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A ciéncia nao € apenas um corpo de conhecimentos, mas uma
maneira de pensar, um modo de questionar ardentemente o
desconhecido, desafiando o impossivel com determinacao
incansavel.

Carl Sagan
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RESUMO

Animais de companhia (caes e gatos), ttm conquistado um lugar especial nos lares,
independente da classe social dos tutores. Estes animais sao reconhecidos como
membros da familia, devido ao forte elo afetivo estabelecido na relacdo homem e
animal. Como membros da familia, os animais necessitam de todos os cuidados,
desde a alimentacdo e cuidados basicos, até a manutengdo da sua saude. A
longevidade dos pets é, certamente, uma demanda de grande valor para a sociedade
atual. Contudo, algumas doengas crbénicas caninas, como dermatites atopicas e
gastroenteropatias, que perfazem mais de 50% das rotinas de atendimentos clinicos,
nao tém bons resultados com os tratamentos convencionais, gerando impacto
financeiro, insatisfacdo e desgaste emocional para os tutores. O potencial de
tratamentos e avaliagdes de saude baseada no microbioma intestinal € expressivo e
ja se faz presente da medicina humana. Na veterinaria essa conduta também esta se
desenvolvendo. O objetivo principal deste trabalho é desenvolver um biobanco de
fezes caninas, com foco no detalhamento do processo de sele¢gao, armazenamento e
conservagao de fezes caninas. A constituicdo do biobanco visa apoiar o Transplante
de microbiota fecal (TMF) em pacientes caninos portadores de atopias e enteropatias.
O TMF em caes pode ser realizado por meio da infusdo retal de solu¢des bioldgicas,
denominadas enemas, que sao previamente manipuladas em laboratoério, utilizando
uma metodologia adequada de diluigdo. A pesquisa adotou a seguinte metodologia:
estudo da microbiota ideal, selecdo de doadores, caracterizagdo e critérios de
armazenamento e conservacdo do enema para a producido de um biobanco de fezes
caninas. A selecdo dos doadores foi realizada com base na analise do microbioma
intestinal, avaliado mediante analises por sequenciamento do gene 16S rRNA, para
assegurar o predominio de espécies comensais desejaveis no perfil bacteriano dos
taxons, garantindo assim a eficacia e seguranca do procedimento de TMF. Foram
selecionados 6 animais como doadores. Os enemas preparados foram armazenados,
e 20 pacientes receberam o enema, por trés vezes, com dez dias de intervalo entre
os transplantes. Todos os animais foram acompanhados por 120 dias e apresentaram
melhora significativa, sem eventos adversos. A pronta oferta do enema para o
transplante € um elemento fundamental para a consolidagao da terapia de TMF, por
garantir a seguranca e a disponibilidade do enema, que atenda a demanda. O
biobanco de fezes caninas, até onde sabemos, o primeiro a ser constituido no Brasil,
€ uma forma de viabilizar o tratamento de dermatites e enteropatias crénicas em caes,
por meio do TMF e permite sua expansao como opgao terapéutica.

Palavras-chave: Transplante fecal. Microbiota. Disbiose em caes. Terapéutica
microbiana. Biobanco de fezes caninas.



ABSTRACT

Companion animals (dogs and cats) have earned a special place in households,
regardless of the tutors’ social class. These animals are recognized as members of the
family due to the strong emotional bond established in the human—animal relationship.
As family members, animals require comprehensive care-from nutrition and basic
management to the maintenance of their health. The longevity of pets is certainly a
matter of great importance to contemporary society. However, some chronic canine
diseases, such as atopic dermatitis and gastroenteropathies-which account for more
than 50% of routine clinical consultations—often do not respond well to conventional
treatments, leading to financial impact, dissatisfaction, and emotional strain for tutors.
The potential of health assessments and treatments based on the intestinal
microbiome is considerable and already well established in human medicine. In
veterinary medicine, this approach is also under active development. The objective of
this study is to develop a canine fecal biobank, focusing on detailing the process of
selection, storage, and preservation of canine fecal samples. The establishment of the
biobank aims to support Fecal Microbiota Transplantation (FMT) in canine patients
affected by atopic and enteropathic conditions. FMT in dogs can be performed through
the rectal infusion of biological solutions, known as enemas, which are previously
prepared in the laboratory using an appropriate dilution methodology. The research
adopted the following methodology: study of the ideal microbiota, donor selection,
characterization, and definition of storage and preservation criteria for the enema,
aiming at the production of a canine fecal biobank. Donor selection was based on the
analysis of the intestinal microbiome, assessed through sequencing of the 16S rRNA
gene, in order to ensure the predominance of desirable commensal species within the
bacterial taxonomic profile, thereby guaranteeing the efficacy and safety of the FMT
procedure. Six animals were selected as donors. The prepared enemas were stored,
and twenty patients received the enema three times, with ten-day intervals between
transplants. All animals were monitored for 120 days and showed significant
improvement without adverse events. The prompt availability of the enema for
transplantation is a key element for the consolidation of FMT therapy, as it ensures
both the safety and the readiness of the biological material to meet clinical demand.
The canine fecal biobank, the first to be established in Brazil, represents an important
means of enabling the treatment of chronic dermatitis and enteropathies in dogs
through FMT, and allows for its expansion as a therapeutic option.

Keywords: Fecal transplantation. Microbiota. Dysbiosis in dogs. Microbial therapy.
Canine fecal biobank.
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1 INTRODUGAO

O mercado de animais de companhia brasileiro deve faturar R$ 77,2 bilhdes
em 2025, crescendo 2,42% em relagdo a 2024, que foi de R$ 75,4 bilhdes. O pet food
lidera com R$ 40,82 bilhées (52,9% do total), seguido pela venda de animais (R$ 8,5
bi), produtos veterinarios (R$ 8,2 bi) e servigcos veterinarios (R$ 8,1 bi) (Abempet,
2025). Vale mencionar que o mercado brasileiro € o segundo maior do mundo em
faturamento e total de animais, perdendo apenas para os Estados Unidos (Abinpet,
2022). A populacéo de caes e gatos no Brasil ultrapassa 85 milhdes de animais,
segundo dados da Abinpet, sendo 56 milhdes de caes e 25 milhdes de felinos. Assim,
em média as residéncias abrigam mais de um animal, o que representa mais de 2,4
animais por familia (Abinpet, 2022).

Os dados para o Brasil em 2022 sdo de mais de 180 mil estabelecimentos
veterinarios, entre clinicas e hospitais para caes e gatos. Vale citar que a populagao
brasileira, segundo o ultimo censo em 2022, foi estimada em 203,1 milhdes de
pessoas, assim, temos cerca de 0,4 animais por habitante. Nos Estados Unidos
existem mais de 170 milhdes de animais, entre caes e gatos, sendo a populagao de
felinos superior a de caes. Com uma populagao de cerca de 330 milhdes de pessoas,
os Estados Unidos tém em meédia 0,50 animais por habitante, valor relativamente
proximo ao do Brasil (Abinpet, 2022).

Assim, os animais de companhia (cdes e gatos), vém ocupando espaco
crescente e relevante nos lares, sdo reconhecidos como um membro da familia pelo
elo afetivo desenvolvido, independente da classe social. Em muitos casos, sao eleitos
como opcao de casais, que optam por ndo ter filhos. Nesse contexto, a busca por
solucdes mais eficientes em diversas areas do mercado pet € crescente, o que resulta
no aumento do numero de estabelecimentos para venda de produtos e inovagdes
tecnoldgicas, tanto nos servigos veterinarios como hotéis e creches, como em
produtos farmacolégicos(Abinpet, 2022).

A cadeia Pet Food (ragdes e petiscos), representou 75% do faturamento,
seguido por servigos, clinicas, pet serv, banho e tosa (18%), e a industria
farmacolégica, ao redor de 7,0% (Abinpet, 2022). O mercado de produtos e servigos
para caes e gatos tem crescido em média 7% a 12% nos ultimos anos.

Este contexto evidencia que a tecnologia tera importancia crescente na

medicina veterinaria, disponibilizando recursos capazes de maximizar a prevengao e



18

tratamento de doengas agudas e crbnicas de forma eficaz. Inovagdes tecnoldgicas e
biotecnoldgicas disponiveis, como exames menos invasivos, uso de biomarcadores
diagnosticos, maior qualidade e precisdo de imagens, videocirurgias, ja sao realidades
nos consultorios veterinarios (Barbugli Filho; Amaral; Trovatti, 2024).

Novos farmacos e tratamentos vao possibilitar o prolongamento da vida dos
pets com qualidade. A longevidade dos animais de companhia € a estratégia que
direciona a medicina veterinaria e areas coligadas (Healthspan), como a farmacologia
e laboratérios biolégicos (Dhaliwal et al., 2023).

Doencas cronicas como insuficiéncia renal, ja possuem tratamentos clinicos e
nutricionais, capazes de prolongar a sobrevida de pacientes criticos com bem-estar
e saude. O mesmo se aplica para a area da oncologia veterinaria (Bartges, 2012).

Protocolos avangados para a internagcdo de pacientes criticos estdo em
constante evolucéo, e, neste aspecto, diversas areas seguem em desenvolvimento,
com destaque para a nutrologia veterinaria de cédes e gatos, e os estudos inerentes a
biota intestinal. Tratamentos nutricionais enterais e até parenterais ja s&o uma
realidade na internagao de cées e gatos, e a tendéncia € seguir com melhorias e mais
eficiéncia nos resultados (Gagne; Wakshlag, 2015). E expressiva a tendéncia de
pesquisas que avangam na area nutricional, distinta do segmento rac¢des (base das
pesquisas até entdo), pois alimentagao nao convencional, como a natural para caes e
gatos, retornam ao mercado apresentando bons resultados (Jericd; Andrade-Neto;
Kogika, 2015; Akamine et al. 2023).

Algumas enfermidades crbnicas caninas como dermatites e enteropatias,
perfazem a maioria das casuisticas de atendimento, que somadas, representam mais
de 60% dos atendimentos nas rotinas clinicas (Jericd; Andrade-Neto; Kogika, 2015).
No entanto, ocorre que os tratamentos vigentes e convencionais ndo estdo gerando
resultados satisfatorios (Jericd; Andrade-Neto; Kogika, 2015).

O estudo da biota intestinal em humanos € uma area de pesquisa que vém
crescendo nos ultimos 10 anos, pois ja existem resultados apontando para solugdes
impactantes nos tratamentos de disfun¢gdes cognitivas como Alzheimer, diabetes,
doencas metabdlicas, obesidade, tumores de intestino e alergias, por meio do
entendimento, até entdo pouco observado da biota intestinal do paciente, e sua
correlagdo imediata com processos alostaticos e homeostaticos (Wang et al., 2019).

A partir de 1990, a comunidade cientifica e médica passou a considerar com

mais interesse a relagdo entre o organismo (hospedeiro), e a microbiota intestinal
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(Anderson, 2004). As pesquisas estdo mostrando que a saude e longevidade das
pessoas dependem das novas descobertas sobre o papel da biota intestinal no
organismo (Yang; Millischer, 2020).

Foster et al. (2013) apresentam resultados obtidos por meio de transplantes
fecais de pacientes sadios para enfermos. Contudo, ainda é incipiente, principalmente
no Brasil, 0 uso de terapias que utilizam dados da microbiota intestinal na medicina
veterinaria, que deve seguir na busca por terapias inovadoras, por meio do maior
entendimento sobre como ocorre o processo de alteracdo da biota intestinal.

Outras pesquisas ja evidenciam resultados positivos no tratamento de
dermatites caninas e enteropatias, por meio do transplante fecal (Sugita et al., 2023).
Estes estudos corroboram a relevancia e a caracteristica inovadora dessa nova
abordagem para o tratamento de doengas caninas cronicas, com oportunidade de
atender as necessidades de um grande mercado.

As enteropatias cronicas sao disturbios prevalentes em céaes, e a maioria dos
afetados responde a protocolos de tratamento baseados em evidéncias (Makielski et
al., 2019). No entanto, Nordin et al. (2022) demonstraram que aproximadamente 15-
43% dos caes com inflamacgdes intestinais crénicas ndo respondem aos tratamentos
convencionais com o uso de antibidticos, existindo um mau prognaéstico a longo prazo,
e um alto risco de eutanasia.

O TMF, pode determinar significativa mudanga na microbiota intestinal,
resolvendo de forma sustentada a disbiose. O TMF é usado para transferir o
microbiota intestinal de um doador saudavel para um receptor doente, a fim de mudar
sua microbiota e diminuir a atividade da doencga (Suchdolski J.S., 2015).

Sugita et al. (2023) sugerem que o transplante de microbiota fecal (TMF), pode
ser um tratamento adjuvante promissor, desde que acompanhado de dietas capazes
de manter a biota transplantada estavel no paciente. Sobre este ponto, espera-se
melhor resultado em pacientes alimentados com dietas naturais especificas, e
formuladas por nutrélogos experientes.

Estudos de Hoffman et al. (2021) afirmam que “o transplante da microbiota fecal
pode aumentar a probabilidade de remissao clinica em casos de colite ulcerosa”. Pillar
et al. (2020) realizaram uma meta-analise que comparou 0 microbioma intestinal em
caes saudaveis versus caes com disturbios gastrointestinais, concluindo que a maioria
dos caes com doengas gastrointestinais tem disbiose. A disbiose é caracterizada por

uma diversidade significativamente diminuida, e reduzida presenca de
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Faecalibacterium, Fusobacterium, Blautia, Turicibacter e Clostridium hiranonis, bem
como um aumento do indice de disbiose, e abundancia de E. coli, em comparagao
com caes saudaveis (Alshawaqfeh et al., 2017).

Embora a colonizagdo microbiana fosse tradicionalmente atribuida ao
nascimento, alguns estudos indicam que o feto a termo ja pode abrigar bactérias. O
desenvolvimento da microbiota comega ainda na vida fetal e é influenciado pelo tipo
de parto, colostro, leite, ambiente e dieta. A microbiota materna e sua dieta também
impactam a microbiota intestinal dos filhotes, sendo fatores criticos para a
sobrevivéncia dos mesmos (Balouei et al., 2023).

E crescente na medicina humana o interesse do transplante de microbiota fecal
no tratamento da infecgdo recorrente por Clostridioides difficile (CDI), tambémcitado
como promissor no tratamento da doenga de Crohn (Fehily et al., 2021). No entanto,
sua disseminagao na rotina clinica é limitada por obstaculos como a falta de centros
especializados e dificuldades com o recrutamento de doadores.

Para superar tais desafios, destaca-se a relevancia de existirem biobancos de
fezes, que garantam acesso confiavel ao TMF para os pacientes, e um processo
seguro e rastreavel. Pesquisadores de diferentes partes do mundo discutem questoes
relacionadas a futuros biobancos de fezes, com especificacbes e critérios sobre
principios, objetivos, organizacéo, selecao de doadores, entre outros temas, com base
em evidéncias disponiveis, para promover acessibilidade ao TMF na pratica clinica
(Cammarota et al., 2021).

O conceito geral de um biobanco é recente e refere-se a uma colegao
organizada de material biolégico humano para fins de pesquisa, sob regulamentacao
ética e operacional, sem fins comerciais (Brasil, 2011). Ainda ndo ha um consenso
internacional sobre sua definicdo, mas ¢é distinto de biorrepositérios, que sao
temporarios e especificos para projetos de pesquisa. Assim, mais especificamente,
até entao nao existe, no Brasil, uma definicdo regulamentada para biobanco de fezes,
seja para humanos ou caes.

Pilarski e Myszczuk (2014) exploraram a necessidade de uma legislacéo,
principios e critérios que possam regulamentar o uso de biobancos humanos, que
inclui-se também a necessidade de uma legislacdo especifica para biobancos
animais.

Apesar da falta de consenso sobre o conceito de biobanco, algumas premissas

sao essenciais para a constituicio de um biobanco, tais como: possuir dados
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associados ao material biolégico, garantir um padrdo de qualidade que contemple
todas as etapas de processamento, um sistema informatizado que permita
rastreabilidade das amostras e a garantia de confidencialidade e respeito aos direitos
do doador da amostra (Salgueiro, 2016).

O Consoércio de TMF para animais de companhia foi criado para avangar com
seguranga na area veterinaria, reunindo os principais pesquisadores em TMF, com o
objetivo de desenvolver as primeiras diretrizes clinicas para o uso dessa técnica em
animais de estimagdo. Tais diretrizes buscam simplificar o processo de TMF,
tornando-o mais acessivel aos veterinarios. O desenvolvimento dessas orientagcdes
envolveu, além da selegdo de especialistas, a identificacdo de tépicos-chave, e a
criacao de declarag¢des baseadas em evidéncias, seguindo um processo de consenso
veterinario, que ndo configura normativa regulatéria (Jenessa et al., 2024).

