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RESUMO

Introdugao: A enterocolite necrosante (ECN) é uma doenca intestinal grave que acomete
neonatos prematuros, causando mortalidade elevada, a despeito de todos os avangos em
terapia intensiva neonatal. A doenca tem causa multifatorial, onde os episodios de isquemia e
reperfusdo, bem como as alteragdes causadas na microbiota intestinal imatura, conhecidas
como disbiose, apresentam papel fundamental. Nesse sentido, a corre¢do da disbiose, com
transplante de microbiota fecal (TMF), tem demonstrado efeitos benéficos em modelos
experimentais da doenga. Ainda, as variadas formas de administracdo e conserva¢ao do
material do TMF, diferentes resultados a depender do doador, bem como a seguranca do
procedimento, levam a questionamentos sobre a terapia. Objetivo: Comparar o efeito do TMF
fresco, transplante de fezes esterilizadas (TFE) e o uso de probidticos sobre a lesdo tecidual,
inflamacao e estresse oxidativo em modelo neonatal de ECN. Métodos: Para o estudo foram
utilizados animais recém-nascidos da linhagem Wistar, os quais foram submetidos a um
modelo de hipoxia e gavagem, com protocolo ja descrito para mimetizar um quadro de ECN.
Os animais foram divididos em cinco grupos: Controle; ECN; ECN+TMF; ECN+TFE e
ECN+ probidticos. Andlises foram realizadas a fim de identificar se as fezes nestas duas
formas de administra¢ao foram efetivas para diminuir lesdo tecidual, resposta inflamatoria e
lesdo oxidativa causada pela ECN em cérebro, intestino e soro. Foi avaliada se a eficicia era
semelhante a administracdo de probioticos. Resultados: As citocinas pro-inflamatérias estao
aumentadas no grupo ECN e os niveis de IL-10 estdo diminuidos no intestino, cérebro e soro.
TMF fresco e fezes estéreis foram mais eficazes em reduzir a inflamag¢do quando sdo
comparados ao uso de probioticos. O dano oxidativo e histologico no intestino sdo aparentes
no grupo ECN e ambos os tratamentos baseados em fezes tiveram efeito protetor. Conclusio:
Ambos TMF e fezes estéreis sao eficazes na reducao da resposta inflamatoéria, dano oxidativo
e lesdo histoldgica, no intestino e cérebro, quando comparado ao tratamento com probioticos,
em modelo experimental de ECN. Possivelmente esse efeito benéfico se deva a debris
bacterianos, proteinas, compostos antimicrobianos, produtos do metabolismo,
oligonucleotideos, e nanoparticulas, além da propria microbiota em si. A utilizacdo de fezes
esterilizadas teoricamente proporciona maior seguranga para pratica clinica, com efeito muito
similar ao TMF.

Palavras-chave: Enterocolite necrosante; Transplante de microbiota fecal; probidtico; fezes
esterilizadas



ABSTRACT

Introduction: Necrotizing enterocolitis (NEC) is a serious intestinal disease that affects
premature neonates, causing high mortality, despite all advances in neonatal intensive care.
The disease has a multifactorial cause, where episodes of ischemia and reperfusion, as well as
changes caused in the immature intestinal microbiota, known as dysbiosis, play a fundamental
role. In that regard, the correction of dysbiosis with fecal microbiota transplantation (FMT)
has shown beneficial effects in experimental models of the disease. Still, different forms of
administration and conservation of FMT material, different results depending on the donor,
as well as the safety of the procedure, lead to questions about the therapy. Objective: To
compare the effect of fresh FMT, sterile stool transplant (SST) and the use of probiotics on
tissue damage, inflammation and oxidative stress in a neonatal NEC model. Methods:
Newborn animals of the Wistar lineage were used for the study, which were submitted to
hypoxia and fed by gavage, with a protocol similar to the NEC. The animals were divided into
five groups: Control; NEC + saline; NEC + FMT; NEC + SST and NEC + probiotics.
Analyzes were performed in order to identify which of the two forms of FMT administration
would be effective in decreasing tissue damage, inflammatory response and oxidative damage
caused by NEC in brain, gut and serum. It was evaluated whether the effectiveness is similar
to probiotics. Results: Pro-inflammatory cytokines are increased in the NEC group and IL-10
levels are decreased in gut, brain and serum. Fresh FMT and sterile stool transplant were more
effective in reducing inflammation when compared to probiotics. Oxidative and histological
damage in gut are clear in the NEC group and both stool-based treatments had a protective
effect. Conclusion: Both TMF and sterile feces are effective in reducing the inflammatory
response, oxidative damage and histological damage, in the intestine and brain, when
compared to treatment with probiotics. Possibly this beneficial effect is due to bacterial debris,
proteins, antimicrobial compounds, products of metabolism, oligonucleotides, and
nanoparticles, in addition to the microbiota itself. The use of sterilized feces theoretically
provides greater safety for clinical practice, with an effect very similar to TMF.

Key-words: Necrotizing enterocolitis; Fecal microbiome transplantation; probiotic; sterile
feces.
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1. INTRODUCAO

A Enterocolite Necrosante (ECN) ¢ uma doenca multifatorial que acomete o trato
gastrointestinal do recém-nascido (RN), provocando necrose parcial ou completa da parede
gastrointestinal (de Souza, 2008; Besner, 2014). A doenca ocorre em 90% dos casos nos
primeiros 10 dias de vida, sendo que o risco de ser acometido ¢ inversamente proporcional ao
peso e idade gestacional (de Souza, 2008; Coran, 2012; Besner, 2014). E uma patologia
principalmente de neonatos prematuros, chegando a atingir 10% dos recém-nascidos com
menos que 1500 gramas, dos quais 20 a 30% nao sobrevivem (Hogberg et al., 2013; Bergholz
et al., 2013; Karadag et al, 2015; Yu et al., 2015). A medida que a sobrevida dos prematuros
extremos, aqueles com menos de 28 semanas de gestacdo ou 1000 gramas, continua a
aumentar, a incidéncia de complicacdes da prematuridade como a ECN, também estdo
aumentando (Mollen et al., 2008; Radulescu et al, 2009).

A despeito extraordindrios avangos no atendimento de terapia intensiva neonatal
(UTINeo), nos ultimos vinte anos nao houve melhora significativa na mortalidade dos
pacientes com ECN (Rich et al., 2017). Os principais tratamentos disponiveis hoje se
restringem a antibidticos, cirurgia e suporte avancado de vida, até que a resposta inflamatoria
e a necrose cessem (de Souza, 2008; Coran, 2012; Rich et al., 2017). Em virtude disso, a
pesquisa em relacdo a patogénese da doenga e a prevengdo da mesma, tem sido o principal
objetivo de muitos pesquisadores (Besner, 2014). E reconhecido o papel do leite materno e da
microbiota intestinal na prevencdo da patologia, o que tem levado a formagao dos bancos de
leite materno, utilizagdo de prebidticos, probidticos e finalmente, a nivel experimental,

transplante de microbiota fecal (TMF) (Li X et al., 2017; Prado et al., 2019).

1.1 QUADRO CLINICO DA ENTEROCOLITE NECROSANTE

Os pacientes apresentam, no inicio do quadro clinico, sintomatologia compativel com
sepse no RN, com suas respectivas alteragdes clinicas e laboratoriais, como por exemplo:
letargia, instabilidade térmica, vOmitos ou residuo gastrico bilioso, apnéia, bradicardia,
hipoglicemia, choque, leucopenia, trombocitopenia e acidose metabolica progressiva (de
Souza, 2008; Coran, 2012; Benkoe et al., 2014a; Rich et al., 2017). A medida que a doenga
progride, sinais e sintomas clinicos sdo direcionados para o quadro abdominal, com o paciente
podendo apresentar enterorragia, distensdo abdominal, massas palpaveis e eritema de parede
abdominal (de Souza, 2008; Coran, 2012). Radiologicamente, a presenga de pneumatose

intestinal confirma a patologia, ela representa a presenca de pequenas bolhas de gés na parede
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intestinal, a qual correspondem a hidrogénio, subproduto do metabolismo bacteriano (Rich et
al., 2017; van Druten et al., 2019). A pneumatose intestinal pode estar ausente no inicio do
quadro clinico, ocorrendo apenas imagens da distensdo de algas intestinais, mas sua presenga
confirma o diagndstico de ECN (de Souza, 2008; Coran, 2012; Benkoe et al., 2014a; van
Druten et al., 2019).

O tratamento da doenca demanda deixar o paciente em jejum, administragdo de
antibioticoterapia de amplo espectro e suporte avancado de vida, com uso de nutrigdo
parenteral, vasopressores e ventilacdo mecanica (de Souza, 2008; Coran, 2012; Besner, 2014;
Rich et al., 2017). Caso a patologia desenvolva lesdo transmural, a mesma vai se manifestar
por pneumoperitonio, que € a presenca de ar e gases intestinais dentro da cavidade peritoneal,
ou pela presenca de colecdes liquidas com grumos (van Druten et al., 2019). Quando ha a
presenca de pneumoperitonio, a intervengdo cirurgica é obrigatdria, com ressec¢do do
intestino acometido e a criagdo de ostomias (Coran, 2012; Rich et al., 2017; Dukleska et al.,
2019). A porgdo de intestino acometido pode ser limitada, frequentemente o ileo, quando ¢
considerada focal, podendo evoluir para panenterocolite, quando atinge mais de 75% do
intestino delgado e colon (Dukleska et al., 2019). Os casos em que a ressec¢do envolve 50%
ou mais do intestino delgado, levam a sindrome do intestino encurtado, com necessidade de
complementacdo nutricional parenteral por meses, anos ou até definitivamente (Coran, 2012;
Hogberg et al., 2013; Besner, 2014; Dukleska et al., 2019). E uma doenga que possui nas
melhores das hipoteses uma sobrevida de 70% naqueles com pneumatose intestinal, enquanto
nos que foram submetidos a ressec¢do cirurgica do intestino acometido, ao redor de 50% (de
Souza, 2008; Mollen et al., 2008; Hogberg et al., 2013; Bergholz et al., 2013; Besner, 2014;
Rich et al., 2017).

1.2 LESAO DA BARREIRA MUCOSA INTESTINAL

O periodo neonatal é caracterizado por importante susceptibilidade a infecgdes e uma
resposta inflamatoria exagerada (Rentea et al., 2013; Yu et al., 2015). Além da prematuridade,
encontram-se reconhecidos universalmente trés fatores para o desenvolvimento da doenga:
episodios de isquemia-reperfusdo devido a instabilidade hemodinamica do RN, colonizagdo
bacteriana e exposi¢cdo a formulas artificiais (de Souza, 2008). Apesar disso, a maioria dos
RN com um ou até os trés fatores ndo desenvolvem a doenca, demonstrando que a etiologia ¢
bastante complexa (de Souza, 2008). Os dados empiricos e experimentais até o momento

sugerem que a ECN ocorre em neonato prematuro vulneravel, o qual sofreu insulto e invasao
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bacteriana no trato gastrointestinal imaturo, onde a funcdo de barreira mucosa e a
imunomodulacdo estdo alteradas (Coran, 2012).

A barreira mucosa intestinal é formada pelo epitélio intestinal, o qual constitui uma
barreira dindmica ao transporte de microbianos e antigenos. Suas jungdes de oclusdo,
impedindo a passagem de bactérias sdo reguladas por varios genes como as claudinas, e de
gap junction protein (Rentea et al., 2012; Hogberg et al., 2013). Possuem seu préoprio
mecanismo de reparo e regeneragao intestinal, realizados através da migracao de enterdcitos
viaveis, e apos, pela proliferagdo e diferenciagdo intestinal (de Souza, 2008). Na ECN,
histologicamente, ocorre necrose de coagulacdo ou isquémica, correspondendo a necrose
tecidual com perda celular, com preservacao “fantasma" da estrutura celular e tecidual. As
vilosidades mantem o tecido, ainda que acelulares. Identifica-se também no tecido ulceragao,
inflamacdo, hemorragias, alteragdes regenerativas (regeneragao epitelial, tecido de granulagao
e fibrose), presenga de bactérias no limen e na parede intestinal, pneumatose intestinal
(submucosa e/ou serosa), edema submucoso, abscesso de criptas, pseudomembranas e
hipercrescimento fungico (de Souza, 2008; Coran, 2012).

