracdo normal, e o criogénico, por contato com
nitrogénio liquido. O método criogénico, apesar de mais caro, permite um
congelamento rapido, que ocasiona menos danos e possibilita a conservacao
dos microrganismos com seguranga por muitos anos e com pouca manutengao
[84].

No entanto, todo congelamento pode ocasionar crioinjuria nas células,
gue sao danos causados por concentracdo, mudancas de pH, precipitacado de
tampdes, gases dissolvidos, concentragcdo de eletrdlitos, cristalizagédo
intracelular resultante da perda de agua de hidratacdo de macromoléculas e
encolhimento celular [86, 87]. No intuito de reduzir esses danos, as abordagens
tradicionais para criopreservacao envolvem o resfriamento controlado a taxa de
-1 °C por minuto, com uso de crioprotetores, sendo os mais utilizados glicerol,
trehalose ou dimetilsulfoxido (DMSO) [88].

A escolha do agente crioprotetor depende do tipo de célula a ser
preservado. Para a maioria das células, o glicerol é o agente de escolha porque
geralmente é menos toxico que o DMSO. No entanto, DMSO € mais penetrante
e geralmente é o agente usado para células complexas, como protistas.
Recomenda-se que o agente crioprotetor seja diluido para a concentragao
desejada em meio de crescimento fresco, antes de adiciona-lo a suspenséao de
células. Isso minimiza os potenciais efeitos deletérios das reacfes quimicas e
garante uma exposicdo uniforme ao agente crioprotetor, reduzindo potenciais
efeitos toxicos [87, 89]. DMSO e glicerol sdo geralmente usados em
concentracdes que variam de 10 - 15% (v / v), dependendo do tipo de célula
preservada [89].

Outro fator importante para preservacéo de microrganismos a longo prazo
€ o descongelamento das células, que deve ser rapido e controlado, utilizando
banho-maria a 37 °C [89].

Diferentes estudos estdo sendo realizados na tentativa de criagcdo de um

protocolo de criopreservacéo universal e padronizado, levando em consideracao



0s objetivos, a variedade de caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos
microrganismos da MI e incluindo os critérios para avaliagdo da eficacia da
criopreservacao [89-91]. No entanto, até 0 momento ndo existe consenso sobre
o melhor protocolo para preservar os microrganismos selecionados da Ml a longo
prazo, e que seja capaz de contemplar as especificidades de cada cepa.

A Federacdo Mundial de Colecbes de Cultura (World Federation for
Culture Collections - WFCCs) produziu um guia que estabelece critérios para a
operacédo de cole¢des de cultura, e entre os principais objetivos esta o uso de
técnicas de preservacdo a longo prazo. A WFCCs reconhece que diferentes
microrganismos geralmente demandam de métodos de preservagdo especiais
para garantir a viabilidade, armazenamento e pureza ideal. A entidade
estabelece que, por seguranca e a fim de minimizar a probabilidade de perda,
cada cepa deve, sempre que possivel, ser mantida por pelo menos dois
procedimentos diferentes, onde pelo menos um deles seja por liofilizagdo ou
armazenamento em temperatura ultrabaixa em nitrogénio liquido ou freezers
mecanicos. Na impossibilidade de utilizar dois métodos distintos, os estoques
criopreservados devem ser mantidos em locais separados e deve ser
estabelecidos bancos de células mestras, a partir dos quais podem ser obtidos
estoques adicionais para distribuigao [92].

A gestdo da qualidade e seguranca dos bancos de criopreservacao foi
abordada inicialmente pela Organization for Economic Co-operation and
Development (OCDE), juntamente com Biological Resource Centres (BRCS),
com intuito de estabelecer um padrdo de qualidade comum, mas que fosse
baseado em uma extensdo da orientacdo ja existente que havia sido
estabelecida anteriormente para cole¢cbes de culturas de células e
microrganismos, usando as seguintes orientacoes:

e Diretrizes da WFCC para o estabelecimento e operacado de

cole¢des de microrganismos (http://www.wfcc.info/quidelines/).

e Sistema de gestao de qualidade UKNCC (http://www.ukncc.co.uk/)

e Diretrizes de Recursos e Informacbes Bioldgicas (CABRI)

(http://www.cabri.orqg/).



http://www.wfcc.info/guidelines/
http://www.ukncc.co.uk/
http://www.cabri.org/

Essas orientacdes trazem as diretrizes gerais para todas os BRCs em
praticas organizacionais, de biosseguranca e para dominio de microrganismos,
que inclui a execucdo de testes de autenticacdo e estabelece informacdes
basicas para verificacbes da manutencdo durante o armazenamento. Para
garantir que as culturas ndo tenham sofrido alteracdes fisiolégicas ou genéticas
apos a criopreservacao, devem ser realizadas avalia¢cdes da taxa de crescimento
e morfologia da cultura, incluindo a andlise do metabolismo ou uma avaliacdo
em nivel molecular, garantindo assim que as cepas sejam puras e sobrevivam a
longo do tempo [84, 93].

Quando se pensa na terapia personalizada e na necessidade de
armazenamento das cepas a longo prazo, todos 0s aspectos de criopreservacao
devem ser considerados, para garantir a sobrevivéncia e seguranca das
mesmas.