A tecnologia e a biotecnologia terdo papel crescente na medicina veterinaria,
oferecendo recursos capazes de maximizar a prevencao e tratamento de doencas
agudas ecrbnicas de forma eficaz. Inovagbes tecnoldgicas e biotecnoldgicas estdo
disponiveis e ja sdo realidade nos consultorios veterinarios,como o sequenciamento
de marcadores de DNA para identificagdo de microrganismos, biomarcadores
diagndsticos, exames menos invasivos, maior qualidade e precisdo de imagens e
videocirurgias (Barbugli Filho; Amaral; Trovatti, 2024).

O principal desafio na medicina interna veterinaria de cées é promover a
longevidade dos pacientes. E amplamente reconhecido que processos alostaticos
recorrentes, resultantes de inflamagdes crénicas de baixo grau, estdo associados a
diminui¢cdo da vitalidade da microbiota intestinal, o que, por sua vez, compromete a
saude intestinal desses individuos. Portanto, a busca por uma saude intestinal
otimizada deve ser uma prioridade nas abordagens clinicas voltadas para caes.

A nutricdo desempenhara um papel cada vez mais significativo nas praticas
clinicas, assim como as terapias destinadas a revitalizar microbiotas disfuncionais.
Nesse contexto, o transplante fecal tem se mostrado uma opg¢ao promissora. Essa
tendéncia devera impulsionar a produgdo em escala de enemas fecais seguros e
confiaveis, e outras formas de apresentagao, como capsulas, que ainda estao por ser
exploradas. Até o momento, os prebidticos, probidticos (Cepas, bactérias) e
simbidticos disponiveis ndo tém conseguido revitalizar microbiotas disfuncionais de

maneira eficaz.
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Conceitualmente os probidticos sdo microrganismos vivos, como Lactobacillus
e Bifidobacterium, administrados em quantidades especificas para proporcionar
beneficios a saude do hospedeiro, modulando a microbiota intestinal. Os prebidticos
por sua vez, consistem em substratos n&do digeriveis, como inulina e oligofrutoses,
fermentados seletivamente por bactérias benéficas no cdélon, promovendo seu
crescimento e inibindo o desenvolvimento de taxons patégenos. Os simbidticos
representam uma combinagao sinérgica de probidticos e prebidticos, potencializando
efeitos mutuos na microbiota. Os pds-bidticos englobam metabdlitos, paredes
celulares e ou componentes inativados de probidticos, exercendo acdes benéficas
independentes de fornecimento microbiano, como imunomodulacéo. Esses conceitos
sustentam interveng¢des nutracéuticas em saude intestinal (Bielecka; Biedrzycka;
Majkowska, 2002).

Diante desse cenario, a elaboracdo de um dossié detalhado e fundamentado
sobre enemas fecais provenientes de um biobanco parece ser uma proposta
altamente relevante. Tal iniciativa, ndo apenas contribuira para o avang¢o do
conhecimento cientifico na area, mas também podera estabelecer diretrizes praticas
para a implementacao clinica do transplante fecal em caes, visando a melhoria da
saude intestinal e ao manejo de condi¢cdes associadas a disbiose e inflamagao crénica
(Barbugli Filho; Tahara, 2024).

Enema fecal € um procedimento médico que envolve a introducido de um
preparo liquido no reto para limpar o intestino, utilizado para aliviar constipacao,
preparar pacientes para exames ou cirurgias, ou remover fezes impactadas.
Propomos utilizar o termo enema para a solugao fecal, por ter apresentagao liquida e
ser injetada por sonda retal.

A pesquisa proposta busca responder a questdes fundamentais sobre a
producao de enemas fecais para transplante fecal em caes, visando estabelecer um
consenso e um protocolo ideal. As perguntas centrais incluem: qual é o protocolo mais
eficaz para a producéo de enemas fecais? Quais cuidados devem ser tomados para

garantir a seguranga do material utilizado?
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta pesquisa € desenvolver uma referéncia de biobanco
de fezes caninas, considerando para tal a descricdo do processo de selegdo dos
doadores, a partir da analise do sequenciamento da microbiota, a caracterizagao
fisico-quimica e biolégica dos enemas, o armazenamento, a conservagao das
microbiotas caninas pela producdo de enemas, o transporte e orientacdo de uso,
visando a seguranca e eficacia do transplante fecal canino.

A investigacdo abrange desde a selecdo rigorosa dos doadores até os
processos de manipulagdo, diluicdo, armazenamento e quantidades a serem
infundidas, com base nas publicagdes cientificas existentes. Uma vez definido um
método justificado, o estudo concentra-se nos resultados obtidos em pacientes com
dermatite atépica e disfungdes gastrointestinais. Além disso, o trabalho propde
definigdes claras sobre os taxons desejados e indesejados na microbiota dos
doadores, bem como o comportamento e a transformac¢ao da microbiota dos animais
tratados ao longo do tempo. Objetiva-se também avaliar as transformagdes na
microbiota por um periodo e as respostas clinicas dos pacientes submetidos ao

tratamento.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos, elencam-se:

— Caracterizagao (clinica) dos doadores e sua microbiota para definigdo do
perfil de microbiota saudavel, com a identificacdo por sequenciamento 16S
rRNA da microbiota do doador ideal;

— O procedimento de coleta das fezes do doador eleito;

— Definicdo do processo de armazenamento, conservacao e preparo das
suspensdes denominadas enemas;

— Definigao do procedimento de transplante da microbiota fecal;

— Elaborag&o do painel da microbiota dos doadores;

— Avaliagdo dos critérios de qualidade do enema armazenado;

— Avaliacao e estudo dos requisitos de registro do biobanco.
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A Figura 1 representa, de modo geral, as principais etapas da pesquisa, para a

concepgao de um biobanco de fezes caninas.

Figura 1: Esquema representativo do desenvolvimento do biobanco de fezes caninas

Desenvolvimento de um Biobanco de Fezes Caninas

c'%\—ﬂ? Selegdo de Doadores

- Identificando cdes saudaveis para doagdo
(ng Caracterizagao de Doadores
Avaliando perfis microbioldgicos dos doadores

Armazenamento de Amostras

Armazenando amostras de forma segura para
preservagdo

Conservagao de Amostras

Garantindo a integridade a longo prazo das amostras

Fonte: Do autor (2024).

1.3 JUSTIFICATIVA

O enema fecal € uma adaptacdo de uma técnica rotineira conhecida como
enema de retencdo, que consiste na insercao de fluidos no reto, por meio de
equipamentos apropriados, de modo que possam permanecer por periodos
relativamente longos, e serem absorvidos pelo célon. No enema fecal, os fluidos
terapéuticos sao substituidos por uma suspensao diluida de fezes (Barbugli Filho;
Gorni; Amaral, 2024).

Mesmo com o crescente interesse na comunidade de saude humana, e a
conscientizagdo dos pacientes, questdes técnicas e logisticas dificultam sua
implementagdo segura e regulada na pratica clinica. Apesar dos avangos, ainda
existem desafios a serem enfrentados, como a necessidade de protocolos
padronizados e a superacao de barreiras culturais relacionadas ao uso de fezes
humanas em tratamentos meédicos. A aprovacao recente pela Food and Drug
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Administration (FDA), a agéncia federal do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos Estados Unidos, de medicamentos baseados em transplante fecal,
como o Vowst®, representa um passo importante na aceitacdo dessa terapia,
oferecendo uma alternativa mais acessivel e rigorosamente testada.

A Conferéncia de Consenso Europeia reuniu especialistas para desenvolver
diretrizes sobre indicagcbes em humanos, selecdo de doadores, preparagao do
material fecal, manejo clinico e requisitos para centros de TMF. Foram divulgadas
recomendacgdes baseadas em evidéncias para orientar os médicos na implementacao
do TMF, e promover sua disponibilidade, incentivando também a pesquisas futuras na
area. O relatério destaca a forte recomendacgéao para a implementacéao de centros de
TMF (biobancos), no tratamento da infecc&o por C. difficile, com diretrizes detalhadas
para requisitos técnicos, regulatorios, administrativos e laboratoriais (Cammarota et
al., 2021).

O conteldo do consenso veterinario de 2024, resumiu-se a tentar definir
padrées minimos na sele¢cao dos doadores, destacando situacdes impeditivas como
a presenca de parasitas, doengas crbnicas e disbiose intestinal. No entanto, néo
explorou detalhes como a definicdo de bactérias desejaveis e indesejaveis, padroes
fisico-quimicos dos enemas, como viscosidade e consisténcia; e maior detalhamento
na manipulagao e conservacao dos enemas (Jenessa et al., 2024).

Pesquisas recentes da medicina humana estdo mostrando que a saude e
longevidade dos individuos dependem das novas descobertas sobre o papel da biota
intestinal no organismo (Suarez et al., 2017). No mesmo sentido, no entanto ainda
incipiente, principalmente no Brasil, a medicina veterinaria deve seguir a medicina
humana na busca por terapias inovadoras, por meio do entendimento das correlagdes
da biota intestinal com varias doencgas.

Exemplo maior desta abordagem sido os resultados obtidos a partir de
transplantes fecais de animais sadios para enfermos. As enfermidades parecem
mostrar certa similaridade no tocante a microbiota intestinal, ou seja, como se
caracteriza a microbiota intestinal, quais bactérias (filos e géneros) compdéem o
intestino do animal enfermo e saudavel (Suchodolski et al., 2005).

Por meio do transplante fecal ja se obtém resultados impactantes no tratamento
de dermatites caninas e enteropatias (Sugita et al.,2023). Resultados promissores,
incluindo desde processos simples, como transplantes a fresco via oral, ou como

meétodos invasivos via colonoscopia.
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Esta nova estratégia terapéutica da medicina veterinaria, podera em breve
substituir as tratativas de uso de simbidticos, pois tal recurso tem apresentado
limitacgdo no que se refere a transformagdo e manutencdo da biota intestinal
(Minamoto et al., 2022).

Até o presente momento, no Brasil, ndo existe registro de um biobanco de fezes
caninas que possa atender clinicas interessadas em usar essa terapia (Pereira et al.,
2018). Tal fato representa uma contribuicdo do projeto, tanto para a academia, por
produzir novos conhecimentos associados ao TMF, como para os pacientes que se
beneficiarao do tratamento, de forma segura e com grande possibilidade de melhora
e/ou cura da doenca.

A seguranca do biobanco de fezes € garantida pelo processo de selegdo dos
doadores, de garantias de adequado armazenamento e de conservagéo, que serao
propostos neste projeto, destacando-se a definicdo dos taxons, por espécies
desejadas e indesejadas nos enemas produzidos a partir da elei¢ao dos doadores. O
biobanco de enemas caninos proposto neste trabalho permitira a realizagdo da
aplicacdo da biotecnologia basica de transplante de microbiota fecal em caes,
especialmente para os portadores de dermatites ou enteropatias cronicas.

O procedimento de transplante fecal & pouco invasivo, uma vez que a manobra
de infusdo dos enemas é simples, rapida e possivel de ser realizada em clinicas
veterinarias convencionais. Acredita-se também que a logistica de envio dos enemas
armazenados no biobanco, inovador no Brasil, é viavel, pois serao infundidos volumes
pequenos nos pacientes, 0 que possibilitara atender uma demanda crescente a partir
da existéncia do biobanco de fezes caninas.

Vale ressaltar a relevante importancia da qualidade, padrao e protocolo a serem
executados na producdo dos enemas, a partir da proposta cientifica deste projeto,
quando comparado com a utilizacdo de fezes de doadores sem maiores critérios
técnicos. Nesse sentido existe a possibilidade de patentear o processo de selegao,
armazenamento e conservagao dos enemas fecais, pois apesar de ja existirem
diversas citagdes, ainda nao foram definidos os critérios para um protocolo, inclusive
a definicao e especificidade do bioma contido nos enemas, a partir da mistura de fezes
de bons doadores (criteriosa selegao).

O que a literatura apresenta até o momento é a avaliacdo do status clinico dos

doadores, sua classificagdo como individuos higidos (saudaveis), e isentos de
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disbiose (Bartges, 2012). Assim, a proposta deste projeto busca qualificar o biobanco
como fornecedor seguro de enemas para uma ampla utilizagéo.

Este trabalho também visa a agdo empreededora de seguir 0s passos para a
consolidagdo de uma startup para o desenvolvimento de tecnologias inovadoras, no
caso, um biobanco de fezes caninas e novas ofertas do enema, como em capsulas,
supositorios, o registro de marca e outras providéncias inerentes para a devida

regulamentagao necessaria para comercializagéo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 MICROBIOTA

A microbiota intestinal € o conjunto dinamico de microrganismos presentes no
trato gastrointestinal dos animais, bem como o sistema de interagdes que esses
organismos tém entre si e as células epiteliais do intestino (hospedeiras). Em humanos
sdo mais de 100 trilhdes de microrganismos presentes no trato digestério, sendo a
maioria colonizada no célon (Ley; Peterson; Gordon, 2006).

A microbiota intestinal tem se destacado como um tema de crescente interesse
em pesquisas cientificas envolvendo humanos, cées e gatos. Evidéncias acumuladas
(Yue, Q. et al., 2022) indicam que a homeostase fisiologica em individuos saudaveis
esta intimamente associada a um microbioma intestinal estavel, diversificado e
eubiotico. O antigo conceito de utero estéril foi desafiado, demonstrando que a
formacgao do microbioma do individuo se inicia ainda durante a gestagao, influenciada
por fatores como o estado clinico da mae (Wang et al., 2019).

A saude geral do individuo é resultado de uma complexa interacao de fatores,
entre 0os quais 0 microbioma intestinal ocupa posicdo de destaque. O trato
gastrointestinal depende do microbioma para uma série de fungcbes essenciais,
incluindo a regulagéo do peristaltismo, a ativacdo de acidos biliares, a produgao de
acidos graxos de cadeia curta e vitaminas, além de influenciar diretamente a digestéao
e a modulagao do sistema imunoldgico (Toreson et al., 2023).

Dessa forma, o estudo integrado do microbioma intestinal e suas interacdes
com o hospedeiro é fundamental para avangar na compreensido dos mecanismos que
sustentam a saude, a prevencao de doencgas e as terapias clinicas.

A microbiota intestinal tem multiplos papéis na manutengdo da saude do
hospedeiro, incluindo a defesa contra patdgenos intestinais ndao desejaveis, como
Escherichia coli, auxiliando no desenvolvimento de um epitélio e sistema imunolégico
saudavel. Também desempenha papel funcional, fornecendo nutrientes para o
hospedeiro, por meio de atividades fermentativas e metabdlicas (Schmidt et al., 2018).

Grande parte de vitaminas e minerais sao disponibilizados por meio desta
relagcdo simbidtica entre a microbiota intestinal e o individuo. Sdo essas interagdes
complexas entre a microbiota, o sistema imunoldgico, e a genética do hospedeiro que

influenciam o equilibrio entre saude e doenca (Blake, A, Suchodolski, J.S, 2016)
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A biologia molecular atual possui ferramentas que permitem caracterizar
detalhadamente a microbiota intestinal de caes e gatos. Analises comparativas do
gene 16S rRNA bacteriano fornecem dados filogenéticos, sendo possivel comparar

animais saudaveis e doentes (Suchodolski et al., 2012; Handl et al., 2020).

2.1.1 Disbiose e Simbidticos

Disbiose é o desequilibrio na composicdo da microbiota, caracterizado por
alteragdes qualitativas e/ou quantitativas nos microrganismos que compdem uma
comunidade microbiana, presente no intestino. Esse estado esta frequentemente
associado a reducéo da diversidade microbiana e ao aumento de microrganismos
patogénicos e indesejaveis, comprometendo fungdes fisioldgicas essenciais, como a
digestao, absorcéo de nutrientes, a imunomodulagao e até a resisténcia a infecgdes.
A disbiose pode contribuir para o desenvolvimento de doencas inflamatérias,
metabdlicas e infecciosas (Reis et al., 2022).

Os simbidticos s&o definidos como combina¢cdes de microrganismos vivos
(probidticos), e substratos n&o digeriveis (prebidticos) que, juntos, conferem
beneficios a saude do hospedeiro. Essa definicdo reflete a sinergia entre os
componentes, onde os prebidticos atuam como alimento para os probidticos,
promovendo seu crescimento e atividade no trato gastrointestinal. Os simbidticos
podem ser classificados em duas categorias: complementares e sinérgicos (Carciofi
et al., 2005)

Os simbiodticos complementares contém probidticos e prebidticos que
funcionam de forma independente, enquanto os sinérgicos envolvem uma interagéo
mais profunda entre os dois componentes, onde o substrato ndo apenas alimenta o
probidtico, mas também potencializa seus efeitos benéficos. A utilizagdo de
simbidticos tem demonstrado efeitos positivos em diversas condigdes patoldgicas,
incluindo a modulacdo da microbiota intestinal, a reducdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a melhora na saude digestiva. Além disso, a aplicagdo de simbidticos
se estende a medicina veterinaria, onde tém sido utilizados para promover a saude
intestinal em diversas espécies. Em suma, os simbibticos representam uma
abordagem inovadora na promog¢éo da saude intestinal, integrando as fungbes dos
prebiodticos e probidticos para otimizar os beneficios. (Flesch; Poziomyck; Damin,
2014).
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Existem muitos fatores que influenciam a composi¢cdo e a estabilidade da
microbiota, como por exemplo, a administracdo de antibidticos e probitticos. Foi
demonstrado que uma variedade de antibidticos altera a microbiota (Honneffer;
Minamoto; Suchodolski, 2014; Rossi et al., 2014), embora a maioria dos filos e
géneros bacterianos retornem ao estado pré-tratamento dentro de algumas semanas,
outros permanecem alterados por longos periodos, podendo inclusive desaparecer da
biota intestinal permanentemente.