As glandulas exdcrinas na superficie da mucosa intestinal secretam proteinas que
realizam fungdes protetoras na auséncia de anticorpos especificos, como lactoferrinas,
lisozimas, perdxidos, angiogeninas, peptideos trefoil, defensinas, fosfatase alcalina intestinal,
creptinas e IgA polimérica (Rentea et al., 2012; Rentea et al., 2013; Heinzerling et al., 2014).
No lumen intestinal, o proprio peristaltismo, acrescido das secregdes gastricas e
pancreatobiliares, além do muco intestinal, rico em imunoglobulinas, diminuem o numero de
microorganismos viaveis e de antigenos (Perrone et al., 2010; Coran, 2012).

O trato gastrointestinal no prematuro ¢ caracterizado por imaturidade celular e
humoral, com permeabilidade aumentada, funcdo de barreira intestinal imatura, inervagao
incompleta com motilidade diminuida, diminuicdo das secregdes gastricas, associado a
reducdo na concentragdo de enzimas proteoliticas (Coran, 2012; Besner, 2014).
Aparentemente o comprometimento da barreira mucosa intestinal € o primeiro evento que leva
a ativacdo da cascata inflamatéria na ECN (Besner, 2014). Esse comprometimento pode ser
iniciado por estressores fisioldgicos perinatais, os quais primariamente ou secundariamente
causam isquemia intestinal, devido a episodios de hipoxia, hipotensdo e hipotermia (Coran,
2012). Durante a reperfusdo, o oxigénio molecular é reintroduzido no tecido, onde reage com
hipoxantina e xantina oxidase, produzindo espécies reativas de oxigénio como anion
superdxido (O27) e perdxido de hidrogénio (H20) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Essas

espécies reativas de oxigénio vao causar lesdes nas membranas celulares e mitocondriais, as

16



quais vao provocar areas desnudadas de epitélio nas extremidades apicais das vilosidades,
onde as bactérias podem atravessar a barreira mucosa (Besner, 2014).

Outro mecanismo de lesdo por radicais livres na barreira mucosa intestinal envolve
o oxido nitrico (ON), uma espécie reativa de nitrogénio, produzido pela sintetase de ON
(ONS), a qual catalisa a oxidagdo do aminoacido L-arginina, liberando citrulina e ON.
Existem 3 isoformas da sintetase do 6xido nitrico: neuronal (nONS), endotelial (¢ONS), e a
forma induzivel (IONS). Enquanto as primeiras sdo reguladas pelo fluxo de célcio intracelular,
a ultima ¢ induzida por citocinas, fatores de crescimento e inflamagdo (de Souza, 2008). A
expressdo e atividade do iONS normalmente sdo baixas, mas podem aumentar até 15 vezes
quando estimuladas por lipopolissacarideo (LPS), causando a liberagao de altos niveis de ON
(Feng et al., 2006). O LPS constitui parte da membrana celular das bactérias Gram-negativas.
O neonato apresenta resposta exagerada e sustentada na producao de iONS secundéria a ENC
(Feng et al, 2006). O ON pode lesar a barreira mucosa diretamente, por apoptose de
enterdcitos e pela inibicdo do reparo celular. Embora o ON tenha vida curta, sua principal
reacdo biologica deletéria esta relacionada a criagdo do peroxinitrito (ONOQO"), fruto de sua
combinagdo com o superdxido gerado nos locais inflamatérios. O peroxinitrito ¢ um potente
oxidante com potencial de peroxidagdo lipidica e lesdo de membranas celulares. A
hiperexpressdo sustentada de ON e provavelmente de ONOO-, atuam na morte celular
diretamente pela interrup¢do da fung¢do mitocondrial e inibi¢do da respiracdo celular. O
ONOO pode induzir apoptose acelerada nas vilosidades intestinais e impedir a cicatrizagao
da mucosa, tanto inibindo a migracdo quanto a proliferacdo dos enterocitos, bem como
interrompendo a cascata de sinalizagdo dos mecanismos de reparo tecidual (Feng et al., 2006;
Coran, 2012; Li et al., 2017).

Os mediadores inflamatérios tém um papel critico no desenvolvimento de ECN,
aumentando a permeabilidade da membrana intestinal, permitindo a translocacdo de bactérias
e toxinas, levando ao colapso da integridade da mucosa intestinal (Coran, 2012). A ruptura
da barreira epitelial resulta primariamente de apoptose, iniciada por citocinas, toxinas e
produtos bacterianos (Bergholz et al., 2013). Varios mediadores inflamatérios demonstraram,
em estudos experimentais, causar apoptose, como ON, LPS, TNF-a, e fator de ativagdo
plaquetéria (FAP) (Coran, 2012; Maretta et al., 2014; Zhou et al., 2014). A administragao de
fatores de crescimento, especificamente, fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento epidérmico ligante a heparina (HB-EGF), bem como utilizag¢do de inibidores de
pan-caspases, demonstraram forte efeito terapéutico em modelos experimentais, inibindo a
apoptose (Feng et al., 2006; Feng et al., 2007; Radulescu et al., 2010a; Radulescu et al., 2010b;

Coran 2012; Besner 2014;).
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A cicloxigenase 2 (COX-2) ¢ a enzima que catalisa o metabolismo do &cido
araquidonico em prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano. Normalmente ¢ indetectavel na
maioria dos tecidos, a ndo ser quando em processos inflamatérios intestinais, como a ECN (de
Souza, 2008). A expressdo de COX-2 é aumentada pelas citocinas pro-inflamatorias como
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). De outra
forma ¢ inibida pela interleucina 10 (IL10), citocina de multiplas propriedades anti-
inflamatorias (Strati 2021). A IL-10 ¢ produzida por muitas células imunes, incluindo células
T CD4+ e CD8+, células dendriticas residentes (CD), neutroéfilos, células NK (do inglés-
natural killer), eosindfilos e células linfoides inatas. As células derivadas das TCD4+ (Tregs,
do inglés T regulatory cells), células apresentadoras de antigeno (APCs, do inglés antigen-
presenting cells), e células B regulatorias sdo relevantes para homeostase da mucosa intestinal
e na producdo de IL-10 para prevencao da enterocolite mediada pelas células T (Mishima et
al., 2019). A expressao de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o ¢ COX-2 sao utilizadas como
marcadores da intensidade da lesdo na ECN (de Souza, 2008; Hogberg et al., 2013; Bergholz
et al., 2013; Rentea et al., 2013; Benkoe et al., 2014 a; Benkoe et al., 2014 b; Goldstein et al.,
2019).

1.3 MICROBIOTA

Quando agentes infecciosos entram em contato com a barreira mucosa intestinal, e
eventualmente a ultrapassam, acabam entrando em contato com a populagdo de células da
imunidade inata, como macrdfagos e células dendriticas residentes (Janeway et al., 2002). A
interagdo dessas células com os agentes infecciosos ocorre por intermédio dos receptores de
reconhecimentos de padrdo (PPR) que, por sua vez, reconhecem os padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) (Janeway et al., 2002; Coran, 2012). Os PAMPs sio
estruturas conservadas evolutivamente e essenciais para sobrevivéncia dos microorganismos.
Como exemplo a flagelina (componente do flagelo bacteriano), LPS, zimosan (componente
da parede celular de fungos), dSRNA (RNA dupla fita, comum em alguns virus), entre outros
(Janeway et al., 2002). Quando ocorre a interagdo PAMPs-PPR, ocorre a liberagao de sinais
celulares que culminam na indug¢ao da transcrigdo de genes importantes para ativacao celular
e resposta inflamatéria (Janeway et al, 2002). Diferentes PPRs sdo expressos numa mesma
célula, o que faz com que esta tenha a capacidade de reconhecer varias classes de
microorganismos. Entre os RRP, os que estdo envolvidos diretamente com a ECN sdo os
receptores toll-like (TLR) (de Souza, 2008; Mollen et al., 2008; Coran, 2012). Os receptores

toll-like sdo expressos nas células epiteliais, possuindo um papel importante na defesa da
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mucosa, dentre estes, o TLR4 foi o primeiro identificado. Os LPS constituem parte da
membrana celular de todas as bactérias Gram-negativas, o contato do LPS com TLR4,
desencadeia resposta inflamatdria e imunolégica (Tatum et al., 2010; Zhou et al., 2014). Os
correceptores CD14 e MD2 possuem um papel importante na apresentacao e sinalizacdo do
LPS, ratos knockout para TLR4 sdo aparentemente protegidos de desenvolver ECN (Mollen
et al., 2008).

Os TLR iniciam uma cascata intracelular de sinalizacdo, levando a degradacao do
inibidor de IKB, translocacao do fator nuclear kB (NF-kB) e ativagdo transcricional de genes
de resposta pro-inflamatoria (de Souza, 2008; Mollen et al., 2008, Strati 2021). O NF-kB ¢
um fator de transcri¢ao com papel chave na regulamentagdo de varios genes pro-inflamatérios
nos enterdcitos. Sua ativagdo € regulada negativamente pelo IKB, que o retém no citoplasma,
prevenindo a transcri¢do nuclear. Nos recém-nascidos prematuros se encontra uma expressao
reduzida de IKB, como resultado, suas células epiteliais podem apresentar inflamagao
excessiva quando a rota TLR ¢ ativada por bactérias patogénicas (de Souza, 2008). A
estimulagdo da célula por citocinas, endotoxinas e produtos bacterianos, leva a formagao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os quais vao ativar a IKB quinase. Essa quinase ao
fosforilar a IKB, libera o NF-kB para o nucleo, onde o mesmo ativa a transcricdo de genes
pré-inflamatorios, demonstrando um processo de retroalimentacdo que potencializa a lesdo
celular (de Souza, 2008; Sharif et al., 2020). Esses genes vao provocar a expressao de citocinas
proé-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF-a. As células B regulatorias no
intestino reconhecem o polissacarideo A do Bacteroides fragylis através dos receptores TLR-
2 e Myd88, ativando a rota PI3K/AKT e GSK38, levando a transcri¢do de IL-10 (Mishima et
al., 2019). O TLR-5 reconhece a flagelina e também recruta o MyD88 ativando as IKB
quinases (Mishima et al., 2019).

O feto ndo reside em um ambiente intrauterino estéril, ele é exposto a bactérias
comensais provindas do intestino materno, presentes na corrente sanguinea, que atravessam a
placenta e entram no liquido aminidtico (Walker 2017). Ao nascimento, 0s microorganismos
do ambiente, do parto e do leite materno vao formar sua microbiota, que é composta de
bactérias Gram-positivas e anaerdbios ndo formadores de esporos (Bifidobactérias,
Lactobacilos e Bacteroides fragilis) nas primeiras duas semanas de vida (de Souza, 2008;
Feng et al., 2007; Walker 2017; Adelman et al., 2020). A diversidade bacteriana e a
colonizag@o por anaerdbios no intestino protegem o neonato contra sepse e translocagdo por
espécies de Staphylococcus e Escherichia coli (Adelman et al., 2020).