O primeiro estudo utilizando a terapia personalizada proposta por nosso
grupo de pesquisa, com microrganismos isolados da microbiota antes da
instalagao da doenca, foi conduzido por Celiberto et al. (2018). Nesse estudo foi
feito o isolamento de cepas bacterianas (Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
spp.) das fezes de camundongos saudaveis e, em seguida, administradas de
volta ao hospedeiro como um tratamento personalizado para colite induzida por
dextran sulfato de sddio (DSS). O grupo que recebeu o probiotico personalizado
mostrou susceptibilidade reduzida a colite em comparagédo com o0 grupo que
recebeu o probidtico comercial. Essa melhora foi caracterizada por um menor
indice de atividade da doenga e menor dano histopatolégico no cdélon. Além
disso, o probidtico personalizado foi mais efetivo na modulacdo da resposta
imune do hospedeiro, levando a redugao de IL-1B e IL-6 (citocinas pré-
inflamatérias) e aumento de TGF-B e IL-10 (citocinas anti-flamatdrias). Os
resultados indicam que os probidticos personalizados possuem uma vantagem
sobre os probidticos comerciais no tratamento de condi¢des relacionadas com a
disbiose, possivelmente porque foram isolados da propria microbiota do
hospedeiro. Em outras palavras, nenhum novo microrganismo foi introduzido e

a populagéo original foi somente restabelecida.



A presente proposta se assemelha somente a dois estudos conduzidos
por Kort et.al. (2014) e Nakatsuji et al. (2017). O primerio propds a coleta de
material bioldgico de individuo portador de uma doenga e o cultivo dessa amostra
em condi¢gdes que estimulariam a multiplicacao de bactérias probidticas, que
poderiam ser utilizadas para elaborar medicamentos para o tratamento de
doencgas, como vaginose bacteriana. Entretanto, trata-se apenas de uma
proposta, sem resultado in vivo publicado. No segundo estudo, cepas de
Sthaphylococcus hominis ou Sthaphylococcus epidermidis produtoras de
substancias antimicrobianas contra S. aureus foram isoladas da pele de
individuos saudaveis e portadores de dermatite atépica e utilizadas para formular
um creme para tratamento da dermatite. O diferencial do trabalho conduzido por
nosso grupo de pesquisa é o fato de propormos a coleta de microrganismos e o
estabelecimento do “banco de microbiota” antes do desenvolvimento da doenga,

garantindo a restauragéo da microbiota comensal saudavel do paciente.

No estudo realizado por Celiberto et al. (2018) foi possivel selecionar duas
cepas de Bifidobacterium spp. e uma de Lactobacillus spp. diferentes,
provavelmente pelo fato de terem sido utilizados animais isogénicos e Specific
Pathogen Free. Acredita-se que o ideal seria o isolamento de um maior numero
de espécies desses géneros, para garantir a restauracéo da MI. Nesse sentido,
acreditamos que o proximo passo para testar essa abordagem ¢é a realizagao do
isolamento de uma maior quantidade de cepas diferentes de voluntarios
saudavéis, na faixa etaria entre trés e seis anos, periodo em que a microbiota

intestinal atingiu a estabilidade.

Frente ao exposto, este trabalho tem como objetivo geral a otimizagao e
construgdo de um banco de células microbianas, constituido de cepas
potencialmente probidticas isoladas da microbiota fecal humana, para utilizagao
em terapia personalizada. Os objetivos especificos incluem a otimizagdo da
técnica de RAPD com as cepas isoladas da microbiota de cada individuo;
isolamento e caracterizacdo de cepas potencialmente probiodticas das fezes de
individuos na faixa etaria entre trés e seis anos de idade; idenficacdo a nivel

especie de cada cepa selecionada da microbiota fecal dos individuos por



técnicas moleculares (sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S) e
elaboracdo de um “banco de microbiota” para cada individuo, avaliando a

viabilidade da proposta apresentada.

Considerac0es finais

Foi possivel isolar cepas potencialmente probidticas e criar bancos de
células microbianas representativas da Ml de cada individuo, armazenando as
células por criopreservacao para uso na terapia personalizada.

O diferencial dessa nova abordagem é a possibilidade de reverter a
disbiose intestinal com bactérias da MI do préprio paciente, isoladas nos
primeiros anos de vida e respeitando as caracteristicas de cada individuo.

As técnicas aqui apresentadas, tanto de cultivo como moleculares, foram
adequadas para a criacdo dos bancos de microbiota personalizados. Porém,
metodologias para selecéo de outros géneros importantes, como Bifidobacterium
spp., continuardo a ser testados para garantir maior diversidade na composicéo
do “banco de microbiota”.

Essa estratégia pode auxiliar na reducdo dos resultados inconsistentes
associados ao uso de probiodticos comerciais e dos potenciais riscos do TMF, ja
que as cepas pertencem a microbiota indigena do paciente e sdo previamente
selecionadas e caracterizadas.

A proposta da terapia totalmente personalizada com probidticos
apresentada nesse estudo pode ser considerada segura, pois foram isoladas
cepas de bactérias laticas que ja viviam em harmonia na microbiota de cada
paciente e todas possuem sensibilidade a pelo menos trés antibioticos utilizados
em terapia antimicrobiana.

A principal limitagdo do estudo refere-se a impossibilidade de determinar
a concentracéo ideal de cada cepa necessaria para restauracao da microbiota e
obtencéo dos efeitos benéficos.

Os resultados obtidos com essa terapia sao promissores, mas antes de
serem aplicados em humanos, devem ser testados em outros modelos animais

e doencas distintas, para confirmacéo dos efeitos benéficos.
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