Conforme Giaretta et al. (2018) que estudaram um grupo de humanos
saudaveis, revelaram que alguns grupos bacterianos ndo conseguiram se recuperar,
no espacgo de 6 meses apods o tratamento com ciprofloxacina.

Cepas probioticas sado detectaveis nas fezes de cédes e gatos durante sua
administracdo, e podem alterar a microbiota intestinal, mas essas alteragdes
geralmente se revertem apods a interrupgcao da administragdo (Garcia-Mazcorro et al.,
2011). Assim, o efeito dos probidticos na microbiota canina e felina € questionavel
quanto a sua viabilidade pratica e econémica, justamente por ndo serem capazes de
manter as alteragdes esperadas por longos periodos (Schmitz; Suchodolski, 2016).

Embora alguns estudos tenham mostrado que a dieta, os probiéticos,
simbidticos e os antibidticos possam impactar a microbiota intestinal, sdo necessarios
experimentos mais aprofundados para avaliar como essas modificagdes influenciam
o transcriptoma (conjunto de RNAs), proteoma (conjunto de proteinas) e o
metaboloma (total de metabdlitos) microbiano, bem como as respostas imunoldgicas

do hospedeiro.

2.1.2 O fator nutricdo na composicao da microbiota

A microbiota intestinal € um sistema dinédmico, e sua composi¢cao pode variar
dentro de um mesmo individuo, ou seja, existem microbiotas distintas conforme a
porcao do trato digestorio, estdbmago, intestino delgado e intestino grosso. De certa
forma influenciado, entre outros fatores, por valores distintos do pH nestas porcoes
bem como entre individuos (Desai et al., 2009; Alshawaqfeh et al., 2017).

A composigao da biota também pode ser influenciada pela dieta (Lubbs et al.;
2009; Minamoto et al., 2014), antibiéticos, doengas gastrointestinais (Guard et al.,

2015), idade e outros fatores genéticos e ambientais, inclusive o estresse.



31

Toresson (2023) realizou varios estudos em caes e gatos e verificou os efeitos
das composigoes dietéticas na microbiota animal. Uma dieta rica em proteinas e pobre
em carboidratos levou a um aumento na quantidade de algumas espécies de
bactérias, quando comparada com uma dieta moderada em proteinas e rica em
carboidratos. Diferencas funcionais relacionadas ao metabolismo e a biossintese de
aminoacidos também foram identificadas entre os grupos.

Beale e Laflamme (2001) apresentam um estudo que analisou o efeito da fibra
alimentar em caes, comparando uma dieta pobre em fibras, com uma que continha
7,5% de polpa de beterraba. O baixo teor de fibra levou a um maior percentual de
Bacteroidetes, Fusobacteria e Proteobacteria (de baixa atividade simbidtica), e menor
percentual de Firmicutese do grupo Chlorobi de Bacteroidetes (de alta atividade
simbidtica), quando comparado com a dieta contendo7,5% de polpa de beterraba,
mostrando a importancia das fibras como prébidticos.

Abordagens funcionais mais recentes, incluindo metagenbmica e
metabolémica, indicam um relacionamento da informacdo filogenética a fungéo
fisiologica (Geary et al.,, 2022). A microbiota intestinal de individuos cuja analise
metagendmica — composta pelo conjunto de DNA/RNA de bactérias, virus e fungos
— apresenta maior abundancia filogenética de Firmicutes em relacao a Bacteroidetes
tende a correlacionar-se com perfis metabolémicos enriquecidos em acidos graxos de
cadeia curta (SCFAs), como butirato, propionato e acetato. Esse padrdo evidencia
como a estrutura taxonémica modula vias fisiolégicas relevantes, favorecendo efeitos
anti-inflamatérios e maior protecao tecidual (Geary et al., 2022). Desse modo,
abordagens integrativas entre metagendmica e metabolémica permitem esclarecer
mecanismos causais de disbiose associados a doencgas cronicas, incluindo a

sindrome de Addison em humanos e doenca intestinal inflamatdéria em caes.

2.2 DOENGCAS CRONICAS ASSOCIADAS AO INTESTINO

Estudos em caes e gatos demonstraram que as doengas gastrointestinais
agudas e crbnicas, incluindo a doenca inflamatdria intestinal (Dll), estdo associadas a
alteragdes nas comunidades microbianas do intestino delgado e fecais (Honneffer;
Minamoto; Suchodolski, 2014). Tais enfermidades podem levar a quadros de
pancreatites cronicas e até exdcrinas, onde a produgao e ativacdo das enzimas

pancreaticas como a tripsina, uma vez em déficit, comprometerao a digestdo. Toda
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vez que o sistema digestorio € incapaz de metabolizar adequadamente os alimentos
ingeridos, pode ocorrer um quadro de Small intestinal bacterial overgrowth — SIBIO,
supercrescimento bacteriano, ou seja, o desenvolvimento exacerbado de bactérias,

ocasionando diarreias (Bethlehem et al., 2012).

A contagem bacteriana total no célon varia entre aproximadamente 109 e 1011
ufc/g, e os grupos cultivaveis mais abundantes sao Bacteroides, Clostridium,
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterobacteriaceae (Honneffer; Minamoto;
Suchodolski, 2014). Estudos de sequenciamento da biota intestinal (16S rRNA),
descreveram o microbioma canino e felino como semelhantes em filos e alguns
géneros, ao microbioma de humanos e outros mamiferos. Em média, 10 filos
bacterianos diferentes foram identificados no intestino felino e canino, como:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria, constituindo
a grande maioria de todos os micrébios intestinalis (Honneffer; Minamoto;
Suchodolski, 2014).

Membros abundantes menores sao os filos Tenericutes, Verrucomicrobia,
Cyanobacteria e Chloroflexi. Os Firmicutes contém varias sequéncias afiliadas ao
Clostridium cluster e essas séo, juntamente com Bacteroides ou Prevotella, os grupos
bacterianos predominantes em amostras fecais (Honneffer; Minamoto; Suchodolski,
2014). No estbmago temos o predominio do Helicobacter, enquanto no duodeno
temos: Enterobacteriaceae, Clostridiales, Bacteroidales e Lactobacillales (Honneffer;
Minamoto; Suchodolski, 2014).

As doengas crdnicas do trato gastrointestinal estdo associadas a relagéo
simbiodtica entre o organismo e a microbiota intestinal, sendo esta influenciada pelo
meio, pela dieta, pelo estresse e pela genética. Toda instabilidade da microbiota e sua
constituicdo, acarretara em piora do quadro inflamatério intestinal sistémico e crbnico,
levando a piora nas manifestagdes clinicas como dor, falta de apetite, cdlicas,
formacao de gases, diarreia, piora no score das fezes e até hematoquezia (sangue
nas fezes) (Garcia-Mazcorro et al., 2012).

As bactérias que invadem a mucosa intestinal também podem fazer parte da
doenca inflamatdria intestinal neutrofiica em diversas racas de caes. Existe
associagao entre colites granulomatosas e neutrofilicas com bactérias invasivas
oportunistas, e de dificil eliminagéo, dificultando a melhora clinica, principlamente

por ndo responderem aos tratamentos com antibiéticos (Schmitz; Suchodolski, 2016).
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2.3 TRANSPLANTE FECAL

O primeiro artigo publicado referenciando o uso do transplante fecal humano
comotratamento clinico para colite pseudomembranosa foi escrito pelo cirurgido Ben
Eiseman em 1958 (Eiseman et al., 1958), no entanto, somente em 1990, trinta e dois
anos apos, retornou relevancia académica e despertou a comunidade médica e
cientifica (Luz; Waizboat, 2020).

O transplante fecal pode ter papel significativo na restauragdo da microbiota.
Trata-se da transferéncia de fezes de um doador saudavel e devidamente
selecionado, por meio da manipulagdo de um enema fecal preparado em laboratério.
Em humanos foi relatado que o transplante fecal apresentou altas taxas de sucesso
no tratamento de infecgdes por C. difficile (Van Nood, et al., 2013).

Estdo em desenvolvimento na medicina humana, protocolos de processamento
laboratorial que descrevem o manuseio inicial, criopreservagao e descongelamento
para aplicacao clinica. Os procedimentos clinicos de TMF estao sendo realizados em
ambiente gastroenteroldgico com a utilizagdo de tubo nasojejunal ou colonoscopia, e
acompanhamentos com 1, 8 e 26 semanas apdés o TMF. A rastreabilidade completa
de equipamentos essenciais, amostras fecais e dados de correspondéncia do doador-
receptor podem ser mantidos e seguros por até 30 anos. Um servico clinico de TMF
deve ser consolidado por um sistema de documentacao completo, que cumpra com a
Lei Europeia de Tecidos (Baunwall et al., 2017).

Variados disturbios neurolégicos e neuropsiquiatricos, como doenga de
Alzheimer, doenca de Parkinson, transtornos do espectro do autismo e epilepsia,
foram relatados como alteragbes associadas a microbiota gastrointestinal
(Gastrointestinal Microbiota, GIM). Tal fato levanta a questdo sobre a possibilidade do
TMF equilibrar a GIM e, consequentemente, melhorar os sinais clinicos nesses
pacientes (Kelly et a./, 2016).

O Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro - MGBA, refere-se a uma comunicagao
bidirecional entre a microbiota gastrointestinal (GIM) e o cérebro, envolvendo diversos
sistemas e vias, como o sistema nervoso entérico, eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
vias inflamatorias, sistema imunolégico, neuroenddcrino, e tratos neurais. O TMF é
considerado um procedimento eficaz para recalibrar o GIM, administrando material

fecal de um doador ndo afetado para um paciente doente (Yue et al., 2022).
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Estudos pré-clinicos demonstraram (Li et al.,, 2019) que o comportamento,
incluindo depressao, anedonia e comportamento semelhante a ansiedade, pode ser
transferido de animais afetados para animais nao afetados, e até mesmo entre
espécies, por meio do TMF. Camundongos receptores que receberam material fecal
de camundongos com estresse cronico, exibiram comportamento semelhante a
ansiedade e a depressao, conforme os doadores (Andeputte et al, 2016).

Essas descobertas sugerem uma promessa entre comorbidades
comportamentais e epilepsia, mediada pelo eixo microbiota-intestino-cérebro. O TMF
pode ser uma abordagem terapéutica potencial para normalizar o GIM e,
consequentemente, melhorar os sinais clinicos em pacientes com disturbios
neuroldgicos e neuropsiquiatricos, incluindo a epilepsia (Li et al., 2019).

Em animais, o TMF é uma terapia emergente, e 0 sucesso parece depender da
criteriosa selegao do doador, a manipulagao dos enemas e o estadiamento da doencga
do receptor. Vale mencionar que faz parte deste tratamento o manejo e protocolo
nutricional dietético do paciente tratado, para que o transplante tenha melhores
condigdes de permanecer estavel, uma vez que a biota intestinal tem correlagéo direta
com a alimentagdo. Em caes com atopia e doengas entéricas crénicas a disbiose €,
na maioria das vezes, secundaria a inflamacao intestinal e aos danos estruturais do
epitélio intestinal (Chaitman et al., 2020).

A recorréncia da disbiose, e consequentemente dos sinais clinicos associados,
ocorrera quando a patologia subjacente ainda estiver presente. Sendo assim, o
transplante fecal deve ser entendido como uma terapia adjuvante e de melhor
resposta, quando comparado ao uso de simbidticos continuos. Vale mencionar que
em muitos casos a terapia de base, com uso de corticoides devera ser mantida. Sobre
tal fato sdo necessarios mais estudos (Sung et al., 2022).

Bactérias comensais, presentes em enemas de transplante fecal, previamente
confirmadas em analises de fezes de doadores, juntamente com metabdlitos e
imunoglobulinas, sdo consideradas a melhor opg¢ao para infusdo retal. Entretanto, a
associacdo de enema na forma farmacéutica oral encapsulada pode obter bons
resultados, uma vez que permitira agao também no intestino delgado e ileo (Bottero
etal., 2017).

Nas Figuras 2 e 3 destacam-se aspectos como:
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e Ativacao e estimulacao das células de Paneth, presentes no intestino delgado, com
vida util de 18 a 23 dias, cuja fungdo é combater a agdo de bactérias e virus
patogénicos, por meio da produgéo de peptideos antimicrobianos;

e Células calciformes (Goblet cell), produtoras de muco (mucina), tem acao
modulada, por meio da atuacdo das bactérias comensais, diminuindo citocinas
inflamatdrias. A ativagcdo de acidos biliares por bactérias como Clostridium
hiranonis, conjuntamente com a maior producéo de acidos graxos de cadeia curta
(SFAs), ligam-se a receptores correspondentes nas células calciformes,
modulando a secre¢ao de mucina;

e Células T sao diferenciadas em células Tregs, um subgrupo de linfocitos T,
capazes de suprimirem as respostas imunes. S&do moduladores de alergias e
antigenos, modulam inflamacdes;

e As células dentriticas (DCs) migram para os linfonodos mesentéricos, induzindo a
producao de células Treg;

e Macréfagos M1 sao diferenciados em macréfagos M2, que diminuem as respostas

inflamataorias (Figura 2).

Figura 2: Resumo das principais ocorréncias bioquimicas oriundas da agao de bactérias desejaveis no
intestino

Ativacdo e Modulagéo Celular no Intestino

Diferenciacéo Diferenciacéo
Ativacédo das das Células T dos
Células de em Células Macrofagos
Paneth Tregs M1 em M2

©@ &

Modulagéo das Migracgédo das
Células Células
Calciformes Dendriticas

Fonte: Do autor (2024).
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A figura 3 € uma representacédo de como os componentes importantes no TMF
exercem acgbes anti-inflamatérias. O simbolo “+” representa efeitos promotivos,

enquanto e o representa efeitos supressivos. A se¢ado (1) indica as bactérias
comensais, que inibem o fator nuclear-kB (NF-kB) e a via de sinalizagdo da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAPK) para diminuir as citocinas inflamatérias. Acidos
graxos de cadeia curta (SCFAs, provenientes das fezes do doador ou de bactérias) e
moléculas anti-inflamatoérias microbianas (MAMs, provenientes de bactérias) inibem o
NF-kB. Na parte (2) € representado o polissacarideo A (PSA) de bactérias que liga-se
ao receptor toll-like (TLR) 2 das células T, induzindo a producdo de células T
reguladoras (Treg - Regulatory T cells, subtipo de células T que promovem tolerancia
imunoldgica e controlam inflamagdo). Na parte (3) MAMs e bactérias estimulam as
células dendriticas (DCs) a migrarem para os linfonodos mesentéricos, induzindo
assim a producao de Treg. Na parte (4) MAMs também estimulam as células
apresentadoras de antigenos (APCs- Antigen-Presenting Cells, Células
apresentadoras de antigeno que iniciam a ativagéo de linfécitos T) a produzir IL-10.
Na secdo (5) SCFAs promovem as células epiteliais intestinais (IECs - Intestinal
Epithelial Cells, formam a primeira barreira fisica e imunoldgica do intestino) a
secretarem o fator de crescimento transformador (TGF) (31, o que impulsiona a
diferenciacao de células T em Tregs. Na parte (6) SCFAs podem induzir diretamente
a producdo de Treg por meio do GPR43 nas células T ou inibindo a histona
desacetilase (HDAC) nas células T. E na parte (7) acidos biliares promovem a
transformacdao de macrofagos classicamente ativados (M1) em macrofagos

alternativamente ativados (M2) para limitar a inflamacao.



Figura 3: A¢ao das bactérias no intestino pds-transplante fecal
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2.3.1 A biotecnologia do transplante fecal para transformagéo da microbiota dos

transplantados

O TMF é um exemplo do uso da biotecnologia como recurso capaz de propor
solugcdes para um problema no ambito da saude, a partir do uso de processos
bioldgicos (Malajovich, 2016), por meio do transplante fecal, no caso, os enemas de
fezes de doadores saudaveis para pacientes com inflamacdes crénicas de baixo grau.