Embora os estudos estejam mais focados em bactérias, os virus, fungos, arquéias e

bacteridéfagos fazem parte da microbiota intestinal (Mullish et al., 2019; Keskey et al., 2020).
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E estimado que o intestino humano possua quantidade semelhante de bacteriofagos e
bactérias, cerca de 10'* (Mullish et al., 2019), e esses contribuem para o equilibrio ecologico
da microbiota (Rasmussen et al., 2020). Essa microbiota por sua vez, ao interagir com o0s
receptores TLR, vai permitir que a célula desenvolva tolerancia, trazendo o equilibrio entre
os estimulos pro-inflamatorios e anti-inflamatorios (Berrington et al., 2014; Walker 2017). A
imunidade adaptativa requer um balango entre as células TCD4+, as células T-helper, que sdo
mediadoras da imunidade humoral, celular e a tolerancia (Walker 2017). Essas células se
diferenciam devido a estimulos externos, em TH-1 produtora de citocinas de defesa mediada
por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, TH-2 que esta relacionada a reagdes
imunes mediadas por eosinofilos e mastocitos, TH-17 relacionada a defesa contra bactérias e
fungos, e por Tregs, que sdo relacionadas a tolerancia imunoldgica (Walker 2017). Os
neonatos a termo nascem com predominio de TH-2 para protegé-lo da rejei¢cdo no ttero, com
a colonizag@o ha um balango entre a resposta da TH-1, TH-2, TH-17 e Tregs (Walker 2017).

A microbiota intestinal protege o hospedeiro através de multiplos mecanismos,
influindo na expressdo de mucina, na produgdo de acidos graxos de cadeia curta, na
permeabilidade da mucosa, na secrecdo de IgA, na produgdo de peptideos antibacterianos,
bem como, na expressao de citocinas pela mucosa intestinal (Wang et al., 2009; Burke et al.,
2013; Berrington et al., 2014; Keskey et al., 2020).

Nenhum organismo isoladamente foi implicado como o causador da ECN, e acredita-
se que uma colonizag¢do anormal do trato gastrointestinal pode ter um papel fundamental no
seu desenvolvimento. Desregulagdo deste sistema, chamada de disbiose, devido ao ambiente
da UTI com predominio de bactérias patogénicas, formulas alimentares artificiais, uso de
antibidticos, opidides e nutri¢do parenteral, esta relacionada ao desenvolvimento de ECN
(Wang et al., 2009; Burke et al., 2013; Torazza et al., 2013; Berrington et al., 2014; Patole et
al., 2014; Adelman et al., 2020; Strati 2021). Membros das familias das enterobactérias
(principalmente Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia), clostridios, enterococos
e estafilicocos coagulase-negativos tém sido associados a doenga. Em alguns estudos sdo
demonstrados o predominio de Clostridium e Klebsiella (Tatum et al., 2010; Torazza et al.,
2013; Patole et al., 2014; Sim et al., 2014). Em epidemias em UTI neonatais, os germes mais
prevalentes costumam ser: Staphylococus epidermidis, Escherichia coli, espécies de
Clostridium e de Salmonella (Bjorkstrom et al., 2009). Recentemente tem se observado que
ha uma mudang¢a no padrdo de colonizacdo intestinal que precede o quadro clinico de ECN,
sem modificar a quantidade total de bactérias, com predominio de proteobactérias (E.coli) e
actinobactérias (Bifidobactérias), com diminui¢do de sua diversidade, de uma a duas semanas

antes do inicio do quadro clinico (Torraza et al., 2013; Jenke et al., 2013; Patole et al., 2014;
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Liu et al., 2020). Em estudo prospectivo sobre o desenvolvimento da microbiota de gémeos,
apesar de identificarem apenas um caso de ECN comparando com o gémeo sadio, identificou
também uma mudanga no padrdo microbiano, com redugdo da diversidade e predominancia
de Escherichia sp (Stewart et al., 2013).

A microbiota intestinal ¢ possivelmente o componente menos compreendido da
fisiologia humana, a despeito do crescimento exponencial em publicagdes sobre o assunto
(Torraza et al., 2013). O intestino humano ¢ colonizado por cerca de 100 trilhdes de bactérias,
classificadas em cerca de 200 a 1000 espécies (Berrington et al., 2014). Sua complexidade
comecou a ser melhor elucidada a partir da evolugdo técnica no reconhecimento de
microorganismos, ndo identificadas pelos meios de cultura tradicionais, através de
metodologias de sequenciamento de 4acidos nucleicos (Torrazza et al.,, 2013). Estas
metodologias também trazem desafios relacionados a padronizagdo na coleta de amostra,
sequenciamento, bancos de referéncia de bioespécimes, ainda mais por envolverem outros
componentes da microbiota, além de bactérias, como bacteridfagos, virus e fungos (Torrazza
et al., 2013). A medida que ha um aumento em informagdo sobre estes componentes da
microbiota, mais dificil se torna a dualiza¢ao entre comensais e patogé€nicos, principalmente
em se tratando de doengas relacionadas aos mesmos (Belizario et al., 2017). A disbiose, como
um estado anormal da microbiota, pode estar associada ao progndstico ou severidade de uma
doenga ou estado, sem, contudo, estar tao clara a relagdo entre causa e efeito (He et al., 2015;
Kellermayer et al., 2019). Ela pode ser primaria, como na colite pseudomembranosa, ma
nutri¢do, colonizagdo por enterococcus resistente a vancomicina, ou secundaria, como quando
decorrente de quimioterapia, HIV, obesidade, doenca intestinal inflamatdria cronica, etc. Essa
divisdo ¢ arbitraria e novamente ¢ dificil caracterizar causa e efeito visto que a atuacdo da
microbiota envolve aspectos relacionados ao ambiente e a ao proprio hospedeiro, onde fatores
genéticos e epigenéticos devem ser avaliados (Berrington et al., 2014; Kellermayer et al.,

2019).

1.4 MECANISMOS DE ACAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO

Estudos revelam como variagdes € mudangas na composi¢ao da microbiota intestinal
influenciam a fisiologia normal e contribuem para doencas que vao da inflamagao a obesidade
(Cryan e Dinan, 2012). Ha evidéncias que a microbiota intestinal também se comunica com o
sistema nervoso central (SNC) e essa interacdo possivelmente ocorre através de vias neurais,

enddcrinas e imunes (Cryan e Dinan, 2012). Atualmente estd claro que alteragdes nas
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interagdes intestino-cérebro estdo associadas a inflamacao intestinal, sindromes cronicas de
dor abdominal, como a sindrome do intestino irritavel, além de transtornos alimentares
(Mayer, 2011), e que a modulagcdo da funcdo do eixo intestino-cérebro esta associada a
alteracdes na resposta ao estresse e comportamento (Rhee et al., 2009, Niemarkt et al., 2019).
Crucialmente, hd uma crescente apreciagdo de que essa comunicacdo funciona
bidirecionalmente: a microbiota influencia a fungdo do SNC, e o SNC influencia a composi¢ao
da microbiota através de seus efeitos no TGI (Yarandi, et al., 2016).

Recentes visdes neurobiologicas sobre essa relagdo (intestino e microbiota versus
cérebro) revelaram um sistema de comunicacdo bidirecional complexo que ndo apenas
assegura a manuten¢ao adequada da homeostase e digestdo gastrointestinal, mas também tem
multiplos efeitos sobre afeto, motivagao e fungdes cognitivas superiores, incluindo a tomada

de decisdo intuitiva (Mayer, 2011) Figura 1.

Figura 1: Impacto da microbiota intestinal através do eixo intestino-cerebral em estados

saudaveis e de doencga ou estresse.

Estado Saudavel Estresse/ doenga

Alteragoes no
comportamento,
cognigao, emogao
e nocicepgao

|

Fungao anormal
do intestino

Fungao do SNC
normal

I

Fungao normal do
intestino

Niveis saudaveis de células
inflamatorias e/ou mediadores
Microbiota intestinal normal

Niveis alterados de células
inflamatorias e/ou mediadores
Disbiose intestinal

Fonte: Adaptada de Grenham et al., 2011.

O impacto reciproco do chamado eixo intestino-cérebro, ou eixo cérebro-intestino tem
sido reconhecido desde meados do século XIX, porém somente anos depois que surgiu o
conceito do eixo microbiota-intestino-cérebro como uma extensio do conceito anteriormente
apresentado, com a inten¢ao de salientar o papel da microbiota intestinal nesta comunicacao,

embora ambos os termos sejam utilizados de igual forma (Stilling et al., 2014).
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Os avangos nas tecnologias de sequenciamento e nas ferramentas bioinformaticas para
estudar a microbiota intestinal contribuiram para uma maior apreciagdo de sua diversidade,
plasticidade e papel primordial em diversas funcdes fisioldgicas. Além de preservar a
integridade da barreira intestinal-epitelial ao longo do TGI, as bactérias intestinais sdo criticas
para o desenvolvimento e a maturagdo do sistema imunoldgico inato e adaptativo do
hospedeiro, absor¢do de nutrientes, metabolismo e protecdo contra invasores estrangeiros
(Hooper et al., 2001; Béackhed et al., 2004; Geuking et al., 2011; Round et al., 2011). De fato,
as func¢des da microbiota intestinal se estendem além das fronteiras fisicas do trato digestivo
em que residem. O repertdrio diversificado de metabolitos e moléculas de sinalizacdo
produzidas por bactérias intestinais entra na circulagdo sistémica, facilitando a interferéncia
molecular entre hospedeiro e microbios em todo o corpo (Martinez et al., 2017; Hudson et al.,
2017).

A comunicacdo entre micrdbios intestinais € o SNC é mediada por uma combinagao
de vias imunolégicas, entéricas e neurais que fornecem conexdes fisicas e quimicas entre o
SNC e a periferia, e varios paradigmas experimentais foram usados para demonstrar que os
micrdbios intestinais influenciam muitas facetas na fisiologia do SNC (Mayer et al., 2015;
Fung et al., 2017; Yoo e Mazmanian, 2017). Camundongos livres de germes (Germ Free [GF];
ou seja, sem todos os microbios comensais e patogénicos), antibidticos, TMF e pré/probioticos
demonstraram um papel das bactérias intestinais na sinalizagdo de neurotransmissores,
plasticidade sinaptica, mielinizagdo e neurogénese (Diaz Heijtz et al., 2011; Neufeld et al.,
2011; Ogbonnaya et al., 2015; Hoban et al., 2016; Niemarkt et al., 2019). Além disso, a
auséncia de microbios intestinais causa déficits na cognicdo e na intera¢ao social, apoiando
ainda mais o papel dos microbios intestinais no funcionamento cerebral de ordem superior
(Neufeld et al., 2011; Luczynski et al., 2016).

A microbiota intestinal afeta varias células no SNC, incluindo a microglia. De fato,
estudos recentes demonstraram que a microglia ¢ sensivel a fatores produzidos pela
microbiota intestinal. Observaram-se diferengas marcantes na estrutura e fun¢do da microglia
derivada de camundongos livres de patdgenos especificos (SPF) e GF, tanto no nivel genético
quanto no morfoldgico (Erny et al., 2015). Desde entdo, novos trabalhos definiram fatores e
caminhos adicionais pelos quais os microbios intestinais influenciam a maturacdo e a fungao
microgliais no SNC.

Microglia sdo macréfagos residentes em tecidos que compdem de 5 a 15% do total de
células cerebrais e tém varias fun¢des bem definidas no SNC (Pelvig et al., 2008). Durante o
desenvolvimento inicial, a microglia regula ativamente os nimeros de células neuronais e o

refinamento sinaptico, moldando finalmente o circuito neural (Sierra et al., 2010; Paolicelli et
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al.,2011; Wynn et al., 2013). Ao detectar sinais de infec¢do ou lesdo, a microglia passa de um
estado de vigilancia homeostatica para um estado ativado, facilitando programas de reparo
antimicrobiano ou tecidual que restauram a homeostase (Saijo e Glass, 2011).

Além de papéis importantes no desenvolvimento cerebral e na homeostase, estudos
genéticos recentes fornecem evidéncias de que a microglia contribui para a patogénese de
varios distirbios neurodegenerativos e do desenvolvimento neurologico (Salter e Stevens,
2017). No SNC, a atividade microglial é governada em parte por citocinas e quimiocinas,
neurotransmissores € outras moléculas que regulam as vias de sinalizagdo que influenciam
varias funcgdes cerebrais (Xavier et al., 2014). Considerada uma vez protegida do sistema
circulatorio pela barreira hematoencefalica (BBB), sabe-se que a atividade microglial ¢é
influenciada por fatores originados fora do SNC, incluindo o intestino. A interagdo entre o
SNC e a microbiota intestinal (conhecido como eixo intestino-cérebro) € critica para varias
facetas da fisiologia do SNC, incluindo desenvolvimento e fungdo microgliais (Mayer et al.,
2015; Fung et al., 2017). Estudos recentes fornecem informagdes importantes sobre o papel
da microbiota intestinal na maturagdo, identidade e fungdo microgliais, tanto em condic¢des de
estado estaciondrio quanto em doengas associadas a ativagdo microglial elevada.

O recente aumento da pesquisa em comunicacdo intestino-cérebro criou uma nova
narrativa sobre como a microbiota pode moldar a identidade e fungdo microglial e como pode
modular a patogénese de doengas neuroldgicas. Assim, a compreensao do eixo intestino-

cérebro fornecera a base para novas abordagens terapéuticas em potencial nos préximos anos.

1.5 MECANISMO DE LESAO DO SNC NA ECN

A ECN ¢ importante causa de morte e incapacidade em neonatos, onde cerca de
metade dos sobreviventes sofrera de deficiéncias neurologicas profundas, mais significantes
e dificeis de tratar do que nos prematuros que nao desenvolveram a doenca (Lee et al, 2014;
Rich et al., 2017; Niemarkt et al., 2019). Os pacientes evoluem com menores indices em
escores de desenvolvimento mental e psicomotor, tendo maior risco de paralisia cerebral,
doengas visuais, microcefalia e comprometimento cognitivo permanente (Rich et al., 2017;
Hickey et al., 2018; Niemarkt et al., 2019). A lesao cerebral associada a ECN ¢ caracterizada
por desmielinizagdo e redu¢do no volume do orgdo, onde a ativagao microglial e lesdo das
células progenitoras de oligodendrocitos (CPO) parecem ser os eventos desencadeantes (Lee
et al., 2014; Shin et al., 2016).

Em modelos experimentais da doenga, o TLR4 na microglia leva a formacdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), perda de CPOs e lesdo da barreira
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hematoencefalica (Hickey et al., 2018; Nifo et al., 2018; Biouss et al., 2019; Niemarkt et al.,
2019). Tal liberagdo e indug¢do da microglia ndo ocorreu quando o espécime foi submetido a
hipoxia isoladamente, demonstrando a importancia da lesdo da barreira intestinal no processo
(Nifio et al., 2018). O mecanismo de ativacdo do TLR4 mais significativo nesses modelos foi
pela liberagdo pela mucosa intestinal do ligante HMGBI, do inglés high-mobility group box
1, ap6s indugdo de enterocolite. Animais geneticamente modificados, com auséncia do TLR4
na micréglia, ou HMGB1 na mucosa intestinal, ndo apresentam ativacao da microglia quando
submetido a inducao de ENC, bem como ndo tiveram perda de CPOs e desmielinizagdo (Nifio
et al., 2018; Biouss et al., 2019). A disbiose intensifica a inflamacao sist€émica, diminui a
fungdo da barreira hemato-encefélica através dos acidos graxos de cadeia curta (small chain
fatty acids- SCFA), e induz a producdo de neurotransmissores pelas células intestinais, como

serotonina, melatonina, GABA e dopamina (Niemarkt et al., 2019).

1.6 TRANSPLANTE DE MICROBIOTA FECAL

O leite materno ¢ reconhecido universalmente como um fator de proteg¢ao para a ECN.
Apresenta uma férmula osmolarmente mais adequada ao RN, a qual permite o
desenvolvimento de comensais microbianos, trazendo véarias substancias protetoras como
imunoglobulinas e relaxinas (de Souza, 2008; Matheson et al., 2014; Patole et al., 2014).
Viarios experimentos e técnicas para induzir ECN em modelos animais, exploram a utilizacao
de formulas artificiais como agentes causadores da mesma (Feng et al., 2006; Radulescu et
al., 2010a; Hogberg et al., 2013; Bergholz et al., 2013;). Identificando o papel de bactérias
patogénicas na ECN, e os papéis protetores do leite materno, uma alternativa de tratamento
seria estimular a colonizagdo intestinal, em RNs em uso de formulas artificiais, com
probidticos. Probidticos sdo microorganismos vivos, ndo patogénicos, que colonizam o
intestino e conferem beneficios ao hospedeiro. Eles atuam no intestino promovendo
imunomodulacdo, contribuem nutricionalmente, impactam positivamente na fungdo motora
intestinal e na resisténcia a bactérias patogénicas (Berrington et al., 2014; Zeng et al., 2019).
Muitos estudos tém comprovado o beneficio da utilizacdo de Lactobaccilus, Bifidobacteria e
Sacharomyces, além do Streptococcus thermophilus, na prevencao de ECN (Berrington et al.,
2014; Dasopoulou et al., 2015). Ja& a Cochrane Review (2020) concluiu que nido houve
evidéncia de uma redugdo significativa da ECN, sepse ou comprometimento neuroldgico nos
estudos incluidos na revisao (Sharif et al., 2020).

O TMF, estratégia na qual ¢ realizada a transferéncia de matéria fecal de pacientes

sadios para pacientes com disbiose, com intuito de equilibrar essa flora, vem sendo utilizado
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como tratamento da colite pseudomembranosa recorrente, doenca causada pelo Clostridium
difficile (Hudson et al., 2017; Burke et al., 2013; Burrello et al., 2018; Zeng et al., 2019). Ela
ocorre secundariamente ao uso de antibidticos de largo espectro, como clindamicina,
cefalosporinas, aminopenicilinas e fluorquinolonas. Estes antibidticos depletam os dois filos
dominantes do intestino, Bacteroidetes e Firmicutes, aumentando as proteobactérias, o que
leva a infec¢do pelo Clostridium difficile a producdo de suas toxinas (Hudson et al., 2017).
Para o tratamento da doenga sao utilizados metronidazol ou vancomicina, sendo a ultima mais
efetiva (Hudson et al., 2017). A recorréncia ¢ comum, chegando a 40% em 1 episddio e 60%
ap0s a primeira recorréncia, em parte, devido aos antibidticos utilizados no tratamento,
também depletarem os Bactereoidetes e Firmicutes (Hudson et al., 2017).

No tratamento desta patologia 0 TMF demonstrou eficicia similar a vancomicina e
eventualmente superior em varios ensaios clinicos randomizados, onde a cura chegou a 94%
dos pacientes (Burke et al., 2013; Strati 2021). O TMF vem sendo estudado em multiplas
doengas, desde doengas inflamatérias ou de motilidade intestinal (Berg et al., 2015), obesidade
(Jayasinghe et al., 2016), sepse (Keskey et al., 2020; Adelman et al., 2020), esteatose hepatica
ndo alcodolica (Konturek et al., 2015), diabetes tipo 2 (He et al., 2015), ¢ ECN (Li X et al.,
2017; Prado et al., 2019). As modifica¢des na microbiota propostos pelo transplante ndo sio
permanentes se nao houver ambiente e interagdes com hospedeiro que as perpetuem, neste
contexto o TMF pode ter papel adjuvante nas propostas terapéuticas em estudo para estas
patologias (He et al., 2015). O TMF aumenta a diversidade microbiana no intestino,
melhorando o balango ecologico e reconstruindo a fun¢do do sistema imune (Hudson et al.,
2017; Zeng et al., 2019). A flora intestinal do doador mantém a integridade da barreira
mucosa, limita a permeabilidade, e inibe a apoptose, por competicdo com as bactérias
patogénicas, aumento da producdo de IgA, mucina e bacteriocinas. A flora do doador também
pode promover a sintese de citocinas anti-inflamatorias, restaurar o metabolismo dos acidos
biliares, e contribuir para maturagdo do sistema imune, entre outros mecanismos (Hudson et
al., 2017; Zeng et al., 2019).

O TMF embora ja reconhecido como segunda linha de tratamento para infecgdo
recorrente pelo Clostridium difficile (irCD) ainda carece de padronizagdo na realizagdo do
mesmo (Burke et al, 2013; Berg et al., 2015; He et al 2015; Konturek et al., 2015). Existem
variagdes nos ensaios clinicos em relagdo a doadores, preparacdo e modo de administragao.
Nos estudos em seres humanos, usualmente de 8 a 600g de fezes sdo filtradas em igual
quantidade de soro fisioldgico, € o conteudo diluido ¢ administrado por sonda nasogastrica ou
endoscopia (Burke et al, 2013; Berg et al., 2015; He et al 2015; Konturek et al., 2015). A

maioria dos pesquisadores acredita que 10 a 100g sdo suficientes (Konturek et al., 2015). A
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utilizacdo de fezes congeladas ou frescas, em meio aerébio ou anaerobio, liofilizadas, em
capsulas, administradas por enema, colonoscopia ou por SNG, nio tem demonstrado afetar o
resultado (Seekatz et al., 2015; Konturek et al., 2015). Conforme a indicagdo e a forma de
administracdo, o receptor do transplante ¢ submetido previamente ao uso de antibidticos,
inibidores da bomba de protons, ou enemas, embora nio esteja claro ainda a importancia e o
impacto deste preparo (Hudson et al., 2017; Nicholson et al., 2019). Varia¢do de género e
idade entre receptores e doadores raramente tem demonstrado influenciar o resultado do TMF
no tratamento da IrCD, ainda que algumas diferencas tenham sido demonstrado em coortes
com numero pequeno de participantes (Belizario., 2017). Em estudo retrospectivo em
pacientes pediatricos com 335 criangas, medicacdes ou patologias de base, ndo interferiram
no resultado do TMF para irCD (Bhaskar Gurram, 2019).

O TMF ainda ¢ considerado uma terapia em investigagdo pelo FDA (United States
Food and Drug Administration), com relatos de infecgdes bacterianas severas e mortes devido
ao transplante (Rasmussen et al., 2020). Devido a complexidade e necessidade de exames do
doador, muitas vezes membros da familia ou amigos, foram criados bancos de fezes (Belizario
et al., 2017; Rasmussen et al., 2020). Aparentemente existem doadores cuja composi¢ao da
microbiota parece ser mais saudavel e mais efetiva, conhecidos como “superdoadores”, que
apresentam uma propor¢do maior de Bacteroides e menor de Estreptococcus, devido a
genética e uma alimentag¢do mais saudavel (Hudson et al., 2017). Em modelos experimentais,
os TMF com maior propor¢ao de Bacteroides € menos Estreptococcus parecem ter melhores
efeitos no tratamento da inflamacao intestinal (Konturek et al., 2015; Hudson et al., 2017) Em
relacdo ao numero de administracdes, os estudos tem demonstrado que um ou poucos TMF
apresentam resultados por até dois meses (Nicholson et al., 2019). Estudos de sequenciamento
de DNA, comparando a populacdo bacteriana nas fezes antes e depois do TMF, demonstraram
que dentro dos primeiros trés dias ja ocorre a consolidacdo do enxerto, e isso € acompanhado
da resolucdo dos sintomas nos pacientes com irCD (Seekatz et al., 2015; Strati 2021).
Surpreendentemente, mesmo quando a mudanga de padrao microbiano nao corresponde a do
doador, aparentemente o efeito ¢ mantido (Khoruts et al., 2016), e em estudos de auto - TMF
em pacientes com IrCD, o tratamento foi capaz de curar 60% dos sujeitos da pesquisa (Ott et
al., 2017). Esses dados reforcam o papel de outros componentes da microbiota e mesmo das
fezes na resolug@o dos sintomas.