Como ocorre o processo de transformacdo rapido e de alto impacto da
microbiota do transplantado, ainda néo foi totalmente esclarecido, sendo esta, a
motivagdo para um grande numero de pesquisas, tanto na area humana quanto
veterinaria, nos ultimos 5 anos (Toresson et al., 2023).

O TMF segue abordagem que busca explorar o potencial da ecologia
microbiana do préprio corpo humano. Segundo Anderson (2004), existiam abordagens
ecoldgicas na medicina, pelo menos desde meados da década de 1930. Dessa
perspectiva, outras abordagens de cunho mais ecolégico, como o uso de probioticos,
podem ser interpretadas como participantes de um estilo de pensamento diferente

daquele dos cagadores de micrébios.

2.3.2 Andlise taxonbmica das bactérias

O sequenciamento do gene do RNA ribossomal (rRNA)16S bacteriano pela
tecnologia Nanopore permite identificar com precisdo uma ampla gama de bactérias
no nivel de espécies. O rRNA 16S, constituinte da subunidade menor do ribossomo
bacteriano, possui regides variaveis que permitem a identificagdo de bactérias via
sequenciamento (Johnson et al., 2019).

O sequenciamento do gene 16S rRNA bacteriano via tecnologia Nanopore
(Oxford Nanopore Technologies) possibilita a identificagdo precisa em nivel de
espécies, superando limitacbes de plataformas short-read como lllumina e Oxford
Nanopore sequenciamento shotgun. Diferentemente do lllumina, que gera fragmentos
curtos (~300-500 pb) de hipervariaveis V3-V4, o Nanopore produz leituras longas
(>1.500 pb), abrangendo todo o gene 16S rRNA (V1-V9), melhorando a resolugao
taxondbmica em amostras polimicrobianas Sua superioridade reside na deteccao de
taxons raros e estimativa precisa de riqueza alfa, com custo acessivel e fluxo de
trabalho portatil (Souza, 2024).
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2.4 BIOBANCO
2.4.1 Estabelecimento de Biobancos: Diretrizes e Consideracées Eticas

Os biobancos podem ser instituidos por diversas entidades, incluindo 6rgéaos
governamentais, organiza¢gdes n&do governamentais e empresas privadas, com
propositos clinicos e de pesquisa. Esses propodsitos abrangem transplantes,
transfusbes de sangue, diagnosticos genéticos e investigagdes farmacogenéticas,
além de estudos sobre doencas especificas. Um aspecto crucial na operacdo de
biobancos € o rigoroso cumprimento das normas éticas, legais e regulatorias,
especialmente no que se refere a privacidade e ao consentimento informado dos
doadores de amostras. Os biobancos de fezes caninas representam um campo
emergente que esta ganhando relevancia devido a sua importancia no estudo do
microbioma intestinal e suas potenciais aplicagcdes tanto na medicina veterinaria
quanto na medicina humana (Zica, 2010).

Para o desenvolvimento eficaz de um biobanco de fezes, as seguintes etapas
s&o consideradas fundamentais:

1. Definicdo do Escopo e Objetivo: E essencial estabelecer claramente os objetivos
do biobanco, incluindo os tipos de amostras a serem coletadas, a populagéo-alvo
e as areas de pesquisa pretendidas (Universidade Federal do Parana, 2012).

2. Estrutura Etica e Legal: Deve-se garantir a conformidade com diretrizes éticas e
requisitos legais pertinentes ao biobanco, incluindo a obtengédo do consentimento
informado dos doadores e a protegcao da privacidade e confidencialidade das
informacdes (Cordeiro et al., 2017).

3. Desenvolvimento de Procedimentos Operacionais Padrao (SOPs): A criacdo de
SOPs detalhados para coleta, processamento, armazenamento e gerenciamento
dos dados das amostras é crucial para manter a qualidade e integridade das
amostras (Chevrand, 2015).

4. Implementacéo de Medidas de Controle de Qualidade: E necessério estabelecer
procedimentos rigorosos de controle de qualidade para monitorar a integridade das
amostras, as condi¢gdes de armazenamento e a precisao dos dados, assegurando
a confiabilidade do biobanco (Alonso et al., 2007).

5. Utilizacdo de Sistemas de Tecnologia da Informacao (Tl): A implementacédo de

sistemas de Tl é fundamental para gerenciar informagbes sobre as amostras,
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11.

12.
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rastrear sua localizagao e facilitar o compartilhamento de dados e a colaboragao
com outros biobancos ou instituigdes de pesquisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2011).

. Interacdo com as Partes Interessadas: A colaboracdo com pesquisadores,

profissionais da saude, doadores e 6rgaos reguladores € essencial para promover

transparéncia, comunicagao eficaz e apoio a iniciativa do biobanco.

. Registro em Redes de Biobancos: A adesao a redes nacionais ou internacionais de

biobancos pode aumentar a visibilidade do projeto, facilitar o compartiihamento de
amostras e promover colaboragdes globais. Conselho Nacional de Saude (Brasil,
2005).

. Diretrizes Eticas e Consentimento Informado: A obtengdo do consentimento

informado dos doadores deve ser rigorosamente seguida, respeitando as diretrizes
éticas para proteger os direitos e a privacidade dos participantes (Alonso et al.,
2007).

. SOPs para Coleta e Processamento: E fundamental desenvolver e implementar

SOPs para garantir a qualidade na coleta, processamento e armazenamento das
amostras. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2011).

. Controle da Qualidade: Estabelecer procedimentos especificos para monitorar a
qualidade das amostras, as condi¢cdes de armazenamento e a precisdo dos dados
€ imprescindivel para assegurar a confiabilidade do biobanco (Martinez et al.,
2012).

Gerenciamento de Dados com Sistemas de TI: A utilizagao eficiente de sistemas
de tecnologia da informacdo €& crucial para o gerenciamento dos dados,
rastreamento das amostras e colaboragdo com outras instituicbes (Carreiro;
Maranduba, 2019).

Conformidade Legal: E necessario garantir que todas as operacdes do biobanco
estejam em conformidade com os requisitos legais relacionados a coleta e
armazenamento de amostras biologicas (Brasil, 2011).

Embora o registro formal do biobanco n&o seja obrigatério, algumas praticas

devem ser seguidas (Carreiro; Maranduba, 2019).

A Figura 4 representa um resumo das praticas descritas para atender as

exigéncias do MAPA.

1.

Manter um sistema interno de controle com um histérico detalhado das amostras

(origem, caracteristicas e uso).


https://journal.einstein.br/?searchin=articles-author&s=Igor+Carreiro+Ramalho
https://journal.einstein.br/?searchin=articles-author&s=Carlos+Magno+da+Costa+Maranduba
https://journal.einstein.br/?searchin=articles-author&s=Igor+Carreiro+Ramalho
https://journal.einstein.br/?searchin=articles-author&s=Carlos+Magno+da+Costa+Maranduba
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. Estar preparado para auditorias por parte do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2005).

3. Resumir os passos necessarios.

4. Licenciamento no MAPA: Registrar a empresa e o produto final.

5. Registro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético (SisGen): Se
envolver recursos genéticos.

. Aprovacao ética: Obter consentimento e registrar protocolos junto ao Comité Etico
em Uso Animal (CEUA).

. Biosseguranca: Cumprir normas relativas ao transporte, armazenamento e
descarte seguro de residuos bioldgicos.

. Desenvolvimento e registro do produto: Submeter estudos e relatérios ao MAPA
para obtencao da liberagdo comercial. Ministério da Saude (Brasil, 2011).

Essas diretrizes sdo essenciais para garantir que os biobancos operem dentro
dos padrbes éticos e legais adequados, promovendo avangos significativos na
pesquisa cientifica e na pratica clinica.

A Figura 4 representa as pricipais a¢des estratégicas para a estruturagéo eficaz

do biobanco de fezes caninas.

Figura 4: Praticas necessérias para atender as demandas do MAPA para Biobanco

[ Aprovacéo Etica E&)]

Consentimento Etico Transporte Seguro
Protocolos CEUA Armazenamento e Descarte
[ Sistema de Controle Interno ] [ = Preparacéo para Auditorias }

Histdrico de Amostras Auditorias Internas

Caracteristicas e Uso QD) Conformidade com Normas

Conformidade
Regulatcria
com o MAPA

Registro no SisGen Registro da Empresa

Recursos Genéticos Registro do Produto Final

Produto

( Desenvolvimento e Registro do

Estudos e Relatorios

Liberagdo Comercial
Fonte: Do autor (2024).



2.5 SINTESE DA FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Quadro 1: Resumo da fundamentagao tedrica
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(Continua)
Conceito Definicao Referéncia
A microbiota intestinal € o conjunto de microrganismos presentes no | Ley; Peterson; Gordon,
trato gastrointestinal dos animais, e envolve as interagdes entre esses | 2006)
microrganismos e as células intestinais do hospedeiro. Em humanos, | Suchodolski et al.,
] ) estima-se que existam trilhdes de microrganismos, principalmente no | 2008a, Handl et al,
Microbiota | colon. Atualmente, a biologia molecular permite uma caracterizagéo | 2011.
detalhada da microbiota em cées e gatos, sendo possivel, por meio de
analises do gene 16S rRNA bacteriano, comparar a microbiota de
animais saudaveis.
A microbiota intestinal tem multiplos papéis na manutengdo da saiude | Schmidt et al., (2018).
do hospedeiro, incluindo a defesa contra patdégenos intestinais nédo
desejaveis, auxiliando no desenvolvimento de um epitélio e sistema
imunolégico saudavel, também desempenha papel funcional,
Saude fornecendo nutrientes para o hospedeiro, por meio de atividades
intestinal | fermentativas e metabdlicas. Grande parte de vitaminas e minerais sdo
disponibilizados através desta relagdo simbidtica entre a biota
intestinal e o individuo. Sdo estas interagdes complexas entre a
microbiota, o sistema imunolégico, e a genética do hospedeiro que
influenciam o equilibrio entre saude e doenca.
Existem muitos fatores que influenciam a composigéo e a estabilidade | Suchodolski et al.
da microbiota, por exemplo, a administragdo de antibidticos e | (2009).
probiéticos. Foi demonstrado que uma variedade de antibioticos altera | Igarashi et al. (2014).
a microbiota e, embora a maioria dos filos e géneros bacterianos | Giaretta et al. (2018).
retornem ao estado pré-tratamento, dentro de algumas semanas, | Garcia-Mazcorro et al.
alguns permanecem alterados por longos periodos, podendoinclusive | (2012).
desaparecerem da biota intestinal permanentemente. Por exemplo, um | Schmitz;  Suchodolski
estudo em humanos saudaveis revelou que alguns grupos bacterianos | (2016).
ndo conseguiram serrecuperados dentro de 6 meses, apos o tratamento
com ciprofloxacina.
Cepas probidticas sdo detectaveis nas fezes de cées e gatos durante
Disbiose a administragao, e podem alterar a microbiota intestinal até certo ponto,

mas essas alteragbes geralmente revertem apds a interrupgdo da
administragdo. O efeito dos probiéticos na microbiota canina e felinaé
questionavel quanto a sua viabilidade pratica e econdmica, justamente
por ndo serem capazes de manter as alteragdes esperadas por longos
periodos.

Embora alguns estudos tenham mostrado que a dieta, os probidticos,
simbioticos e os antibidticos podem impactar a microbiota intestinal,
sd0 necessarios experimentos mais aprofundados para avaliar como
essasmodifica¢des influenciam o transcriptoma (conjunto de RNAs), e
o metaboloma (total de metabdlitos) microbiano, bem como as
respostas imunolégicas do hospedeiro.
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(Continuacgéo)

Conceito

Definicao

Referéncia

Nutricdo

A composicéo da biota também pode ser influenciada pela dieta,
antibiodticos, doencas gastrointestinais, idade e outros fatores
genéticos e ambientais, incluso o estresse. Varios estudos
realizados em cdes e gatos analisaram os efeitos das
composigdes dietéticas na microbiota. Uma dieta rica em
proteinas e pobre em carboidratos levou a um aumento na
quantidade de algumas espécies de bactérias, quando
comparada com uma dieta moderada em proteinas e rica em
carboidratos. Diferengas funcionais relacionadas ao metabolismo
e a biossintese de aminoacidos também foram identificadas entre
os grupos. Outro estudo analisou o efeito da fibra alimentar em
cées, comparando uma dieta pobre em fibras com uma que
continha 7,5% de polpa de beterraba. O baixo teor de fibra levou
a um maior percentual de Bacteroidetes, Fusobacteria e
Proteobactéria, e menor percentual de Firmicutese do grupo
Chlorobi de Bacteroidetes quando comparado com a dieta
contendo 7,5% de polpa de beterraba.

Lubbs et al., 2009
Schmidt, M. et al., 2018
Deusch et al., 2014
Suchodolski et al., 2012a
Igarashi et al., 2014.
Inness et al., 2007.
Guard et al., 2015.
Deusch etal., 2015.

Inflamagdes
cronicas

Estudos em cées e gatos demonstraram que as doengas
gastrointestinais agudas e crénicas, incluindo a doenca
inflamatodria intestinal (DIl), estdo associadas a alteragbes nas
comunidades microbianas do intestino delgado e fecais. Essas
enfermidades podem levar a quadros de pancreatites cronicas e
até exdcrinas, onde a produgéo e ativagédo das enzimas hepaticas
como a tripsina, uma vez em déficit,comprometerdo a digestéo.
Toda vez que o sistema digestério é incapaz de metabolizar
adequadamente os alimentos ingeridos, pode ocorrer um quadro
de SIBIO, ou seja, o desenvolvimento desacerbado de bactérias,
ocasionando diarreias. A contagem bacteriana total no cdlon
varia entre aproximadamente 10° e 10" ufc/g e os grupos
cultivaveis mais abundantes sao Bacteroides, Clostridium,
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterobacteriaceae. Estudos de
sequenciamento da biota intestinal (16S rRNA), descreveram o
microbioma canino e felino, como semelhantes em filos e alguns
géneros, ao microbioma de humanos e outros mamiferos. Em
média, 10 filos bacterianos diferentes foram identificados no
intestino felino e canino, como: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria constituindo a
grande maioria de todos os micrébios intestinalis. As doencas
cronicas do trato gastro intestinal estdo associadas a relagéo
simbiodtica entre o organismo e a microbiota intestinal, sendo esta
influenciada pelo meio, pela dieta, o estresse, e a genética. Toda
a instabilidade da microbiota e a sua constituigdo acarretara em
piora do quadro inflamatorio intestinal sistémico e cronico, levando
a piora nas manifestagdes clinicas como: dor, falta de apetite,
cdlicas, formacao de gases, diarreia, piora no score das fezes e
até hematoquezia (sangue nas fezes). As bactérias que invadem
a mucosa intestinal também podem fazer parte da doenca
inflamatdria intestinal neutrofilica em diversas ragas de caes.
Existe associagdo entre colites granulomatosas e neutrofilicas
com bactérias invasivas, oportunistas, e de dificil eliminagao,
dificultando a melhora clinica.

Honneffer; Minamoto;
Suchodolsk, 2014
Bethlehem et al., 2012
Suchodolski et al., 2014
Suchodolski et al., 2012a
Schmitz;Suchodolski, 2016
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(Conclusao)

Conceito

Definicao

Referéncia

TMF

Este trabalho exemplifica o uso da biotecnologia como recurso tecnolégico
capaz de propor solugdes para um problema no ambito da saude, apartir
do uso de processos bioldgicos, por meio do transplante fecal, no caso os
enemas de fezes de doadores saudaveis para pacientes.

Como ocorre o processo de transformacgéo de alto impacto e rapida da
microbiota do transplantado, ainda n&o foi totalmente exclarecida, sendo
esta,a motivagdo para um grande numero de pesquisas, tanto na area
humana quantoveterinaria, nos ultimos 5 anos

O TMF segue a abordagem que busca explorar o potencial da ecologia
microbiana do préprio corpo humano. Segundo Anderson (2004), existiam
abordagens ecoldgicas na medicina pelo menos desde meados da década
de 1930. Dessa perspectiva, outras abordagens de cunho mais ecoldgico,
como o uso de probiéticos podem ser interpretados como participantes de
um estilo de pensamento diferente daquele dos cagadores de microbios.
Em animais, o TMF é uma terapia emergente e o sucesso parece
depender da criteriosa selegao do doador, a manipulagdo dos enemas e o
estadiamento da doenga do receptor. Vale mencionar que faz parte deste
tratamento o manejo e protocolo nutricional dietético do paciente tratado,
para que o transplante tenha melhores condi¢gdes de permanecer estavel,
uma vez que a biota intestinal tem correlagéo direta com a alimentagao.
Em caes com atopia e doengas entéricas cronicas a disbiose €, na maioria
das vezes, secundaria a inflamagao intestinal e aos danos estruturais do
epitélio intestinal.

Malajovich, 2016
Toresson et al.,
2023

Taxonomia

A plataforma de sequenciamento de terceira geragao Nanopore aplicada
ao sequenciamento do gene rRNA 16S é uma abordagem de biologia
molecular que permite que permite identicar com precisdo uma ampla
gama de bactérias no nivel de espécies. O rRNA 16S bacteriano possui
regides que permitem a identificagdo bacteriana apds sequenciamento e
comparagao com bancos de dados.

Tremblay J. et al.,
2015




3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REVISAO SISTEMATICA

Este estudo iniciou-se com uma revisao bibliografica sistematica (RBS), sobre
o tema transplante fecal canino. Foram consultadas bases de artigos relevantes na
area, como: Pubmed, Science Direct, Web of Science. Os artigos mais recentes
publicados nos ultimos 10 anos sobre transplantes fecais em caes foram utilizados
para a elaboragado de um artigo de revisado sistematica e bibliometria, fundamentando
importantes citacdes deste trabalho (Barbugli Filho; Amaral; Trovatti, 2024).

A revisdo bibliografica sistematica € um delineamento de estudo secundario,
por meio do qual faz-se a busca, a selegao, a analise e a sintese de estudos primarios
a partir de métodos sistematicos, com o objetivo de responder a uma questdo de
pesquisa lancada sobre um determinado tema, como forma de descrever o estado da
arte e as lacunas presentes (Dourado; Melo, 2022), que no presente trabalho foi
consolidar as principais informagdes inerentes ao transplante fecal, com o objetivo de
elaborar diretrizes seguras para uma produgdo em escala de enemas fecais caninos
a partir de um biobanco de fezes.

A RBS sobre o transplante de fezes em cées, foi realizada a fim de responder
as seguintes questdes: quais as diretrizes para eleicdo dos doadores, manipulagéo
dos enemas, diluicbes, armazenamento e aplicagdes. Foi utilizado o método Prisma
para a revisao sistematica (Dourado; Melo, 2022), conforme Figura 5.

Critérios de exclusao foram aplicados, descartando estudos com outras
espécies (suinos, aves, equinos e cobaias), e incluindo revisdes relevantes em
humanos. Foram considerados artigos em inglés e portugués. Os principais clusters
identificados, como ilustra a Figura 6, foram: transplante fecal, microbiota, animais,

diversidade microbioldgica, tratamentos e principais enfermidades.



Figura 5:

Fluxograma de revisao sistematica, de acordo com o protocolo PRISMA

Fonte: Do autor (2024).

Figura 6: Rede formada com as palavras-chave utilizadas na busca
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As opgdes terapéuticas para disbiose intestinal em caes e gatos incluem

modulagdo dietética, antimicrobianos, prebidticos, probidticos, simbioticos

e
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transplante de microbiota fecal. Esses tratamentos sdo muitas vezes combinados para
obter melhores resultados. Modificagbes na dieta sdo geralmente o primeiro passo,
reduzindo nutrientes ndo digeridos, e consequentemente, a inflamagdo. Dietas
altamente digeriveis com modulagdo proteica sdo recomendadas em casos de
enteropatia.

Em algumas situagdes, somente a mudanga na dieta pode melhorar os
sintomas, diagnosticando-se uma enteropatia responsiva aos alimentos, induzindo a
uma melhora gradual da inflamagéo e da disbiose ao longo do tempo. O transplante
fecal podera acelerar a melhora clinica, quando associada a mudanga na alimentagao.
Assim, uma dieta natural especifica, formulada por nutrélogo podera resultar em éxito
no tratamento (Schmitz; Suchodolski, 2016).

Outro aspecto a ser destacado nesta revisao sistematica € o fato de que, de
modo geral, os caes tém perdido diversidade em sua microbiota intestinal ao longo do
tempo (Wang, S. et al., 2019) o que esta associado ao aumento de doengas intestinais
cronicas e atopias dermatoldgicas. Esse declinio pode ser atribuido a falta de contato
com ambientes naturais durante a gestacédo e o primeiro ano de vida dos filhotes,
assim como a praticas alimentares inconsistentes. Portanto, essas condigdes se
tornam alvos prioritarios para a terapia com uso do transplante de microbiota fecal.

Em casos de doencas cronicas como atopia e doencgas intestinais em caes, 0
transplante fecal é considerado uma terapia adjuvante mais eficaz do que o uso
continuo de simbidticos, embora a terapia de base, como o uso de corticoides, muitas
vezes precise ser mantida.

A biotecnologia do transplante fecal exemplifica o uso de processos bioldgicos
para resolver problemas de saude, embora o processo de transformacao rapida da
microbiota do receptor ainda ndo esteja totalmente esclarecido, motivando pesquisas
recentes na area humana e veterinaria. O transplante fecal segue uma abordagem
ecoldgica, explorando o potencial da ecologia microbiana do organismo e o

organismo.
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3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.2.1 Aprovagédo do projeto no Comité de Etica em Pesquisa Animal

O projeto foi submetido e aprovado (Protocolo 01010097/2024) pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal, os termos de consentimento (Apéndice A e B) para
participagdo da pesquisa foram rigorozamente assinados pelos responsaveis dos

animais e arquivados para comprovacao, se solicitados.

3.2.2 Caracterizagdo do doador

A selecao dos doadores é uma etapa fundamental do trabalho, uma vez que é

a base para a formacao do biobanco. Assim, como primeira triagem para a selegao

dos doadores, foi elaborado um conjunto de critérios de inclusdo do animal como

candidato a doador. Os critérios descritos neste item, tiveram como objetivo garantir
que os caes selecionados para estudo como doadores respeitassem as normas de

seguranga sanitaria, para a producdo de enemas fecais de alta qualidade para a

constituicado do biobanco de fezes caninas.

Os céaes candidatos a doadores devem atender aos seguintes quesitos,
especificados pela prépria definicdo de saude:

o Estar saudavel, ou seja, ter olhos brilhantes e limpidos, os ouvidos devem estar
limpos e sem secrec¢do, odor e vermelhiddo, o focinho limpo sem secregao ou
feridas, a boca com halito fresco, os dentes livres de tartaro ou placa bacteriana,
pelagem deve estar brilhante e limpa e o peso adequado para sua raga e idade,
que deve ser entre 3 a 5 anos, sem histérico de doenca gastrointestinal,
manifestagdes alérgicas e dermatoldgicas, assim como histérico de nao terem sido
acometidos de hemoparasitas, vacinados, livres de ecto e endoparasitas.

¢ Nao foram submetidos a exposicao recente, nos ultimos 90 dias, a antibidticos, e
nao apresentaram manifestagcdes para doencas sistémicas como diabetes e
disfuncbes endocrinas como hiperadrenocorticismo, hipoadrenocorticismo e
hipotireoidismo.

Somente apds 0 enquadramento prévio nesta triagem, deve-se prosseguir com

a coleta de fezes dos animais pré-selecionados, para avaliacdo do perfil da microbiota

intestinal.



49

3.2.2.1 Calculo do tamanho amostral (n) de doadores

Para estabelecer a quantidade de doadores representativo para o estudo, o
calculo do tamanho da amostra (n) considerou os seguintes parametros:
a = 0,05 (Nivel de significancia),
E = 0,25 (Erro)
p = 0,9 (Proporcao de bactérias desejaveis nas fezes do doador)
Zq2 = 1,96 (Valor Z da distribuicado Normal (0,1))

Assim, temos que:

p(1-p)+Z%
n= - Equagéo 1

EZ2

0,9(1—0,9)%1,962
n=

IR

6

Equacgao 2
0,252

Desta forma, o planejamento do estudo foi baseado na selegdo de seis
doadores, para representar o perfil de caes saudaveis para o estudo de sua
microbiota, que atenderam aos critérios descritos, para especificar as caracteristicas
de uma microbiota segura para a produgédo dos enemas fecais a serem utilizados no

transplante fecal.

3.2.2.2 Caracteristicas fisicas dos doadores

As caracteristicas fisicas dos doadores serdo avaliadas pelo score corporal
ideal, conforme a Figura 7. Assim, foram evitados os animais com sobrepeso, pelo
nao atendimento aos critérios fisicos, além do fato de que em individuos obesos sao

mais comuns os processos inflamatérios crénicos (Carciofi et al., 2005).
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Figura 7: Demonstrativo dos calculos de IMC e % gordura corporal

Critérios para avaliagao do IMC e %GC

Caes Caes
IMC %GC
Abaixo do Normal | < 12 Abaixo do Normal <20
Normal 12a15 Normal 20 a 30
Acima do Normal | 15 a 20 Acimado Normal |30 a40
Obeso > 20,0 Obeso > 40

em que:
IMC = indice de massa corporal

GC = Gordura corporal

¢ o SQftware=

AC - Altura Corporal
CC- Comprimento do Corpo

CTX - Circunferéncia Tordxica

CAB - Circunferéncia Abdominal

CCX - Circunferéncia da Coxa

CMP - Comprimento do Membro Pélvico

Fonte: Do autor (2025).

3.2.3 Caracteristicas fisicas das fezes do doador

A Escala de Bristol categoriza a consisténcia das fezes em sete niveis, como
descrito no Quadro 2, o que permite avaliar seu impacto, mesmo em estudos
domiciliares. Essa escala é frequentemente usada clinicamente para avaliacdo de
problemas gastrointestinais, tendo em vista que a consisténcia das fezes, como
exemplificado na figura 8, esta relacionada com a atividade microbiana e enzimatica,
refletindo a interagdo entre o tempo de transito intestinal e a atividade da agua, ambos

determinantes para a saude intestinal (Suchodolski et al., 2015).

Quadro 2: Aspectos fisicos e de umidade para a escala de Bristol

Escala de Bristol Aspecto fisico Teor de umidade
1-2 Dura <68,50
3-4-5 Normal entre 69,00 — 77,00
6-7 Mole =>78,00

Fonte: Vazque-Baeza et al. (2016).
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Figura 8: Sistema de score fecal para caes

z85 de | {eom farmato e ressecad uida MUITO DURA,
d l \ MUATD MOLE >

FEZES MUITO DURAS, RESSECADAS E QUEBRADICAS
Tendem a se partir com facilidade, apresentam pedacos

5eC0S e pequeno

Nao detxam residuo no chao ao serem recolhidas

FEZES MACIAS E COM FORMATO BEM DEFINIDO

Deixam muito pouco residuo no chao ao serem recolhidas

; “componentes” ¢ s eslao menos separados

€ as ranhuras ainga

FEZES UMIDAS SEM RANHURAS
As fezes ainda possuem um farmato definido. Os diferentes

componentes” dessas fezes grudam uns nos outros

FEZES MACIAS, AMOLECIDAS E UMIDAS, SEM FORMA
DEFINIDA

Ainda ha retencdo de agua, ndo ha composto

liquido visivel

FEZES LIQUIDAS, SEM FORMA DEFINIDA
Hi composti quido visivel

FEZES INTEIRAMENTE LIQUIDAS, DIARREIA

Fonte: Veterinaria Royal Canin.

3.2.4 Processo de produgdo e armazenamento do enema fecal

Para a producao dos enemas fecais, foram considerados multiplos doadores (n
= 6) para o processo de elaboragdao de uma mistura de fezes (pool), ou seja, utilizando
as fezes de mais de um doador. Esse processo visou potencializar a diversidade da
microbiota, pois existem relatos de melhores resultados quando comparados com
enemas fecais a partir de um unico doador (Costello et al., 2017).

A Figura 9 representa o processo de preparacdo e armazenamento dos

enemas fecais.



52

Figura 9: Processo de preparagdo e armazenamento dos enemas fecais

Coleta de
Material do Peneiracéo do Armazenamento Preenchimento
Doador Material em Tubos Falcon Descongelamento de Seringas
s e 2
Cie £0:
Avaliagéo de Pesagem e Armazenamento Diluicdo em
Fezes Adicéo de em Solugéo Salina
Glicerol Ultracongelador

Fonte: Do autor (2025).

A producdo do enema, compreende a preparagao da mistura das fezes com
agentes para conservacgao, até a escolha dos recipientes para o armazenamento em
freezer — 80 °C e as condigdes que garantam a sua integridade e qualidade.

Os enemas devem ser mantidos em ultrafreezer -80 °C com seguranga, e a
manipulacado seguira critérios técnicos para evitar perda de qualidade. O tempo de
armazenamento sera analisado, para oferecer seguranga para os pacientes. Todo
material armazenado deve ser devidamente classificado, com dados do doador, data
da coleta, data do armazenamento.

Para utilizacdo do enema (no transplante fecal) serao definidas diluicoes
adequadas, para atingir a consisténcia adequada para o transplante. Sera definido um
procedimento de preparo, como posologia baseada no peso dos receptores,
mantendo o controle de qualidade, registro para rastreabilidade do lote e embalagem
para armazenamento seguro. O acompanhamento da qualidade do enema
armazenado sera realizado ao longo do tempo.

Os transplantes devem ser iniciados apds a aprovagao do projeto pelo Comité
de Etica Animal, e também a consolidacdo da etapa de selecdo dos doadores, e
caracterizagao da microbiota saudavel. A Figura 10 ilustra como o transplante fecal

em caes deve ser realizado.
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Figura 10: llustracdo do tranplante fecal em caes

Fonte: Do autor (2024), ilustrador Leonardo Zampronio

Como ilustrado na figura 10, a sonda dever ser introduzida até a regido do colon
descendente. A referénica anatdmica (marco) para mensuragao sao as cristas iliacas,
visto que cranial a elas é certo ndo estar na ampola retal. Neste exato ponto o enema
deve ser injetado, pois ira percorrer todo colon, porgdo do interstino grosso onde

reside 85% da microbiota.

3.2.5 Calculo do tamanho amostral (n) de receptores

Para o recrutamento dos animais voluntarios (receptores), e a realizagdo do
transplante fecal, seguimos os critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes,
descritos na subsegao seguinte, devidamente aprovado pelo comité de ética, até
atingir o tamanho da amostra. A quantidade de animais voluntarios foi calculada a partir

da Equacao 3 e 4, em que:

a = 0,05 (Nivel de significancia) E = 0,13 (Erro)

p = 0,9 (Proporcao de bactérias indesejaveis nas fezes do receptor)

Zy2 = 1,96 (Valor Z da distribuicdo Normal (0,1))
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Assim, temos que:

p(1-p)*Za®
2

n= Equacgéao 3

E2

0,9(1-0,9)%1,96% .
= % =20 Equacgéo 4

Assim, foram recrutados para participar do estudo 20 caes voluntarios, como
receptores do transplante fecal, com quadros de dermatites ou enteropatias crénicas

(dois grupos).

3.2.5.1 Critérios de inclusao de receptores

O critério de inclusao de caes para participar do estudo para transplante fecal
foi baseado em laudo das injurias de dermatites ou enteropatias e suas respectivas
manifestagdes clinicas como, prurido de grau variado para dermatites e score de fezes

para 0s animais com enteropatias.
3.2.5.2 Critérios de exclusao de receptores

Foram excluidos do grupo de candidatos ao TMF os animais que estavam
fazendo uso de antibidticos, seja por via oral, injetavel ou tépico. Caso algum paciente
selecionado fizesse uso de algum antibiético durante o tratamento, 0 mesmo seria
retirado do estudo.

Durante o estudo os tutores foram orientados a informar o
pesquisador/veterinario sobre todas as ocorréncias com os animais, que poderiam
exclui-los do trabalho, como a necessidade de uso de medicamentos, de forma a
sempre garantir a seguranca do animal. O documento com a descricdo do
monitoramento esta apresentado no Apéndice D. E importante destacar, que em
nenhum momento foi vetado ao tutor a desisténcia a continuidade do tratamento,
assim como o uso de quaisquer tratamentos, caso algum animal fosse acometido de

alguma injuria durante o experimento, necessitando do uso de antibibticos.
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3.2.6 Controle dos riscos

Risco de rejeicéo

Para evitar a possibilidade de refluxo e eliminagdo do enema transfundido, nas
primeiras 3 horas apds a realizagdo da manobra, os animais foram mantidos em
observacgado, em ambiente clinico adequado (internagdo néo intensiva), no Hospital
VFP — Unidade Araraquara. Também foi utilizado o recurso de manter o paciente com
uma fralda infantil, com o objetivo de inibir a defecacédo pds-transplante. No estudo

com todos os transplantes realizados néo houve ocorréncia de refluxo.

Risco adverso do processo

Os enemas manipulados foram mantidos em ultra freezer -80°C, seguindo os
devidos critérios técnicos laboratoriais de seguranga, com o adequado procedimento
de abrir e fechar do freezer, evitando e garantindo que o material ndo entrasse em

risco de perda de qualidade (Suchodolski et al. 2012b).