Pensando na importancia da microbiota na barreira mucosa, € possivel que esta técnica
seja util na prevengdo da enterocolite necrosante em neonatos (Berrington et al., 2014). Foi
demonstrado em modelo experimental que o TMF foi capaz modificar a microbiota do

receptor, de reduzir a lesdo por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como na
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produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e na lesao histologica (Li X et al., 2017; Prado et al.,
2019). Em outro experimento comparando o TMF via gavagem e por enema na prevengao de
NEC em camundongos, demonstrou que a administragdo por enema foi mais efetivo em
diminuir a expressdo de IL-6 e TNF-a, a lesdo histologica e no aumento da expressdo de
Claudina-7, marcador de integridade da barreira mucosa (Liu et al., 2020). Contudo, ¢ fato
que s3o grandes as dificuldades em translacionar esse estudo, no que urge compararmos a
eficacia com probidticos e principalmente, encontrar uma forma mais segura de utiliza-lo.

O TMF tem demonstrado eficicia em multiplas formas de composicdo e
administracdo. Imagina-se que a quantidade de bactérias varie significativamente em cada
uma, e que outros componentes das fezes, como debris bacterianos, proteinas, compostos
antimicrobianos, produtos do metabolismo, oligonucleotideos, ¢ nanoparticulas, possuam
papel ativo nesta terapia. Dessa forma, a hipotese em estudo é de que poderiamos prescindir
da microbiota viva, e utilizar as fezes esterilizadas como prevencdo da ECN. Inclusive
comparar com o uso de probioticos, os Unicos microorganismos permitidos para prevencao de

ECN em neonatos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o efeito do TMF e transplante de fezes esterilizadas em relagdo a resposta

inflamatoria, estresse oxidativo e lesao tecidual em modelo de simulacdo de ECN, bem como

se ¢ mais efetivo que o uso de probioticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Padronizar protocolo de esterilizagdo de fezes;

- Comparar o efeito do TMF fresco, fezes esterilizadas e uso de probidticos em animais

submetidos a ECN;

-Caracterizar a resposta inflamatdria aguda em soro, intestino e cérebro de animais submetidos

a ECN e tratados com TMF fresco, estéril e probidticos.

-Quantificar a presenca de dano oxidativo 72h horas apo6s indu¢ao da ECN em soro, intestino

e cérebro de animais tratados com TMF fresco, estéril e probidticos.

-Avaliar lesdo tecidual na mucosa intestinal em animais submetidos a ECN e tratados com

TMF fresco, estéril e probidticos.
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MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS — ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 1 dia de vida fornecidos pelo Biotério da
Unidade Académica de Saude — Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os ratos foram
mantidos em ciclos de claro-escuro de £12 horas a uma temperatura de 37+1°C e umidade do
ar controlada. A utilizacdo dos animais seguiu um protocolo experimental aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade sob niimero 68/2020 e os Principios de Cuidados de Animais
de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Satde dos
Estados Unidos da América, NIH, publicagdo nlimero 85-23, revisada em 1996). O numero
de animais em cada grupo foi baseado em estudos prévios (Besner et al., 2006), para uma
diferenga de até 30% nos parametros a serem analisados, com uma variadncia de no maximo
10% entre as médias calculou-se um tamanho de amostra, para um erro alfa de 0,05 ¢ um
poder de 80%. Desta forma foram 4 grupos de 20 animais para as intervengdes € um grupo
de 10 animais que foi o controle, totalizando 90 animais, e mais 1 animal adulto jovem que

foi o doador de material fecal para o experimento.

3.2 INDUCAO DE ECN E TRATAMENTOS

Para este estudo foram utilizados 90 ratos recém-nascidos da linhagem Wistar.
Destes 90 animais, 80 foram separados de suas progenitoras apds o nascimento e outros 10
foram amamentados naturalmente e mantidos com a mae. Esse grupo de 10 animais foi
considerado o grupo controle. Os outros 80 ratos foram submetidos a sepse e lesdo intestinal.
Sepse foi induzida pela administracao de LPS (2mg/kg) via oral por gavagem, uma tnica vez,
no segundo dia de vida. Os animais entdo foram submetidos a ambiente de hipdxia em camara
de plexiglass infundida com nitrogénio 100% por 60 segundos, apds foram expostos ao frio a
(4°C) por 10 minutos duas vezes ao dia, por 3 dias, terminando esse protocolo, com 72h de
vida, todos foram submetidos a eutanasia por decapitagdo. Os ratos separados de sua
progenitora foram alimentados com formula artificial de Similac 1 (Abbot), 15 gramas,
diluidas em 75ml de Esbilac, formula que ofereceu 200 Kcal/Kg/dia via gavagem. Os ratos
foram alimentados com 0,4ml da féormula de 4 em 4 horas até o quarto dia de vida. Esse

protocolo foi descrito por Barlow et al., (1974) e Besner et al., (2006), envolvendo alimentagao
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com formula artificial hiperosmolar, hipoxia, hipotermia e estimulo com endotoxina para
simular a indugdo de enterocolite necrosante como processo multifatorial, da mesma forma

que acontece no recém-nascido prematuro em UTINeo.

3.3.  PREPARO DO TRANSPLANTE DE MICROBIOTA FECAL E PROCESSO DE
ESTERILIZACAO DAS FEZES

Para o preparo do TMF, um rato saudéavel adulto jovem foi morto e foi coletado 1
grama de contetido fecal do intestino grosso comprimindo-o com a mao ¢ uma espatula. As
fezes foram homogeneizadas em 10 ml de PBS estéril e centrifugada por 30 segundos a 3.000
r.p.m. O valor de densidade Optica (DO) do sobrenadante foi analisado para identificar a
concentragao de bactérias por ml, sabendo por estudos anteriores que a DO igual a 0,5 equivale
a 10% células (Li et al., 2015). Foi administrado 100uL por rato uma tinica vez por gavagem.
Esse método foi desenvolvido por Li et al., (2015) e Seekatz et al., (2015) e adaptado para
nosso laboratorio.

O processo de esterilizacdo de fezes foi padronizado em nosso laboratério. Uma
grama de contetido fecal do intestino grosso foi removido de um rato saudavel adulto jovem.
As fezes foram homogeneizadas em 10 ml de PBS estéril e centrifugadas por 30 segundos a
3000 r.p.m. (1g/10ml). Dois ml de sobrenadante foram colocados em diferentes placas de petri
e submetidas a diferentes tempos na capela com luz ultravioleta (U.V.) em comprimento de
onda 240 a 330 nm, sendo estes: 30min; 1 hora; 1:30min; 2, 3 ¢ 4 horas. Ao final da incubagao
em U.V. cada conteudo fecal foi plaqueado em meio Mueller Hinton (aerobiose) e McConkey
(anaerobiose), mantidos em estufa a 38°C e avaliado crescimento bacteriano até 48 horas ap0s.

Contagem de colonias foi realizada e o célculo foi baseado na férmula abaixo e

expressado em nimero e em UFC/ml.
1

diluicao volume

Média (duplicata) x

3.4. DESENHO EXPERIMENTAL

Nesse estudo foram utilizados ratos neonatos devido a sua fisiologia e
desenvolvimento. Ao nascimento, os ratos apresentam similaridade ao desenvolvimento de
um neonato humano prematuro entre a 24* e 28" semana de gestagdo, aos 3 dias de vida ele

equivale a um neonato de 32 semanas de gestacao (Ozdemir et al., 2011). Nesse primeiro dia
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1)
2)
3)
4)
)

de vida os espécimes, além da formula artificial hiperosmolar, receberam uma das
intervengoes seguintes: probioticos, fezes frescas de um rato jovem ou fezes esterilizadas do
mesmo espécime. Apds 1 dia, foi intensificado o insulto intestinal semelhante a ECN, e apos

3 dias os ratos foram mortos.

Animais foram divididos em cinco grupos:
Grupo controle (animais amamentados e mantidos com a mae) n=10.
Grupo ECN + salina n=20.
Grupo ECN + TMF n=20.
Grupo ECN + TFE n=20.
Grupo ECN + probidticos Lactobacillus acidophilus (THT SA- Bélgica) + bifidobacterium
bifidum (THT SA - Bélgica) 10° UFC cada (Lin et al., 2008) n=20.

Todos animais receberam seus respectivos tratamentos no primeiro dia de vida,
foram alimentados de 4 em 4 horas com a féormula anteriormente descrita e submetidos ao
protocolo de ECN, sendo acompanhados por até 72 horas e sacrificados logo ap6s para coleta
de soro (200ul), cérebro total e por¢ao ileo-terminal do intestino delgado para andlise de

inflamagao local e periférica além de dano oxidativo, nitrosativo e lesdo tecidual.

Figura 2: Esquema simplificado da metodologia:

Alimentagdo - 0,4ml da formula de 4h em 4h
Férmula artificial Similac 1,15g diluidas em 75ml de Esbilac

(200 Kcal/Kg/dia)
v
Neonatos foram separados Protocolo de indugdo de enterocolite necrosante (ECN) Morte
de suas progenitoras

N v A 4

0-4h de vida 24h de vida ' 48h-72h de vida 72h de vida
I 1 | 1
Probidticos LPS (2mg/kg) Ambiente em hipdxia _50f°
Ou oral (nitrogénio 100%) 60s Intestino delgado
salina + + Cérebro
Ou Ambiente em hipoxia Exposi¢do ao frio (42C) *
TMFf (nitrogénio 100%) 60s 10 min 2x ao dia Inflamac3o, estresse
Ou + oxidativo, histologia
: TMFe . x i 140
Grupo Controle: Exposi¢do ao frio (42C)
Neonatos ndo sio 10 min 2x ao dia

separados da
progenitora
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3.5 NIVEIS DE CITOCINAS

As concentragdes de IL-1B, IL-6 e IL-10 foram determinadas em soro e
homogenato de cérebro e intestino através da técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA)
do tipo sanduiche. Foi utilizado kit comercial (R&D System) e seguido protocolo de acordo
com informagdes do fornecedor. A leitura foi realizada em espectofotometro em

comprimento de onda 450nm e a unidade de medida utilizada foi de pg/ml.

3.6 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da mieloperoxidase ¢ um indicativo do infiltrado de neutréfilos
tecidual. Para isso, o tecido foi homogeneizado (50 mg/ml) em 0.5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio e centrifugado. A suspensdo foi sonicada e aliquota do sobrenadante
foi misturada com solugdo de 1.6 mM TMB e 1 mM H>O». A atividade da MPO foi mensurada
espectrofotometricamente em 650nm a 37°C. Os resultados foram expressos como mU/mg

proteina (De Young et al., 1989).

3.7 NITRITO/NITRATO

A concentracdo de nitrito/nitrato ¢ um indicativo da quantidade de oxido nitrico
presente nas amostras. A concentracdo foi mensurada pela reagdo de Griess na qual o nitrito
reage com a sulfanilamida em meio acido. O diazo composto formado reage com o cloridrato
de N-(I-naftil) etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloragdo vermelha intensa.
A reagdo ¢ controlada pelo tempo, e o produto foi determinado 2 horas apds a mistura dos
reagentes. A leitura foi por absorbancia de 550 nm usando leitor de microplaca. Resultados

foram expressos como nmol/mg proteina (Green et al., 1982).

3.8 DANO OXIDATIVO

A formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) durante uma
reacdo acido-aquecimento ¢ amplamente adotado como um método sensivel para a medigdo
da peroxidacdo lipidica. Resumidamente, as amostras foram misturadas com 1 ml de 4cido
tricloroacético a 10% e 1 ml de 0,67% TBA. Posteriormente foram aquecidas em banho de
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agua fervente durante 30 min. Equivalentes ao malondialdeido (MDA) foram determinados
por absorbancia a 532 nm utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao. Os resultados
foram expressos em equivalentes de MDA (nmol/mg de proteina) (Draper & Hadley 1990).
O dano oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da determinacdo de
grupamentos carbonil do contetdo da amostra, com base na reagdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH). Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adi¢do de acido tricloroacético
a 20% e dissolvidas em DNPH. A unidade de medida foi nmol/mg protein e a absorbancia de

370 nm (Levine et al., 1990).