Risco de reacbes

O unico risco adverso do procedimento do TMF, conforme Suchodolski (2012a),
seria a ocorréncia de diarreia de leve a moderada, porém com incidéncia baixa, inferior
a 5% dos casos. No estudo com os pacientes neste trabalho ndo houve ocorréncia de

reacdes adversas durante o experimento.

Demais riscos

E necessario mencionar que a eleicdo dos doadores, bem como dos
receptores, passou pela triagem dos seus tutores, em relagdo ao perfil e grau de
confiabilidade em cumprir as orientagdes necessarias para a seguranca do
procedimento, ou seja, a seguranga do procedimento também depende da atuacgao
dos tutores nos cuidados antes e pods transplante. Os animais transplantados
permaneceram em suas proprias residéncias durante o periodo de monitoramento de
120 dias do experimento, ou seja, os animais mantiveram sua rotina, ndo ficaram em
ambiente controlado.

Um cuidado especial foi tomado com relacdo a orientacdo a respeito da

alimentacao dos transplantados, que ja recebiam dieta especifica para suas referidas
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injurias, sendo dietas naturais, formuladas por nutrélogo ou ragdes hipoalergénicas e
gastrointestinais. A dieta de cada paciente foi mantida, mas as guloseimas, petiscos
ou qualquer outra forma de alimentagdo, durante o experimento deveriam ser
evitadas, segundo compromisso assumido pelos tutores. Sobre este tema os tutores
foram alertados, como descrito no Apéndice E, com o devido respaldo e coorientagao

dos médicos clinicos envolvidos no acompanhamento dos pacientes.

3.2.7 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do responsavel pelo

animal voluntario

O TCLE receptor elaborado esta descrito no Apéndice B.
3.2.8 Planejamento do transplante fecal no animal voluntario

O responsavel pelo animal deve concordar em participar do estudo, apds
assinar o TCLE do receptor volutario, sera orientado a agendar uma data e horario,
conforme disponibilidade para a coleta das fezes do animal antes do TMF, para a
realizacdo da extracdo do DNA e sequenciamento do RNA ribossomal 16S. Esse
exame tem o objetivo de avaliar a microbiota antes do TMF que sera confrontado com
0 exame das fezes do animal, apds o transplante.

Para iniciar o procedimento de transplante, o animal ndo deve estar sob
medicacao de antibiéticos, como foi destacado como critério de exclusao do animal
no estudo, pois inviabiliza o procedimento. Caso o animal esteja nesta condicéo, deve-
se aguardar no minimo 30 dias para novo agendamento.

Os enemas utilizados nos transplantes foram originarios das amostras
coletadas dos doadores, devidamente armazenadas. A proporgcao de enema utilizada
€ a concentracao aproximada de 50 gramas de fezes integras por quilo de peso vivo

do receptor, o que equivale a aproximadadmente 5x107 UFC/g (Garcia Mazcorro,
2012).

Por ser indolor e pouco invasivo, o cao receptor ndo necessita de sedagao para
o procedimento. O tutor do receptor é orientado a submeter o animal por restricao
alimentar na véspera do transplante por 12 horas, e nédo deve ser alimentado nas 4

horas apds o transplante da microbiota fecal. Também deve passar por restricido de
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atividade fisica de 4 a 6 horas apds o transplante, para reduzir as chances de
evacuacgao espontanea prematura (Chaitman; Gaschen, 2021).

O procedimento de transplante do enema é realizado por meio de uma seringa
de ponta de cateter de 100 mL, com uma sonda retal numero 22. O enema deve ser
descongelado a partir do ultrafreezer, em frezer -20°C por 12 horas e, posteriormente,
em geladeira por mais 12 horas. No dia do transplante permanece em temperatura
ambiente por 3 horas, para que ndo ocorra mudancga abrupta da temperatura, e no
momento do transplante o enema deve ser aquecido em banho maria a uma
temperatura de 30°C, a fim de atingir a viscosidade ideal, e também por estar mais

préxima a temperatura do corpo do animal (38°C).

3.2.9 Acompanhamento clinico

O acompanhamento clinico dos animais transplantados, em ambos os grupos,
dermato e gastro, foi realizado por observagdes diarias dos tutores, com anotag¢des
simples, em formularios, por 120 dias (Figura 11).

Tanto para os animais do grupo dermato quanto para o grupo de animais
gastro, as informagdes foram codificadas criando scores clinicos. A metodologia e
critérios foram: os dados codificados foram somados a cada 5 dias, obtendo uma

pontuacédo, como descrito na Tabela 1.



Figura 11: Quatro fichas de acompanhamento clinico foram preenchidas mensalmente

UAUNIARA
OBSERVAGOES CLINICAS GASTROINTESTINAIS
Paciente:
Tutor:
Data do TMF:
Més vigente:

L
Bl Vo deecos [l Comfomsios semmico [l Ressecado
Presenga de muco [l Sem formato (mais liquido) [l Diarreia tiquida [l Visuatza sangue

Observagdes gerais:

Data | Dia | Score das fezes Apetite — Sono — Vémito  Vigor — Ingestio sgua

UAUNIARA

OBSERVAGOES CLINICAS DERMATOLOGICAS
Paciente:
Tutor:
Data do TMF: o
Més vigente: SBEN
Legenda
W susenciacu purdo minime [ Melhera mederzda pruridoigual [l vier2 do pruside

s - iga - Toghstic dadg.a
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P " —— . : S— . . Avaliagao elinica aprovada p de ética il sentimento da tutor, i a0 trabalhe de
T —— Al o ot el € e S St ol
daor coms tiops o icko do T ) aselge o D e oo O s e e . s
Fonte: Do autor (2024).
Tabela 1: Score grupo gastro

Ocorréncia observada Nota

Nao defecou

Fezes com formato e sem muco

10

Ressecado (mais de 2 dias sem defecar)

03

Com muco e formato

02

Sem formato

(1)

Diarreia liquida

(-3)

Diarreia com sangue

(-5)

Fonte: Do autor (2024).

* Sendo nota maxima em 5 dias: 50, e nota minima 0.

Tabela 2: Score grupo dermato

Ocorréncia observada

Nota

Prurido minimo ou ausente

10

Melhora moderada

06

Prurido igual

03

Piora do prurido

01

Fonte: Do autor (2024).

* Sendo nota maxima em 5 dias: 50, e nota minima 05.
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3.2.10 Identificagdo da microbiota por sequenciamento

Optamos pela metodologia de terceira geragdo da plataforma de
sequenciamento do gene 16S rRNA da Nanopore Oxford para identificacdo das
bactérias, que foi terceirizado e realizado pela empresa ByMyCell, de Ribeirdo Preto,
que permitiu verificar com precisao, rapidez e maior abrangéncia, a diversidade de
espécies bacterianas presentes nas amostras. O objetivo da utilizagdo desse exame
€ identificar o maior numero possivel de espécies, classificando-as em desejaveis e
indesejaveis em relagao a saude intestinal, acao inflamatdria e patogenicidade.

A plataforma de sequenciamento de nanoporos € uma metodologia rapida e
precisa, para rastrear a distribuicdo de espécies microbianas que tem sido utilizada
em hospitais (Tremblay et al., 2015). Os resultados obtidos em nivel de espécie nos
permitem concluir sobre o potencial do transplante fecal na modificagdo do
microbioma, ja que as espécies sdo unicas. Uma avaliagdo somente em géneros
poderia distorcer a interpretacdo, uma vez que diferentes espécies podem compor o
mesmo filo ou género, dificultando a classificagdo entre desejaveis e indesejaveis.

O sequenciamento Nanopore, quando comparado ao sequenciamento Illumina
para analisar a microbiota intestinal, mostrou melhor precisdo, classificagcdo e
replicabilidade, sendo ideal para taxons raros. Preferivel quando se deseja avaliar a

amplitude de espécies da microbiota intestinal (Szoboszlay, 2023).

3.2.10.1. Preparagao dos DNAs e Sequenciamento do gene 16S rRNA

As amostras brutas foram extraidas com ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kit
(Zymo Research). As amostras de DNA foram submetidas a amplificagdo do gene 16S
rRNA inteiro, utilizando-se os primers 27F e 1492R (fragmento de ~ 1.6 kb). Os
amplicons foram analisados em gel de agarose, quantificados para a construcédo das
bibliotecas, utilizando o kit SQK-LSK114 (Oxford Nanopore Technologies), e
sequenciados em Flongles Flow Cell (FLO-FLG114), na plataforma MinlON (Oxford

Nanopore Technologies).
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Figura 12: Processo analitico taxondmico das bactérias - Plataforma de sequenciamento 16S rRNA

Preparagio Amplificagéo

b Pl —> Contifugagio —b  Lsocellar —#  PUIEE b EdracioDNA —b  Bblioteca — damoécua © - _’O

Inicio

Plataforma de sequenciamento

Fonte: Do autor (2024).

3.2.11 Anédlise bioinforméatica dos dados obtidos

ApoOs sequenciamento, as reads resultantes foram submetidas a basecalling,
usando Guppy Basecaller (v 6.0.7), versdo GPU. As reads produzidas, foram filtradas
para o controle de qualidade em Q10, usando NanoFilt (v2.3.0), e Demultiplex por
Porechop (v0.2.4). Os reads foram mapeados contra banco de dados de referéncia de
16S, utilizando a ferramenta KMA (v1.4.3). As analises de dados foram geradas
usando Python 3.7.

Apos sequenciamento, as reads resultantes foram filtradas para controle de
qualidade e tamanho (NGSpeciesID v 0.1.3) e utilizadas para construgdao de
fragmentos consenso por amostra (reads com abundancia superior a 0.1%). As
sequéncias com maior numero de reads consenso de alta qualidade foram analisadas
com a ferramenta BlastN para identificar os 10 microrganismos mais semelhantes.

O método de bioinformatica, especialmente nas etapas de **Basecall™ e
**Demultiplex**, & essencial no processamento de dados de sequenciamento de DNA:
1. **Basecall**: Converte os sinais brutos do sequenciamento em sequéncias de
nucleotideos (A, T, C, G). A precisdo é crucial, pois erros nesta etapa podem

comprometer analises posteriores (Figura 13).



Figura 13: Método de Bioinformatica — Basecall e Demultiplex

-L TGAAA GOCTAACA AA TGAT G
10 20 30 40
Time (ms)

Array of microscaffolds

Sensor chip

Flow cell

Fonte: Wang et al. (2019).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DO DOADOR

O Termo de consentimento livre e esclarecido para os tutores dos doadores
(Apéndice A) foi apresentado previamente aos tutores dos animais, para que tivessem
ciéncia do estudo, e de todos os procedimentos e riscos a que o animal seria
submetido. Voluntariamente, os responsaveis pelos animais assinaram o termo de
consentimento, somente apds todos os esclarecimentos e entendimento ao estudo.
Participaram do estudo para candidatos a doadores 6 animais.

A participagao do animal doador no estudo ocorreu em trés etapas. Na primeira
etapa, a participacao do animal doador foi realizada com a coleta de amostra de
sangue e urina para analise clinica de seu estado de saude, para o atendimento dos
critérios de inclusdo. Diversos parametros séricos foram analisados sobre os
doadores, conforme descreve-se no Quadro 3. Os exames prévios coprofoldgicos dos
candidatos a doadores foram negativados para endoparasitas e enteropatégenos. Os
parametros de avaliagdo nos exames de sangue (bioquimicos e hemograma), nao
apresentaram alteragdes importantes.

Os animais pré-aprovados apresentaram resultados dentro de parametros
aceitaveis e seguros, confirmando a anamnese clinica (para atestar a saude) realizada
pelo médico veterinario, que realizou os exames fisicos nos candidatos. Os animais
seguiram para sua segunda etapa de avaliagdo, a realizacdo dos exames de
ultrassom. Os candidatos a doadores ndo apresentaram nenhuma alteragdo no exame

de imagem (ultrassom).



Quadro 3: Analises bioquimicas dos doadores
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(Continua)

Analise \r/;‘lg:gr?c?ae Lorrine Bhor QOdin
Albumina 2.6 a3.3 g/dL 3,14 3.00 2.9
Lipase sérica 13 2200 Ul/L 143 115 135
Eritrocitos 5,5 a 8,5 milhoes / 7,66 milhoes / 6,7 milhoes/mm? 6,5 milhoes/mm?

mm? mm?
Hemoglobina 12 a2 18 g/100 mL 17,0 g/dL 15,0 g/dL 16,0 g/dL
Hematdcrito 37 a 55 mL/ 100 mL 58,1% 49,10% 50,00%
V.CM 60 a 77 fL 75,8 fL 73,8 fL 74,4 L
H.C.M 19 a 23 mcg 22,2 pg 22,9 pg 23,6 pg
CH.CM 32 a36% 29,3% 31,2% 31,7%
Leucdcitos 6.000 a 17.000 10.300 céls./mm? 9.400 céls./mm3 10.400 céls./mm?®
céls/mm?®
Mielocitos 0% 0% 0% 0%
Metamieldcitos 0a1% 0% 0% 0%
Bastonetes 0a2% 4% 3% 4%
Segmentados 50 a 67% 64% 52% 62%
Eosindfilos 2a4% 2,1% 2,0% 2,0%
Basdfilos 0a1% 0% 0% 0%
Linfociotos 17 a 28% 22% 29% 19%
Mondcitos 2a8% 4% 4% 4%
Plaguetas 200.000 a 500.000 367.000 mm/3 500.000 mm/3 359.000 mm/3
mm/3

Densidade urinaria 1015 a 1060 1030 1028 1040
pH urinario 5a7 6,8 6,2 6,5
Glicosuria Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinuria Negativo Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina urina Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematuria Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo
Leucécitos na urina 0-10 4 3 2
Hemacias na urina 0-5 1 2 2
Parasitologico Negativo Negativo Negativo Negativo
Tripsina fecal Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematozoario, Babesia - SP Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematozoario Ehrlichia - SP Negativo Negativo Negativo Negativo
Acidos biliares 0a12 nmL/L 5,7 nmol/L 2,7 nmol/L 1,9 nmol/L
Vit B12 251 a 908 pg/mL 342,0 pg/mL 625 pg/mL 485 pg/mL
Cortisol 10,0 a 46,0 ng/mL 17,00 ng/mL 11,00 ng/mL 14,00 ng/mL
T4 Total 12,50 a 40,00 ng/mL 29,10 ng/mL 31,20 ng/mL 18,70 ng/mL
Snap* 4Dx*Plus test Negativo Negativo Negativo Negativo
Colesterol total 135,0 a 270,0 mg/dL 200,0 mg/dL 250,0 mg/dL 215,0 mg/dL
Creatinina 0,5a 1,5 mg/dL 1,00 mg/dL 0,60 mg/dL 0,67 mg/dL
Fosfatase Alcalina 20,0 a 156,0 u/l 79,00 u/l 71,00 u/l 120,00 u/l
Gama Glutamil Transferase 1,5a6,4 ul/l 4,0 u/l 6,0 u/l 6,5 u/l
Proteina Total 54a7,1g/dL 5,8 g/dL 5,6 g/dL 5,4 g/dL
Albumina 2,6 a3,3g/dL 2,87 g/dL 3.00 g/dL 2,9 g/dL
Globulina 2,7a4,4g/dL 3,30 g/dL 2,80 g/dL 3,00 g/dL
Relagédo Albumina / Globulina Maior ou igual a 01 1,10 0,90 0,95
TGO(AST) 21,0 2 45,0 u/l 40,0 u/l 33,0 u/l 25,0 u/l
ALT 21,0a 73,0 u/l 28,0 u/l 25,0 u/l 25,0 u/l
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(Continua)

Analise Vanrfes (.je Lorrine Bhor Odin

referéncia
Triglicérides 20,0 A 112,00 mg/dI 85,0 mg/dl 95,0 mg/dl 94,0 mg/dI
Ureia 21,0 A 59,92 mg/dL 34,0 mg/dL 26,0 mg/dL 30,0 mg/dL
Tripsina imunorreativa canina 3,5a5,7ug/L 4,2 ug/L 4,0 ug/L 5,0 ug/L
Amilase 185,0 a 700,0 252,0 u/L 320,00 u/L 330,0 u/L
Glicose 60 a 110 mg/dL 87,0 mg/dL 97,0 mg/dL 96,0 mg/dL
IE;'Eise pancreatica especifica <200 97.0 meg/L 105.0 meg/L 83.0 meg/L
Albumina 2.6a3.3g/dL 3,04 3.10 2.97
Lipase sérica 13 a 200 UI/L 155 110 140
Eritrocitos 55a Sﬁnr:]sllhoes/ 7,80 rrTr:rthsoes/ 6,7 milhoes/mm? 6.5 milhoes/mm?
Hemoglobina 12218 g/100 mL 19,0 g/dL 16,0 g/dL 16,0 g/dL
Hematdcrito 37 a 55 mL/ 100 mL 59,1% 50,10% 52,00%
V.C.M 60 a 77 fL 74,8 fL 75,8 fL 70,4 fL
H.C.M 19 a 23 mcg 23,2 pg 26,9 pg 21,6 pg
C.HCM 32 a36% 30,3% 33,2% 31,7%
Leucdcitos 6.000 a 17.000 9.300 céls./mm? 7400 céls./mm? 12.400 céls./mm?

céls/mm
Mielocitos 0% 0% 0% 0%
Metamieldcitos 0a1% 0% 0% 0%
Bastonetes 0a2% 3% 3% 4%
Segmentados 50 a 67% 60% 50% 62%
Eosindfilos 2a4% 2,1% 2,0% 2,0%
Basofilos 0a1% 0% 0% 0%
Linfociotos 17 a 28% 22% 29% 19%
Mondcitos 2a8% 4% 4% 4%
Plaquetas 2000002 5000001 590,000 mm/3 357.000 mm/3 459.000 mm/3
Densidade urinaria 1015 a 1060 1030 1033 1038
Ph urinario 5a7 6,8 6,2 6,5
Glicosuria Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteindria Negativo Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina urina Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematuria Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo
Leucdcitos na urina 0-10 1 2 2
Hemacias na urina 0-5 0 1 2
Parasitologico Negativo Negativo Negativo Negativo
Tripsina fecal Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematozoario, Babesia - SP Negativo Negativo Negativo Negativo
Hematozoario Ehrlichia - SP Negativo Negativo Negativo Negativo
Acidos biliares 0a12 nmL/L 8,7 nmol/L 7,7 nmol/L 5,0 nmol/L
Vit B12 251 a 908 pg/mL 390,0 pg/mL 700 pg/mL 400 pg/mL
Cortisol 10,0 a 46,0 ng/mL 12,00 ng/mL 11,00 ng/mL 16,00 ng/mL
T4 Total 12,50 a 40,00 ng/mL 22,10 ng/mL 36,20 ng/mL 18,90 ng/mL
Snap* 4Dx*Plus test Negativo Negativo Negativo Negativo
Colesterol total 135,0 a 270,0 mg/dL 210,0 mg/dL 260,0 mg/dL 205,0 mg/dL
Creatinina 0,5a 1,5 mg/dL 1,00 mg/dL 0,70 mg/dL 0,90 mg/dL
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(Conclusao)

Analise \r/eaflglrgsc(ijae Lorrine Bhor Odin
Fosfatase Alcalina 20,0 a 156,0 u/l 99,00 u/l 77,00 u/l 126,00 u/l
Gama Glutamil Transferase 1,5a6,4 u/l 4,0 u/l 6,0 u/l 6,0 u/l
Proteina total 54a7,1g/dL 6,0 g/dL 5,0 g/dL 5,0 g/dL
Albumina 2,6 23,3 g/dL 2,90 g/dL 3.10 g/dL 2,96 g/dL
Globulina 2,7a4,4 g/dL 3,00 g/dL 2,80 g/dL 3,10 g/dL
Relagao Albumina / Globulina Maior ou igual a 01 1,10 0,90 0,95
TGO(AST) 21,0 a 45,0 u/l 40,0 u/l 43,0 u/l 45,0 u/l
ALT 21,0a 73,0 u/l 30,0 u/l 55,0 u/l 29,0 u/l
Triglicérides 20,0 A 112,00 mg/dI 88,0 mg/dl 99,0 mg/dl 104,0 mg/dI
Ureia 21,0 A 59,92 mg/dL 30,0 mg/dL 20,0 mg/dL 36,0 mg/dL
Tripsina imunorreativa canina 3,5a5,7 ug/L 4,0 ug/L 4,0 ug/L 5,0 ug/L
Amilase 185,0 a 700,0 250,0 u/L 270,00 u/L 300,0 u/L
Glicose 60 a 110 mg/dL 90,0 mg/dL 99,0 mg/dL 96,0 mg/dL
é‘gise pancreatica especifica <200 100.0 mcg/L 115.0 meg/L 93.0 meg/L

Fonte: Do autor (2024).

Quadro 4: Resultados dos exames de ultrassom realizados nos doadores

Orgéo Observagdes
Figado Formato anatdbmico e dimensdes preservadas, contorno regular, parénquima
homogéneo e normoecoico. Vasos e ductos preservados.
Baco Formato anatébmico e dimensdes preservadas, contorno regular, parénquima
homogéneo e normoecoico. Vasos lienais preservados.
Estdmago Com as linhas de parede preservadas.

Algas intestinais

Com parede normoespessa e estratificagdo preservada. Peristaltismo presente.

Rim (esq./dir.)

Formato anatdmico e dimensdes preservadas, contorno regular, normoecoico,
relagao coértico-medular preservada.

Bexiga

Contorno regular e parede normoespessa.

Pancreas

Sem alteragdes sonograficas. Grandes vasos preservados.

Adrenais (esq./dir)

Sem alteragdes dignas de nota. Morfologia dentro do esperado.

Vesicula biliar

Formato anatémico preservado, contorno regular, parede normoespessa.

Fonte: M. V. Luiz Francisco Nogueira.

A segunda avaliacdo dos animais candidados a doadores foi a realizagao do

ultrassom abdominal, com laudo confirmando status homeostatico dos mesmos. Para
o0 exame de ultrassom, o tutor recebeu uma guia de exame, prescrito pelo médico
veterinario responsavel pela pesquisa. Os exames de ultrassom foram agendados
pelos tutores, que levaram seus respectivos animais até a clinica veterinaria
especializada para a realizagdo do exame, sem custos. Os laudos dos exames foram
responsavel pela pesquisa,

encaminhados ao pesquisador/veterinario que

compartilhou os resultados com os tutores. Os exames de imagem n&o apresentaram
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alteragbes relevantes, principalmente com relagédo ao espessamento das mucosas
intestinais, anatomia renal, pancreas, figado e vesicula biliar.

A terceira participacdo dos animais doadores ocorreu apenas apos a aprovacao
do doador nas etapas anteriores, ou seja, mediante os resultados dos exames
realizados (sangue, urina e ultrassom). Assim, somente os doadores que estavam
dentro das especificacbes de normalidade, seguiram para a terceira etapa de
sequenciamento, para tal, foi realizado agendamento com os tutores, com data e local
para coleta das fezes do candidato a doador.

As fezes foram coletadas por meio de defecagao espontanea, em local de piso
liso, limpo e previamente higienizado, sem qualquer tipo de substancia que poderia
alterar a integridade das fezes. A coleta e a manipulagdo do material fecal foi realizada
com luva plastica sem bacteriostaticos.

O doadoridentificado foi cadastrado com todos os dados coletados, no momento
zero, ou seja, logo apdés a conclusdao dos exames da biota intestinal, perfil
bacteriologico, exames clinicos e complementares do doador. No cadastro do doador
foi nomeado o nome do mesmo, e também foi atribuido um codigo para identificagéo

das fezes coletadas. A Figura 14 representa o processo de selecdo dos doadores.

Figura 14: Processo de selecédo dos caes doadores

Coleta de Coleta de
amostras fezes

—
5 3 ~»  Animais
: 2 Cd rd =
Animais % )__) doadores
doadores iniciais N S > selecionados
. .
" r
R
Exame de
ultrassom

Fonte: Do autor (2024).
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4.2 CARACTERISTICAS FiSICAS DOS DOADORES

Os métodos de determinacdo das condi¢cbes corporais mais comumente
utilizados na rotina clinica veterinaria, devido a sua acessibilidade econdmica, incluem
a pesagem, a determinacédo do Escore de Condicdo Corporal (ECC) e o indice de
Massa Corporal Canino (IMCC). Todos esses métodos podem ser realizados pelo
meédico veterinario na consulta clinica. A determinagdo do ECC requer treinamento
adequado para minimizar erros durante a avaliagdo, garantindo assim a precisao dos
resultados (Laflamme, 1997).

O IMC e a % de gordura dos doadores foram calculados, descritos no quadro
5, comprovando a adequacéao dos candidatos como doadores. A figura 15 ilustra como
foram calculadas as medidas corporais, que especificam os critérios para a selecao
dos doadores. Para esses calculos foram aplicando as formulas ja descritas na
metodologia (Mlller; Schossler; Pinheiro, 2008, Leal et al. 2011):

% gordura = %GC= (-1,7 x CMPcm) + (0,93 x CAB cm)+5

IMC: (Peso Kg / (CC em metros)?)/ 100

Figura 15: Demonstrativo dos célculos de IMC e % gordura corporal

' ! 5 § fo, | 1
/ 1./ “E ) CC: 120 cm
7 ,)‘ ‘ CTX : 55 cm
~l il el
5 / CAB : 47 cm
7 AC - Altura Corporal (J

CC- Comprimento do Corpo CEX St
CTX - Circunferéncia Tordxica CMP: 14 cm
CAB - Circunferéncia Abdominal

CCX - Circunferéncia da Coxa

CMP - Comprimento do Membro Pélvico

Exemplo: Calculo do doador Lorrine

Critérios para avaliagao do IMC e %GC Resultado: IMC: 15,27
% gordura: 24,91
Cées Caes Férmula matematica:

. Mc _%6C % gordura = %GC= (-1,7 x CMPcm)+( 0,93 x CAB
Abaixo do Normal | < 12 Abaixo do Normal | <20 cm)+ 5 Resultado : 24,91

L iea 1o Soeel e na IMC: Peso Kg / ( CC em metros) ) 2/ 100
Acimado Normal |15a20 Acimado Normal 30 a40 22/(0,12) 2100 = 15,27

Obeso > 20,0 Obeso | >4a0

Fonte: Do autor (2024).
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Quadro 5: Doadores aprovados, IMC e % de gordura

NI REE) SR Idr?\i(saeesm I?Ifgs)o L4S Go:fj)ura circpoorfal
Lorrine | Buldogue inglés Fémea 48 25 15,27 24,91 5
Odin Buldogue inglés Macho 48 30 15,90 28,40 5
Bhor Buldogue inglés Macho 45 22 13,90 22,40 4
Thor Buldogue inglés Macho 48 28 14,20 28,00 5
Fred Buldogue inglés Macho 40 26 14,87 23,98 5
Chico Buldogue inglés Macho 40 27 15,10 27,40 5

Fonte: Do autor (2024).

E importante destacar que a eleicdo de doadores da raca Bulldog Inglés foi
inerente ao fato de os mesmos estarem sobre permanente vigilancia e controle de
manejo, uma vez que pertenciam a um canil de acesso diario do pesquisador. Os
animais também tinham importante parentesco genético (irmaos e filhos), e todos
tinham absoluto controle desde o nascimento, gestagdo das maes, inseminacgao, etc.
Por outro lado, esta foi uma limitagdo, pois ragas variadas seriam desejadas, nao
existindo quaisquer implicagbes e/ou preferéncias sobre raca e sexo, desde que o
candidato se enquadrasse as prerrogativas definidas para ser um doador, com

destaque para o perfil da microbiota intestinal e a distribuicdo entre taxons desejaveis

e indesejaveis.
Figura 16: Doadores Lorrine(A) e Bhor(B)

Fonte: Canil Vinner Bull’s. Fotos do autor.



Figura 17: Score corporal canino
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Fonte: Adaptado de Purina Institute (2024).
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4.3 CARACTERISTICAS DAS FEZES DO DOADOR

A etapa de preparacao das fezes foi realizada da seguinte forma: misturada as
fezes numa proporgéo ajustada de glicerol de 10% antes de congelar, para a melhor
preservagao das bactérias. O protocolo definido consistiu em acondicionar 55 gramas
de fezes integras, acrescidas de 5,5 mL de glicerol, que foi armazenado em um
recipiente de 50 mL (falcons) adequado para o ultra freezer -80°C, rotulado com o
coédigo do doador, data e lote. As amostras foram mantidas congeladas no Ultra
freezer -80°C do laboratério da Uniara. A Figura 18 representa a preparagao e

armazenamento do material fecal.

Figura 18: Preparagédo e armazenamento das amostras fecais antes da finalizagdo dos enemas.

Preparagao e Armazenamento de Amostras de Fezes

Coletar

Amostras de
Doadores

Armazenar em
Coletar fezes Ultra Freezer
de doadores Misturar fezes
especificos com glicerol a Rotular
10% recipientes Colocar
com detalhes recipientes em
apropriados um ultra

freezer a -80°C

Fonte: Do autor (2024).
A avaliacao das amostras de fezes dos doadores em relagcao a escala BSS esta

apresentada no Quadro 6, comprovando a adequagao dos doadores em relagao as
caracteristicas das fezes. Foram coletadas 10 amostras de fezes de cada doador. As
mensuragdes da umidade das fezes foram realizadas por métodos de secagem em
estufa, a 50 graus, por 72 horas. O material fresco, coletado logo apés a defecacao,
foi pesado e padronizado em 20 gramas, em balanga de precisao, utilizando sempre
0 mesmo equipamento. Logo em seguida foi colocado em estufa por 72 horas. O
material pés secagem foi pesado, e a diferenga obtida entre as duas pesagens

resultou na umidade obtida.
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Quadro 6: Resultados encontrados nos doadores

Doador Escala de Bristol Aspecto fisico Escgl:nlﬁloyal g(c:)(;/;el G ?:él:jzg'dade

Lorrine 4-5 Normal 2,5 Ideal 72,10%
Odin 4-5 Normal 2,5 Ideal 72,50%
Bhor 4-5 Normal 2,5 Ideal 70,80%
Thor 4-5 Normal 2,5 Ideal 71.60%
Fred 4-5 Normal 2,5 Ideal 70,60%
Chico 4-5 Normal 2,5 Ideal 72,40%

Fonte: Do autor (2024).

Quadro 7: Valores de umidade de fezes frescas coletadas em 10 amostras

Doador A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-8 A-9 A-10 ]

Lorrine 70% 74% 79% 64% 79% 73% 70% 70% 69% 73% 72,10%
Odin 71% 73% 78% 70% 75% 72% 70% 69% 72% 75% 72,50%
Bhor 70% 74% 72% 60% 70% 72% 72% 74% 70% 74% 70,80%
Thor 70% 74% 72% 70% 73% 73% 72% 73% 69% 70% 71,60%
Fred 71% 1% 70% 72% 70% 72% 72% 1% 70% 67% 70,60%
Chico 70% 75% 78% 69% 80% 70% 1% 72% 68% 71% 72,40%

Fonte: Do autor (2024).

Na Figura 19 ilustra-se uma amostra pos defecacao do doador Lorrine, a qual
apresentou umidade de 71%, e foi devidamente caracterizada como padrao saudavel,

segundo a metodologia descrita, score fecal de cées saudaveis.

Figura 19: Fezes do doador caracterizado como tipo 5

m,

Fonte: Arquivo pessoal do autor (2024).
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4.4 AVALIAGAO E RESULTADOS FiSICO-QUIMICOS DO ENEMA FECAL

Os resultados da mensuracdo do composto utilizado para mimetizar o enema
fecal de retencéo, estdo apresentados na Figura 20. A unidade de medida empregada
foi o Pascal por segundo (Pa.s), onde o Pascal (Pa) corresponde a uma unidade de
pressao equivalente a 1 N/m? (Newton por metro quadrado) (Bird; Stewart; Lightfoot,
2007). O segundo(s) incorpora o fator tempo, relacionado a taxa de deformacédo do
fluido. Dessa forma, 1 Pa.s representa a consisténcia de um fluido que, ao ser
envolvido a uma tensdo de cisalhamento de 1 Pascal, apresenta uma taxa de
deformagédo igual a 1 s™' (Barnes; Hutton; Walters, 1989).

Na pratica, a concreta dindmica, expressa em Pa.s, reflete a resisténcia do
material ou composto ao fluxo, ou seja, sua “espessura” ou fluidez. Exemplificando, a
agua apresenta uma viscosidade dinamica igual a 0,001 Pa.s, a 20°C, performando
baixa resisténcia ao escoamento (Rouse, 1978). Em contraste, o mel mostra valores
de viscosidade na faixa de 2 a 10 Pa.s, dependendo da temperatura, indicando um
escoamento mais lento, devido a sua maior viscosidade (Herszberg; Penfield, 2020).

Utilizando estas referéncias, nossos ensaios indicaram valores de viscosidade
entre 4 e 5 Pa.s, a 20 e 30 rotagdes por minuto (RPM), e uma temperatura de 30°C.
Estes resultados corroboram os elevados beneficios do composto desenvolvido, que,
apesar dessa caracteristica demonstrada, é capaz de passar sem maior resisténcia
pela seringa e a sonda, proporcionando uma excelente capacidade de retengéo do
enema. Tal comportamento fisico-quimico é fundamental para potencializar a eficacia

do enema fecal, uma vez que permanece retido por maior periodo no cdlon.
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Figura 20: Resultado de mensuragédo dos enemas
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Fonte: Do autor (2025).