3.9 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A quantidade total de proteinas de cada técnica foi mensurada usando o ensaio de
Lowry. Reagente fenol de Folin foi adicionado a amostras onde sua principal fungao ¢ ligar-
se a proteinas, onde ¢ posteriormente reduzido. A alteracao de cor de amarelo para azul pode
ser medida em absorbancia a 700 nm. Albumina de soro bovino foi utilizada como padrao

(Lowry et al., 1951).

3.10 HISTOLOGIA

Imediatamente ap6s a morte, amostras da porg¢ao ileo-terminal do intestino delgado
foram dissecadas. As amostras foram lavadas com soro fisioloégico e imediatamente apods
imersas em paraformoldeido a 4% permanecendo por 48 horas; apds esse periodo os tecidos
foram transferidos para etanol 70% e armazenados para posterior analise histoldgica. Tecidos
foram emblocados em parafina e a partis dos blocos foram confeccionadas as laminas que
foram coradas com hematoxila-eosina. A graduagdo da lesdo foi realizada por escore
desenvolvido por Caplan et al., (1994), por 2 pesquisadores treinados e sem o conhecimento
a qual grupo pertencia as ldminas. Nesse sistema o grau 0 ¢ considerado normal, sem lesdo; o
grau 1 quando hé separagdo ou elevagdo da mucosa; grau 2 quando ha edema e lesdo da
mucosa até o nivel da metade da vilosidade intestinal; grau 3 quando héa necrose de toda

vilosidade intestinal e grau 4 quando ha necrose transmural.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis continuas foram apresentadas na forma de média + desvio padrio e

comparadas por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey quando
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o F foi significativo. Todos os testes foram realizados com auxilio do programa SPSS versao
21 e/ou GraphPad Prism 4.0. Em todas as analises foi adotado um p-valor<0,05 como nivel

para significancia estatistica.

4. RESULTADOS

O primeiro objetivo dessa pesquisa foi padronizar a esterilizacdo de fezes para o
protocolo de TMF estéril. A figura 3 apresenta os resultados de cada tempo de incubagdao em
luz U.V., sendo 30 min (A); 1 hora (B); 1:30h (C); 2h (D); 3h (E) e 4h (F) em condi¢des de
aerobiose e anaerobiose.

O crescimento bacteriano permanece alto até¢ 1:30 min de exposicdo a luz U.V. (n >
200 ou 2 x 10° UFC/ml). A partir de 2 horas ocorre uma redugdo importante (n= 12 ou 1,2 x
107 UFC/ml), mas somente a partir de 4 horas que nio ha mais crescimento de colonias (n=0)
e, portanto, pode se considerar que as fezes foram completamente esterilizadas neste tempo
(Tabela 1). Esse ensaio serviu de base para o preparo do TMF que foi administrado no grupo

de neonatos induzidos a ECN (ECN + TMF estéril).

Figura 3: Crescimento de colonias bacterianas de fezes expostas a diferentes tempos de

luz U.V. para padronizac¢io de TFE.

Aerobiose
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Anaerobiose

2 horas 3 horas 4 horas

Figura 3: Imagens representativas de TMF em processo de esterilizagdo. Contetudo fecal do
intestino grosso foi removido de um rato saudavel adulto, as fezes foram homogeneizadas em
PBS estéril. Dois ml de sobrenadante foram colocados em placas de petri e submetidas a
diferentes tempos a luz U.V. Ao final da incubagdo cada amostra foi plaqueada em meio
Mueller Hinton (aerobiose) e McConkey (anaerobiose) e avaliado crescimento bacteriano até
48 horas apds. 30min (A); 1 hora (B); 1:30min (C); 2 horas (D), 3 horas (E) e 4 horas (F).

Tabela 1: Contagem das colOnias

Condicdes aerdbicas Condic¢des anaerobicas
Exposure time Numero UFC/ml Numero UFC/ml
30 minutos >200 2x10° >200 2x10°
1 hora >200 2 x10° >200 2 x10°
1:30 minutos >200 2x10° >200 2x10°
2 horas 12+2 1,2x 107 >200 2 x10°
3 horas 5+1 0,5 x 107 4+1 0,4 x 107
4 horas 0 0 0 0

(média + desvio padrdo) e UFC/ml; n=5.

Inflamacdo sistémica foi mensurada em soro de neonatos submetidos a ECN e
tratados com TMF, TFE ou probioticos (Fig 4). IL18 e IL6 sdo consideradas citocinas pro-
inflamatorias e estdo aumentados no grupo ECN sem tratamento e também no grupo tratado
com TMF (Fig 4A e 4B). No grupo ECN, ECN+ TFE e ECN+TMF houve o aumento de IL6,
ainda que os grupos tratados com as duas formas de fezes tenham demonstrado tendéncia a
reducdo, j& os probidticos ndo causaram aumento de ambas interleucinas.

IL-10, uma citocina com propriedades anti-inflamatorias, também foi mensurada em
soro de neonatos submetidos a ECN (Fig 4C). Ocorre diminui¢ao dos niveis de IL-10 no grupo
ECN, por outro lado, percebe-se aumento consideravel em todos os grupos tratados. Dessa

forma na medida que aumenta a resposta inflamatoéria sistémica, também aumenta a IL10 anti-
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inflamatoria, trazendo um certo equilibrio ao contrario da ECN que ndo tem esse efeito. O

TFE e Probidticos atuam no aumento da IL-10 mas ndo nas interleucinas pré-inflamatorias

Figura 4: Niveis de citocinas em soro de neonatos expostos a ECN e tratados

com TMF, TFE ou probidticos
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Figura 4: Niveis de interleucinas IL-1 (A); IL-6 (B) e IL-10 (C) em soro de neonatos
submetidos a ECN e tratados com TMF, TFE ou probioticos. Amostras foram analisadas por
ELISA e quantificados como pg/ml. Os dados sdo apresentados como média = DP. n=12 por
grupo. *diferente de controle; # diferente de ECN. valor de p <0,05.

A MPO ¢ uma enzima abundante em neutro6filos e pode ser utilizada como indicativo
de inflamagao local. A atividade da MPO foi mensurada em cérebro de neonatos submetidos
a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probidticos. Os resultados indicam que ha
aumento da atividade dessa enzima em tecido cerebral e que todos os tratamentos reduziram
esse efeito (Fig 5A).

Ainda, como indicativo de inflamagdo local, citocinas pr6é (IL-1 e IL-6) e anti-
inflamatorias (IL-10) foram mensuradas em cérebro dos animais. A figura 5B e 5C demostram

aumento significativo de IL1 e IL-6 nos neonatos submetidos a ECN e embora IL-1 esteja
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aumentada no grupo ECN + TFE, os niveis de IL-6 diminuiram consideravelmente nos grupos
tratados com TMF fresco e estéril. Ja4 IL-10 estd diminuida no grupo ECN e aumento ¢
observado somente no grupo tratado com TFE. O grupo tratado com probio6tico ndo apresentou
diferenga significativa em nenhuma citocina avaliada. Aparentemente em relagdo ao tecido
cerebral o TFE demonstrou pouco aumento na atividade inflamatéria, com efeito

predominante anti-inflamatorio.

Figura 5: Atividade da mieloperoxidase e niveis de citocinas em cérebro de neonatos

expostos a ECN e tratados com TMF, TFE ou probioticos
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Figura 5: Atividade da MPO (A) e niveis de interleucinas IL-1 (B); IL-6 (C) e IL-10 (D) em
cérebro de neonatos submetidos a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probidticos.
Amostras foram analisadas por ELISA e quantificados como pg/ml. Os dados sdo
apresentados como média + DP. n=12 por grupo. *diferente de controle; # diferente de ECN.
valor de p <0,05.

Em intestino a presenca de inflamag¢do foi avaliada. Atividade da MPO estd
aumentada no grupo ECN e nos grupos tratados com TMF estéril e probioticos (Fig 6A). Os

niveis de citocinas pré inflamatdrias apresentaram mesmo padrao de niveis: ocorre aumento
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no grupo ECN e melhora significativa nos grupos tratados com ambos TMF fresco e estéril
(Fig 6B e 6C). O tratamento com probioticos ndo apresentou diferenca. Niveis de IL-10 em

intestino ndo tiveram alteragdo alguma em nenhum grupo (Fig 6D).

Figura 6: Atividade da mieloperoxidase e niveis de citocinas em intestino de

neonatos expostos a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos.
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Figura 6: Atividade da MPO (A) e niveis de interleucinas IL-1 (B); IL-6 (C) e IL-10 (D) em
intestino de neonatos submetidos a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos.
Amostras foram analisadas por ELISA e quantificados como pg/ml. Os dados sdo
apresentados como média + DP. n=12 por grupo. *diferente de controle; # diferente de ECN.
valor de p <0,05.

Dano oxidativo foi avaliado no cérebro e intestino de neonatos submetidos a ECN e
tratados com TMF, TFE ou probioticos. Em relacdo ao dano oxidativo no cérebro, ndo houve
diferenca entre os grupos e no intestino somente o TMF foi efetivo na diminui¢do da lesdo
oxidativa em lipideos mas ndo em relagdo as proteinas. Enquanto o TFE causou um aumento

de proteinas carboniladas no intestino como vemos na figura 8B. E suposto que esses
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resultados sejam decorrentes da esterilizagdo das fezes com U.V., e que as proteinas

carboniladas reflitam os metabolitos e restos celulares do TFE.

Figura 7: Dano oxidativo a lipideos em cérebro e intestino de neonatos expostos

a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos
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Figura 7: Dano oxidativo em lipideos avaliado pela técnica de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) em cérebro (A) e intestino (B) de neonatos submetidos a ECN e
tratados com TMF fresco ou estéril ou probiodticos. Amostras foram expressas como nmol/mg
de proteina. Os dados sdo apresentados como média + DP. n=12 por grupo. *diferente de
controle; # diferente de ECN. valor de p <0,05.

Figura 8: Dano oxidativo a proteinas em cérebro e intestino de neonatos expostos a ECN

e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos.
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Figura 8: Dano oxidativo em proteinas avaliado pela técnica de carbonilagdo de proteinas em
cérebro (A) e intestino (B) de neonatos submetidos a ECN e tratados com TMF fresco ou
estéril ou probiodticos. Amostras foram expressas como nmol/mg de proteina. Os dados sdo
apresentados como média + DP. n=12 por grupo. *diferente de controle; # diferente de ECN.
valor de p <0,05.
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Analisamos ON no cérebro e intestino dos espécimes, ¢ nao houve diferenga
significativa em nenhum dos grupos. Esse resultado pode ter ocorrido provavelmente por sua
meia vida curta e incorporagdo a outras espécies reativas de nitrogénio e oxigénio nao dosadas

no experimento.

Figura 9: Presenca de 6xido nitrico em cérebro e intestino de neonatos expostos a ECN

e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos.
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Figura 9: Presenca de oxido nitrico avaliado pela técnica nitrito/nitrato em cérebro (A) e
intestino (B) de neonatos submetidos a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou
probidticos. Amostras foram expressas como nmol/mg de proteina. Os dados sdo apresentados
como média = DP. n=12 por grupo. *diferente de controle; # diferente de ECN. valor de p
<0,05.

A figura 10 apresenta imagens representativas € a pontuagdo score de intestino de
animais controle ou submetidos a ECN e tratados com TMF fresco ou estéril ou probioticos.
As imagens em aumento 40x apresentam a camada submucosa e o limen, além das vilosidades
intestinais. No grupo controle percebe-se vilosidades imaturas e preservadas, enquanto que no
grupo ECN percebe-se as vilosidades encurtadas e danificadas. A tabela 2 mostra que ambos

tratamentos (TMF e TFE) foram eficazes em reduzir o dano histologico e por sua vez o grupo

tratado com probioticos ndo apresentou diferenca significativa.
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Figura 10: Lesao tecidual em intestino de neonatos expostos a ECN e tratados com TMF
fresco ou estéril ou probidticos.
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Tabela 2- Analise histolégica no intestino delgado
Controle ECN ECN + TMF ECN + TFE ECN + probiotico

Grau 0 3 2 0 2
2 1 1 2

0 3 0 0 2

0 3 0 0 1

0 3 0 0 1

Figura 10: Imagens representativas de intestino de neonatos submetidos a ECN e tratados
com TMF fresco, estéril ou probiodticos. Imagens em tamanho 40x apresentam camada
submucosa e lumen, além das vilosidades intestinais. Grupo controle (A); ECN (B); ECN +
TMF (C); ECN + TFE (D); ECN + probidtico (E).
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5. DISCUSSAO

O TMF ¢ uma terapia ancestral, recentemente retomada, que tem mostrado resultados
promissores. A primeira descri¢do de seu uso foi na China, hd 1700 anos atrds, onde uma
“sopa amarela” era utilizada para tratamento de intoxicagdo alimentar. Os beduinos também
consumiam fezes de camelo para tratar disenteria. Idéias sobre o papel dos micrdbios
intestinais na saude, foram propagados por Elie Metchnoff, Christian Paullini e se espalharam
entre os médicos europeus no século 18 (Keskey et al., 2020). Os estudos dessa terapia sdo na
maioria concentrados a doengas clinicas gastrointestinais, principalmente em infecgdo
recorrente por Clostridium difficile, ou em testes pré-clinicos e tem apresentado resultados
interessantes com poucos efeitos colaterais, tornando crescente o interesse dos especialistas
em aprofundar o conhecimento sobre essa abordagem (Keskey et al., 2020). Poucos s3o os
estudos publicados do efeito do TMF em ECN, a maioria ainda sdo experimentais e
recentemente nosso grupo de pesquisa apresentou resultados sob o efeito do TMF na
inflamacao e estresse nitro e oxidativo (Prado et al., 2019).

H4 muitas formas de administragdo do transplante, por gavagem, por enema,
liofilizado, congelado, etc. O trabalho de Papanicolas et al, 2019, demonstra que ao
manipularmos as fezes em meio anaerdbio, ja ha perda 50% do bactérias (Papanicolas et al.,
2019). Em meio aerébio como usualmente € feito, s6 cerca de 19 a 23% das bactérias sdo
viaveis, com perda significativa das produtoras de SCFA. Os métodos de 16S rRNA qPCR
superestimam a populagdo bacteriana pois analisam o a quantidade total de DNA na amostra.
Quando a mesma ¢ combinada com propidium monoazida, um corante fluorescente vermelho
que penetra as células com compromisso na membrana, se identifica a diminui¢do das células
bacterianas viaveis descritas (Papanicolas et al., 2019). Observando a variabilidade da
resposta, mesmo quando o transplante ndo € totalmente incorporado ao receptor, ¢ o papel dos
demais componentes presentes no transplante, a proposta dessa pesquisa foi utilizar o TMF,
comparando com o TFE e probidticos na prevengao da ECN.

O processo de esterilizacdo de fezes ja foi descrito em modelos por filtragdo de fezes,
contudo propusemos uma nova metodologia que pudesse alcancar a eficicia necessaria e
suficiente para tornar o TMF estéril através de um método simples de radiacdo U.V. A
radiagdo ultravioleta ¢ um processo fisico que pode ser utilizado para a esterilizacdo de
diversos materiais. O tratamento com radiacdo ultravioleta tem uma longa e eficiente historia
no controle microbiologico (Stannard et al.,, 1983). A irradiacdo ultravioleta tem efeito

microbiocida se usada com intensidade e tempo de exposi¢cdo suficientes, encontrando
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diversas aplicagdes como esterilizacdo de ar, superficies de equipamentos, embalagens e
materiais.

A radiacdo U.V. explora diferentes bandas de comprimento de onda sendo UVC
(200-280 nm) que ¢ superior a UVB (280-300 nm) e UVA (320-400 nm). O dano molecular
irreversivel ideal ocorre em torno do comprimento de onda 260 nm (Rowan, 2019).
Comprimentos de onda menores que 200 nm sdo ineficientes para esteriliza¢ao, pois as ondas
sdo rapidamente absorvidas por oxigénio e agua. As radiagdes U.V. na faixa de 240 a 330 nm
sdo mais eficientes como germicidas porque sdo absorvidas por proteinas e acidos nucléicos,
causando ruptura cromossOmica, mutacdes genéticas e inativagdo de enzimas e,
consequentemente, morte celular (Bayliss et al., 1979; Torres et al., 2020). Em virus e
bacteridéfagos cerca de 60 segundos sdo suficientes para eliminagdo (Torres et al., 2020).
Baseado nesses aspectos, nossos resultados tém mostrado eficacia no protocolo proposto a
partir de 3 horas de exposi¢do do TMF a radiacdo U.V. Esse método simples, mas eficaz,
permitiu dar segmento aos estudos para comparar a eficacia do TMF estéril e fresco.

Os resultados dessa pesquisa t€ém mostrado que ambas abordagens do TMF (fresco
ou estéril) apresentam resultados bastante semelhantes. Presenca de inflamagdo e estresse
oxidativo foram avaliados nos grupos propostos a nivel local e sist€émico. As estruturas
avaliadas foram intestino e cérebro, justamente para compreender os efeitos do TMF no eixo
intestino-cérebro. Como esperado, processo inflamatério e niveis de estresse oxidativo estdo
aumentados no grupo ECN. Sabe-se que alteragdo patologica da microbiota intestinal e
comprometimento da fun¢do da barreira intestinal, como ocorre na ECN, podem influenciar
na imunidade e iniciar uma resposta inflamatoéria e, portanto, refletir na saide e no
comportamento do hospedeiro (Fung et al., 2017). Ambos tratamentos diminuiram a resposta
inflamatoria local (intestino) e também no cérebro. Surpreendentemente, o TFE possui efeitos
significativos quando comparado ao uso de probidticos, que sdo o meio mais estudado (Sharif
et al., 2020).

A ECN impacta diretamente a estrutura intestinal, e isso foi relatado em nossos
resultados. Lesdes histologicas foram claramente detectadas no intestino delgado dos
neonatos com ECN e, conforme estudo de Li et al. (2017), o numero e a diversidade da
microbiota também estdo alterados, desencadeando um quadro inflamatdrio grave. Ja foi
descrito que a colonizacdo da microbiota com maior biomassa virulenta tem forte relacdo com
quadro inflamatdrio intestinal, (Ganguli et al., 2013; Keskey et al., 2020). Estudos também
demonstraram que a resposta pro-inflamatéria na mucosa intestinal estad intimamente
associada a produ¢do de estresse oxidativo, acompanhada de permeabilidade da mucosa

tornando vulneravel a invasdo bacteriana (Good et al., 2012; Yazji et al., 2013). Os radicais
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livres produzidos no tecido geram lipoperoxidagdo, formacao de aldeidos e outros produtos
altamente citotoxicos, o que, por sua vez, induzem ao aumento da permeabilidade da
membrana celular, levando a danos teciduais no intestino e cérebro. Além da peroxidagao
lipidica, os radicais livres podem oxidar aminoacidos, resultando na formagao de grupos tiois
oxidados, entre outras modificagdes que alteram a funcdo e a estrutura normal da proteina
(Barichello et al., 2007). Conforme nossos resultados, os niveis de citocinas pré-inflamatorias
estdo elevados no quadro de ECN, bem como a medida de lesdo oxidativa, demonstrando que
o modelo de gavagem com formula artificial e hipoxia, altera as redes imunologicas sistémicas
nos neonatos.

Em nivel de filo, as alteragdes da microbiota em neonatos com ECN sao
caracterizadas por Firmicutes e Bacteroidetes diminuidos e Proteobacteria aumentada, e em
nivel de género por Lactobacillus e Bifidobacterium diminuidos e Gammaproteobacteria
aumentada (Neu 2014; Liu et al., 2019). Teoricamente, corrigir a disbiose intestinal pode
contribuir para a recupera¢do do dano intestinal da ECN. Os métodos propostos de uso do
TMF promovem o restabelecimento da microbiota intestinal e aceleram o aumento da
diversidade microbiana (Konturek et al., 2015), e embora probidticos de cepas de
Lactobacillus protejam da infec¢do prevenindo a colonizagdo e viruléncia de microbios
patogénicos (Ganguli et al., 2015), nenhum papel consistente foi observado até hoje para
algumas espécies probiodticas comuns de Lactobacillus e Bifidobacterium em ECN (Repa et
al., 2015). Ainda que seguros e utilizados em fase 2 e 3 de pesquisa clinicas, ha preocupagao
no uso de probidticos no publico alvo, os prematuros extremos, visto que de maneira
contraproducente os mesmos podem impedir a capacidade de refauna¢do da microbiota
intestinal (Zeng et al., 2019; Keskey et al., 2020). Em nossos resultados os probidticos
apresentaram uma melhora significativa, mas de modo geral os resultados do TMF e TFE
foram melhores nos pardmetros avaliados. Li et al (2017) mostraram que os niveis de
Lactobacillus e Bifidobacterium diminuiram significativamente em camundongos submetidos
amodelo de ECN e s0 se recuperaram apos o tratamento com TMF, e isso pode ser justificado
pelo fato de que esse grupo de bactérias probidticas seja sensivel a mudangas ambientais na
fase inflamatoria grave, mas que ela se recupera apds a administracdo de TMF. Além disso,
ja foi descrito que o nivel de E. coli aumenta apdés quadro de ECN, mas diminui
significativamente ap6s tratamento com TMF (Li et al., 2017).

Li et al (2017) mostraram diminui¢do geral na producdo de oxido nitrico apds
tratamento com TMF em modelo de ECN devido processo de S-glutationilagdo da eNOS. O
processo de S-glutationilagdo da eNOS indiretamente diminui o processo inflamatorio ativado

pela via TLR-4 que ¢ responsavel por causar a lesdo tecidual no intestino, fornecendo uma
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justificativa para o uso de TMF no tratamento da ECN (Li et al., 2017). Contudo em nosso
experimento ndo encontramos diferenca significativa em relagdo ao 6xido nitrico mensurado,
provavelmente por sua meia vida curta, possivelmente a medida de dano nitrosativo as
proteinas poderia nos dar mais informagdes. Foi demonstrado que o TMF suprimiu a apoptose
intestinal e a translocacdo bacteriana através da barreira intestinal (Li et al., 2017; Liu et al.,
2020). Recentemente Liu et al (2020) demonstraram que o tratamento com TMF diminui
significativamente a expressdo de mRNA de citocinas IL6 e TNF-a, enquanto a expressao de
Claudin-7 esta aumentada, indicando que o TMF pode aliviar a gravidade da ECN ao diminuir
a inflamacao intestinal e aumentar a funcdo da barreira intestinal (Liu et al., 2020).

Outro objetivo proposto nessa pesquisa foi avaliar o efeito do TMF no eixo cérebro-
intestino. O eixo cérebro-intestino-microbiota desempenha papel importante na homeostase
e, consequentemente, nos estados de satde e doenga (Mu et al., 2016; Rea et al., 2016). Rea
et al., (2016) define essa interagdo como um relacionamento multidirecional, no sentido de
que cada componente tem a capacidade de moderar e manipular a fungdo dos outros sistemas
envolvidos. A comunica¢do entre o cérebro e o intestino ¢ mantida por meio de uma rede
complexa, incluindo o sistema nervoso [central, autbnomo e entérico], eixo HPA, sistema
neural, endocrino e imunologico (Carabotti et al., 2015; Mayer, 2011; Moloney et al., 2014,
Keskey et al., 2020). Essencialmente, o eixo cérebro-intestino-microbiota influencia nas
funcdes motoras, sensoriais e secretoras do intestino, enquanto simultaneamente permite que
sinais e metabolitos da microbiota intestinal influenciem o desenvolvimento do cérebro,
bioquimica, fun¢do e comportamento (Cryan e O'Mahony, 2011; Grenham et al., 2011;
Marques et al., 2014). Niveis elevados de TNF-a ¢ HMGBI1 induzidos pela enterocolite
aumentam a neuroinflamac¢ao e induzem a apoptose cerebral. A agcdo da microbiota hostil ao
interferir no HPA, também altera a capacidade do SNC de resolver a inflamacao, perpetuando
a mesma, levando a encefalopatia séptica (Keskey et al., 2020). Os resultados desse estudo
mostram os efeitos benéficos do TMF e TFE no eixo cérebro-intestino-microbiota e
demonstram que a a¢do de ambos provavelmente esta relacionada a produtos do metabolismo
bacteriano e substancias presentes nas fezes, entre eles, como os SCFA (Keskey et al., 2020;
Chen et al., 2019). O acido butirico ¢ um SCFA, principal fonte de energia para o colon e
dessa forma mantém a integridade da barreira mucosa, o que por sua vez, protege a barreira
hemato-encefalica (Chen et al., 2019). Da mesma maneira que em revisoes sistematicas o uso
de probioticos ndo foi efetivo na protecdo do SNC no modelo utilizado (Sharif et al., 2020).
Isso demonstra que a interacdo da microbiota com a mucosa intestinal e seus receptores de
reconhecimento padrdo ndo sdo o unico mecanismo de acdo presente. Além disso, estudos

animais (Lyte et al., 2016; Avila et al., 2020) ja evidenciaram que essa informagio também é
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transmitida do intestino ao cérebro através do nervo vago, embora ndo tenhamos investigado
nesse estudo.

O TMF influencia o sistema imune através de dois mecanismos principais: a
exposicdo do hospedeiro a componentes da microbiota do doador, e pela produgdo de
metabolitos. O polissacarideo A provindo do Bacteroides fragilis, por exemplo, interage com
TLR2 das células dendriticas (CD) na barreira intestinal aumentando a produgdo de IL-10 e
promovendo agdo das Tregs (Burrello et al., 2018; Mishima et al., 2019; Keskey et al., 2020).
As Tregs podem secretar TGF-B, IL-10 e IL-35 anti-inflamatérias, bem como antigeno
citotoxico linfocitico T e co-estimulador indutor de células T (Zeng et al., 2019; Quraishi et
al., 2020). As bactérias filamentosas segmentadas (BFS) também interagem com as CD
resultando no aumento de células TH-17 no intestino, elas s3o essenciais para manter a
homeostase através da sua habilidade de estimular a producdo de muco e peptideos
antibacterianos, ambos essenciais para manutenc¢do da barreira mucosa (Keskey et al., 2020;
Burrello et al., 2018; Mishima et al., 2019).

Entre os metabdlitos da microbiota, o 4acido butirico, promove a multiplicagdo de
células Treg, macréfagos intestinais € macrofagos derivados da medula dssea (Chen et al.,
2019; Keskey et al., 2020; Liu et al., 2020). Ele pode agir através dos receptores acoplados a
proteina-G ou mesmo como inibidor histona deacetilase, diminuindo as citocinas pro-
inflamatoria reguladas pelo NFkB, como TNF-a e IL-6, alterando a expressao de genes dessas
células imunes e modulando a resposta ao estimulo microbiano (Adelman et al., 2020). Outro
metabolito, como os hidrocarbonetos arila interagem com as células linfoides inatas para
produgdo de IL-22, o que é fundamental para producdo de peptideos antimicrobianos (Keskey
et al., 2020; Quraishi et al., 2020; Sun et al., 2018). A conversao de acidos biliares conjugados
em ndo conjugados no intestino ¢ mediada por enzimas bacterianas ndo produzidas por
mamiferos, as hidrolases dos sais biliares (HSB), e esses acidos biliares ndo conjugados
inibem o crescimento de organismos patogénicos (Mullish et al., 2019; Sun et al., 2018). Um
mecanismo de acdo do TMF ¢ restaurar a presenga de bactérias e arquéias produtoras de HSB,
o que ¢ relacionado a resolugdo da irCD e infec¢do por Campylobacter jejuni, ainda que outros
mecanismos estejam envolvidos (Mullish et al., 2019; Sun et al., 2018; Khoruts et al., 2016).

Ao ser realizado o TMF sdo transferidos outros membros da microbiota, € mais
aten¢do tem sido dada em estudos recentes aos bacteriéfagos e sua capacidade de modular a
microbiota e sua funcdo (Draper et al., 2020). Em experimento de Draper et al, 2020; o
transplante de fezes filtradas retendo seus bacteriofagos foram capazes de restaurar a
microbiota pds exposicdo a antibidticos, enquanto naquelas tratadas com calor e nucleases,

eliminando os bacteriofagos, ndo foram (Draper et al., 2020; Rasmussen et al., 2020). Essa
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forma de transplante tem sido chamada de transplante de viroma fecal (TVF), e tem sido
estudada no tratamento de obesidade, diabete tipo 2, irCD e ECN (Rasmussen et al., 2020).
Mesmo o sucesso do TMF na irCD pode estar relacionado a diversidade dos bacteriéfagos do
doador e diminui¢do da quantidade total do mesmo no receptor (Park et al., 2019).
Demonstrou-se em pacientes com irCD tratados com TMF, o viroma do doador era
incorporado e dominante por até doze meses apos o transplante (Quraishi et al., 2020). Os
bacteriéfagos aderem fortemente ao muco intestinal, mais que a luz, e agem por varios
mecanismos. O mais relatado se refere ao aumento da replicacdo viral em situagdes de
mudanga do pH, antibioticos, e estresse celular, o que levam a lise das bactérias mais
abundantes, promovendo o retorno a diversidade (Rasmussen et al., 2020; Quraishi et al.,
2020). Os bacteriofagos Caudiovirales aumentam a producdo de IFN-Y, via TLR-9, o que
além dos efeitos na maturacdo das CD, inibe a producao de citocinas inflamatorias (Quraishi
et al., 2020). Em experimento de Brunse et al 2020, o TVF foi efetivo em prevenir ECN em
modelo suino, evitando disbiose e supercrescimento bacteriano (Brunse et al., 2020). Ainda
que estejam presentes no TMF, hé preocupacdo sobre a transferéncia de virus que atinjam as
células do receptor e possam causar infeccdo secundaria, ou sejam indutoras de cancer
(Rasmussen et al., 2020).

No TFE sao transferidos debris bacterianos, proteinas, compostos antimicrobianos,
produtos do metabolismo, oligonucleotideos e nanoparticulas (Ott et al., 2017; Rasmussen et
al., 2020). Vesiculas extracelulares (VE, de tamanho entre 20 e 1000nm) sdo liberadas por
células procaridticas e eucaridticas, carregando proteinas, acidos nucleicos e lipideos
(Rasmussen et al., 2020). As bacteriocinas sdo nanoparticulas com atividade antimicrobiana
que podem afetar alguns membros da microbiota, presentes nessas VE (Rasmussen et al.,
2020). Em um estudo de Ott et al, de 2017, com transplante de fezes filtradas estéreis no
tratamento de IrCD houve resolug¢do da doenga nos 5 pacientes tratados, com modificacdo do
padrio microbiano e viral (Ott et al., 2017). E provavel que componentes da parede célular
bacteriana ou fragmentos de DNA estimulem a resposta imune através dos RRP, outra
possibilidade ¢ de acdo dos bacteriéfagos ou transferéncia de bactérias especificas tendo no
seu genoma fagos temperados que se tornam ativos apos o transplante. Em experimento de
He et al., (2019), onde comparou quatro formas de administragdo do TMF em modelo
experimental de colite em camundongos, entre elas uma com as fezes fervidas para
esterilizacdo, houve um efeito muito superior do TMF por suspensdo do que das fezes
esterilizadas, em todos os parametros avaliados. Entre esses a inibi¢ao da rota TLR4-MyD88-
TRAF60-NFkB, diminui¢do da lesdo da barreira mucosa na histologia, e da expressdo de

interleucinas (He et al., 2019). O TFE demonstrou no nosso experimento resultados muito
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semelhantes ao TMF na preven¢do da ECN, da mesma maneira que em outros experimentos
com TVF, e melhor com contetido fecal fervido. Seria importante a analise de bactérias e virus
viaveis por sequenciamento genético em todos esses modelos para identificar o mais eficiente.

Por fim, vale ressaltar que o TMF ainda é uma terapia sob investigagdo do FDA
(United States Food and Drug Administration) devido a complexidade do procedimento e o
risco a que leva ao paciente, embora a seguranca e tolerancia do TMF ja tenham sido relatadas
em adultos (Gurram et al., 2019; Nowak et al., 2019) e em criancas (Gurram et al., 2019),
inclusive em ensaio clinico randomizado conduzido recentemente (Xu et al., 2021). Uma
limitacdo importante ¢ a necessidade de suspensdo de antibiodticos, principalmente em
pacientes criticos (Zeng et al., 2019; Keskey et al., 2020). Os indices de complica¢cdo do FMT
no tratamento de irCD s3o baixos, mas casos de morte por aspiragdo, megacolon téxico, e
recentemente, o desenvolvimento de bactérias resistentes a multiplas drogas foram descritos
(Zeng et al., 2019; Mullish et al., 2019; Keskey et al., 2020; Adelman et al., 2020; Rasmussen
et al., 2020). De uma maneira similar, houve um relato recente de seis casos de pacientes
adultos tratados em UTI que desenvolveram bacteremia por Lactobacillus apds uso de
probidticos (Keskey et al., 2020). A regulamentag@o ainda permanece controversa, mas dois
estudos mostraram que pacientes declararam estar dispostos a receber TMF se fosse indicacao
médica (Kahn et al., 2012; Zipursky et al., 2012). O TMF demonstrou em outros experimentos
em modelos suinos, prevenir a ECN e melhorar a eficicia do tratamento com antibioticos,
contudo também houve aumento da mortalidade devido a supercrescimento bacteriano

(Rasmussen et al., 2020), demonstrando o risco dessa abordagem no prematuro vulneravel.
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6. CONCLUSAO

Os resultados dessa pesquisa t€ém mostrado que ambas abordagens do TMF (fresco
ou estéril) apresentam resultados bastante semelhantes na prevengdo da ECN.
Surpreendentemente, o TFE possui efeitos significativos quando comparado ao uso de
probidticos. Baseado nos resultados obtidos, o método de esterilizagdo proposto, simples e
eficaz, propdem tornar o tratamento mais seguro para aplicagdo clinica na patologia. Sendo
assim, a esterilizagdo do TMF pode ser uma estratégia interessante para as doengas que se

beneficiam do seu uso, trazendo seguranca e mantendo a eficacia do tratamento.
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ANEXO 1 — Parecer aprovado da Comissdo de Etica de uso de Animais

v Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA »
unesc Comissio de Eticano Uso de Animais S
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgio, manutengio ou utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
clentifica (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 Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 06/10/2020.

Titulo do projeto Andlise comparativa entre transplante de microbloma fecal congelado
ou estérl em modelo experimental de enterocolite necrosante neonatal

Project title Comparative analysis between frozen or sterle fecal microbiome
transplantation in an expermental model of neonatal necrotizing
enterocolitis

Namero do protocolo 68/2020
Protocol number

Pesquisador principal Felipe Dal-Pizzol
Principal Investigator

Pesquisadores Christian Prado, Monique Michels, Mariane Abatti, Andriele Vieira,
Researchers Emily Comeo, Rodrigo Dias, Filipe Fernandes Gabriel, Amanda
Indalécio Goulart, Filipe Fernandes Gabriel @ Natalli Studnicka.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo | 10/10/2020 a 10/10/2021

Espécie/linhagem/raga | Rato heterogénico/ Wistar

Idade/Peso 1 dia / 20-30g

Numero de animais Masculino = 90
_Espéciellinhagem/raca | Rato heterogénico/ Wistar
Idade/Peso 2 meses / 200-300g
Namero de animais Masculino = 1

Total 91

Procedéncia Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.

Cricidma-SC, 06 de outubro de 2020.
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