4.4.1 Resultados obtidos de viscosidade do enema

A Figura 21 apresenta os valores de viscosidade do enema fecal obtidos a partir
da média e desvio padrao de trés amostras do composto mimetizado do enema fecal

de retencéo.

Figura 21: Grafico de viscosidade
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Fonte: Do autor (2025).
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Tabela 3: Medidas de viscosidade obtidas com desvio padrao de trés amostras com temperatura de

30°C.
rem Pa.s Desvio padrao
3 27,66667 4,04145
6 14 1,73205
12 8,9 00,17321
20 4,93333 0,51316
30 4,83333 0,28868
100 2,3 0,17321

Fonte: Do autor (2025).

4.4.2 Enema fecal mimetizado

Devido as objecdes inerentes a contaminagéo e ao alto custo para aquisigao
de um Spindle especifico, optamos por mimetizar o enema fecal para a realizagao da
analise fisico quimica de viscosidade.

Para o preparo do composto utilizamos ragao de caes — a mesma ofertada aos
doadores —, gelatina, glicerol com agua, na seguinte proporgao:

Foérmula do enema mimetizado:

a. 100g ragao

b. 250 mL agua
c. 40 mL glicerol
d. 25g gelatina

4.4.2.1 Preparo do enema mimetizado

Para a producdo do enema mimetizado, necessario para a realizagdo da
medicao de viscosidade, devido as limitagdes de uso com o enema natural, a ragao
canina foi imersa por 24 horas em 180 mL de agua, conservada em geladeira. Apés
este tempo foi realizada a adicao de gelatina e o glycerol, o material foi misturado em
liquidificador por 6 minutos. Para obter a textura e consisténcia similar aos enemas

naturais, completou-se a mistura com 70 mL de agua.
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Figura 22:

Imagem comparativa entre o enema e o0 composto mimetizado apés 5 minutos no agitador

P e ) St —

a 10 RPM

Fonte: Do autor (2025).

A figura 22 ilustra a amostra 1, que refere-se ao enema e a amostra 2 refere-
se ao composto mimetizado. Observa-se que, apds a agitagdo, o comportamento é
bastante similar entre os mesmos, caracterizando boa similaridade quanto a textura,

umidade e consisténcia.

4.5 RESULTADOS DO ARMAZENAMENTO DOS ENEMAS EM ULTRAFREEZER

O protocolo de conservacao dos enemas de retencéo, conforme descrito na
metodologia, subsecao 3.2.4, consiste em congelar as amostras em ultrafreezer, a -
80 °C, mantendo-se sem descongelamento até o momento do uso. O primeiro lote de
amostras de enemas foi armazenado em 10/03/2024. Uma reanalise dos taxons
bacterianos, como mostra o quadro 8, foi realizada em 14/07/2025 e 08/08/2025
utilizando a mesma metodologia de PCR quantitativo, com mensuragéo expressa em
logaritmos pelo laboratério Stonewell. Tal procedimento comprova e assegura que a

preservagao e a integridade microbiana foram mantidos durante o periodo observado,
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definindo a estabilidade do perfil taxonédmico, corroborando evidéncias previamente
relatadas na literature, que indicam o congelamento a -80°C como método eficaz para
conservagao de amostras microbioldgicas fecais (Wang et al., 2019; Sung et al.,
2022). Essa comprovagao de conservagao da microbiota é fundamental para garantir
a confiabilidade dos transplantes fecais oriundos de biobancos, eliminando a
possibilidade de alteragbes na composigao bacteriana, que comprometeriam a

eficacia terapéutica e sua seguranga.

Quadro 8: Avaliacdo do congelamento

Doador Taxons 10/03/2024 14/07/2025 08/08/2025
Doadora Faecalibacterium 5,9 5,9 5,9
Lorrine Turicibacter 6,6 6,0 6,0
Blautia 10,3 10,1 10,0
Fusobacterium 8,3 8,3 8,3
Clostridium hiranonis 6,5 6,4 6,3
Streptococus 5,0 4,9 4,9
E. coli 4.3 4,0 3,9
Total bactérias 10,7 10,6 10,5

Fonte: Do autor (2025).

Os dados do quadro 8, avaliados de um doador, s&o os resultados de amostras
em trés datas: antes do armazenamento, periodo de congelamento de 492 dias
(16,175 meses) e 518 dias (17 meses). Estes dados indicam que o periodo de validade

de uma amostra mantida em um biobanco pode ser de no minimo de 12 meses.
4.6 SEQUENCIAMENTO DO MATERIAL FECAL DO DOADOR

O Quadro 9 apresenta os dados analiticos do material fecal dos doadores,
segundo painel de disbiose do A & M Texas e Laboratério Stonewell. Os resultados
demonstram que os animais estavam seguramente livres de disbiose, com 6tima
distribuicdo de espécies definidas como importantes na mensuragao quantitativa, e
baixa presengca quantitativa de espécies indesejadas. Vale lembrar que
acrescentamos valores ideais, na variancia aceita, a fim de exigir maior qualidade dos
doadores. Alguns valores ficaram fora da faixa ideal, o que nao desqualificou o doador,

mas serviu apenas de paradmetro de maxima exigéncia e qualidade.
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Quadro 9: Resultados do painel microbiolégico das fezes dos doadores. Exames realizados no
laboratério de gastrologia veterinario Stonewell, segundo painel de disbiose da A&M Texas

Espécie Resultado log Referéncia Ideal
Faecalibacterium 6,9 3,4-8,0 Acima de 5,0
Turicibacter 6,0 4,6 -8,1 Acima de 6,0
Blautia 10,0 9,5-11,0 Acima de 10,0

Doador - -

Thor Fusobacterium 8,0 7,0-10,3 Acima de 8,0
Clostridium hiranonis 6,9 51-71 Acima de 6,0
Streptococus 3,0 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 4,0 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 10,8 10,6 -11,4 10,9
Faecalibacterium 6,6 3,4-8,0 Acima de 5,0
Turicibacter 7,3 46-38,1 Acima de 6,0
Blautia 10,0 9,5-11,0 Acima de 10,0
Doador Fusobacterium 8,9 7,0-10,3 Acima de 8,0
Fred Clostridium hiranonis 6,4 51-7,1 Acima de 6,0
Streptococus 5,8 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 47 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 11,5 10,6 -11,4 10,9
Faecalibacterium 6,9 3,4-8,0 Acima de 5,0
Turicibacter 5,0 4,6 -8,1 Acima de 6,0
Blautia 10,1 9,5-11,0 Acima de 10,0
Doador Fusobacterium 8,1 7,0-10,3 Acima de 8,0
Chico Clostridium hiranonis 6,9 51-7,1 Acima de 6,0
Streptococus 2,8 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 1,4 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 9,6 10,6 —11,4 10,9
Doadora Faecalibacterium 5,9 3,4-8,0 Acima de 5,0
Lorrine Turicibacter 6,6 4,6 -8,1 Acima de 6,0
Blautia 10,3 9,5-11,0 Acima de 10,0
Fusobacterium 8,3 7,0-10,3 Acima de 8,0
Clostridium hiranonis 6,5 51-7,1 Acima de 6,0
Streptococus 5,0 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 4.3 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 10,7 10,6 — 11,4 10,9
Doador Faecalibacterium 6,3 3,4-8,0 Acima de 5,0
Bhor Turicibacter 7,1 4,6 —8,1 Acima de 6,0
Blautia 10,0 9,5-11,0 Acima de 10,0
Fusobacterium 8,8 7,0-10,3 Acima de 8,0
Clostridium hiranonis 6,2 51-71 Acima de 6,0
Streptococus 5,7 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 4.5 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 10,5 10,6 — 11,4 10,9
Doador Faecalibacterium 6,1 3,4-8,0 Acima de 5,0
QOdin Turicibacter 5,2 4,6 —8,1 Acima de 6,0
Blautia 10,5 95-11,0 Acima de 10,0
Fusobacterium 8,4 7,0-10,3 Acima de 8,0
Clostridium hiranonis 6,3 51-71 Acima de 6,0
Streptococus 7,8 1,9-8,0 Abaixo de 5,0
E. coli 5,4 0,9-8,0 Abaixo de 4,0

Total bactérias 10,6 10,6 — 11,4 10,9

Fonte: Do autor (2024).
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O Quadro 9, referente as andlises e resultados de sequenciamento do gene
16sRNA, obtidos dos doadores, pode ser comparado e conferido com o painel de
eubiose, desenvolvido pela A & M Texas, e as justificativas cientificas da importancia
de alguns taxons na fisiologia gastrointestinal, produ¢ao de acidos graxos de cadeia
curta, ativagao de acidos biliares, peristaltismo, transito intestinal, reabsor¢ao de agua,

absorcéo.

Tabela 4: Intervalos de referéncia quantidade de bactérias para caes

Espécies Fungao Normal em céaes
Faecalibacterium Anti-inflamatério, produgdo de SCFA 3,4-8,0
Turicibacter Producao de SCFA 4,6-8,1
Blautia Producao de SCFA 9,5-11,0
Fusobactéria Producao de SCFA 7,0-10,3
Bifidobactéria Producdo de SCFA N&o medido
Bacteroides Producao de SCFA Nao medido
Clostridium Hiranonis Conversao de 4cidos biliares primarios em 51-71

secundarios

Crescimento excessivo associado a
Estreptococo disbiose 1,9-8,0
E. coli Pro-inflamatorio 0,9-8,0

Fonte: Sung et al. (2022).

* SCFA: Acidos graxos de cadeia curta.

Nesta etapa, apos a selecao prévia dos doadores e a coleta das fezes, foram
realizados os sequenciamentos do rRNA 16S via Nanopore para a elaboragao de um
painel referencial da microbiota intestinal dos doadores, a partir de exames de
sequenciamento genético das bactérias, a caracterizagdo da microbiota de cada
doador e a avaliagao posterior da sua qualidade.

Os valores de proporgao e do tipo de bactérias presentes na microbiota dos
candidatos a doadores, um dos objetivos da pesquisa, foram avaliados, como descrito
no Quadro 10. Com a analise de 6 amostras de fezes dos doadores verificou-se um
padrao de composicdo da microbiota dos mesmos em relagdo as proporcdes de
bactérias desejaveis (superior a 90%), e indesejaveis (inferior a 10%). A seguir,
conforme Quadro 10, as bactérias predominantes no grupo desejavel e indesejavel,
por espécie.

Os resultados obtidos foram excepcionais, uma vez que os doadores
apresentaram um perfil de microbiota predominantemente composto por bactérias
desejaveis, superior a 90%, enquanto as bactérias indesejaveis representaram menos
de 10%. Além disso, os dados do microbioma mostraram-se consistentes com outras



79

andlises e parametros dos individuos, incluindo escore fecal, idade, exames
bioquimicos, hemograma e ultrassonografia abdominal.

E importante destacar que a similaridade nos resultados pode ser atribuida ao
fato de os animais viverem no mesmo ambiente, e estarem sob o0 mesmo manejo
alimentar e dieta. Além disso, o alto grau de parentesco e a homogeneidade genética
entre os doadores podem ter contribuido para a uniformidade observada nas
caracteristicas da microbiota. Essa coesao nos fatores ambientais e genéticos reforga
a relevancia dos dados obtidos para o entendimento da microbiota intestinal em

contextos semelhantes.

Quadro 10: Bactérias desejaveis e indesejaveis predominantes por espécie

Bactérias desejaveis (%)
Bactérias espécies Lorrine Bhor Qdin Thor Fred Chico
Clostridium hiranonis 44,34 40,00 42,12 38,44 35,55 39,89
| Faecalibacterium prausnitzii 15,46 15,80 14,60 10,90 1210 | 11,11
Turicibacter sanguinis 8,80 9,80 8,00 6,40 7,89 9,12
Blautia glucerasea 4,87 6,99 5,00 3,88 2,88 1,99
Blautia luti 4,08 3,65 3,00 2,88 3,00 2,22
Blautia hansenii 3,96 3,00 3,96 577 3,89 4,12
Blautia producta 1,90 1,90 2,22 2,34 1,28 2,09
Blautia schinkii 3,40 3,00 2,40 2,99 7,15 6,21
Blautia argi 1,42 3,22 4,44 3,33 1,45 2,66
Blautia wexlerae 2,20 1,99 2,98 5,00 2,22 3,66
| Blautia hominis | 1.80 2,22 0,95 3,44 6,88 2,77
Blautia coccoides 1,90 1,10 2,90 0,44 1,22 2,66
Faecalibacterium prausnitzii 1,50 0,90 3,27 2,09 3,99 1,08
Prevotella copri 1,89 0,90 2,38 4,10 1,99 2,33
Bactérias indesejaveis (%)
Streptococcus equinus 1,00 1,20 0,00 1,40 2,29 3,12
1,00 1,20 1,00 3,00 1,00 2,68
Estreptococcus 0,48 0,45 0,78 2,60 2,00 0,41

Fonte: Do autor (2024).

Os resultados obtidos confirmam a alta seguranga em relagao a qualidade dos
enemas fecais durante o preparo e congelamento do material, assegurando o
cumprimento dos objetivos propostos. A produgédo de enemas fecais, com a finalidade
de revitalizar microbiomas disfuncionais, deve seguir critérios rigorosos, que incluem

a analise detalhada do perfil da microbiota intestinal do doador, com énfase na
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proporgao e diversidade das espécies identificadas por meio de sequenciamento do
RNA 168S.

Essa avaliacdo deve ser complementada por uma analise quantitativa da
disbiose, além de exames clinicos, bioquimicos e historico alimentar do doador,
incluindo manejo prévio e controle diario. A realizagdo de transplantes sem um
armazenamento rigorosamente selecionado em um biobanco, apresenta desafios
logisticos e financeiros significativos, tornando essa abordagem inviavel. A falta das
devidas condutas pode acarretar riscos elevados.

Em outras palavras, a utilizacdo de um doador apenas com base na suposigao
simplista de que ele é saudavel, evidenciado por um bom escore fecal, ndo garante
adequacao do material para o transplante. Tal pratica pode resultar em desfechos
insatisfatorios e até agravar a condicdo do receptor. Portanto, € imperativo adotar

protocolos rigorosos para assegurar a eficacia e seguranca dos transplantes fecais.

4.7 SOBRE A DIETA DOS DOADORES

E esperado que animais alimentados por mais de 30 dias com adequados
teores de fibra na ingestao total da dieta, contendo fibras de modulada fermentacéao e
auséncia de alimentos crus, tenham razoavel producédo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs), como butirato, acetato e propionato (Thorburn et al., 2015).

A dieta alimentar do animal tem influéncia na microbiota e em seus metabdlitos,
afetando a incidéncia de processos alérgicos e inflamatorios. A produgéo de acetato
reduz manifestagdes alérgicas por meio da modulagao das células T-reguladoras. Os
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) também promovem a proliferagao de células
progenitoras neurais em humanos, caes e camundongos. Além de fornecer nutrientes,
os AGCCs desempenham papéis reguladores, interagindo com receptores especificos
como o FFAR, modulando processos inflamatérios imunomediados (Yang; Millischer,
2020).

Os AGCCs, ao se ligarem a receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
regulam processos celulares como a secrecao de insulina e efeitos anti-inflamatorios.
O FFAR1 é ativado por acidos graxos de cadeia média e longa, e o FFAR4, por acidos
graxos 6mega-3. Receptores como o FFAR2 e FFARS, sensiveis aos AGCCs, tém
ligantes com diferentes afinidades, sendo o propionato e o butirato mais potentes para
FFAR3 (Grundmann; Bender, 2021).



81

O butirato é particularmente destacado por seu papel na fisiologia do
hospedeiro, estimulando a termogénese, a oxidagao de acidos graxos e a sinalizagao
AMPK, além de atuar no sistema nervoso, regulando o sistema simpatico, a
neurogénese hipocampal e a prépria ingestdo de alimentos (saciedade). Ele também
inibe desacetilases (HDACs), promovendo a acetilagao de histonas e influenciando a
plasticidade neuronal e a meméria, além de restaurar fungdes cognitivas e reverter
déficits neurocognitivos (Donohoe, Garge; Zhang, 2011).

Microrganismos produtores de butirato pertencem ao filo Firmicutes, incluindo
bactérias dos clusters Clostridium. Esses microrganismos estdo presentes nas fezes
de caes, com géneros como Clostridium e taxons de Clostridium hiranonis,
Eubacterium, Faecalibacterium e Roseburia, que sintetizam butirato, principalmente
pela via butiril-CoA transferase (Louis, Flint, 2017).

Todos os seis doadores selecionados para o estudo receberam a mesma dieta
por 90 dias, antes e apos as coletas, e permaneceram consumindo a mesma. sendo
ragcao comercial para animais adultos higidos (Tabela 5), que especifica os principais
valores nutricionais informados pelo fabricante. A referida ragao foi eleita por possuir
bons valores de fibra, conter amidos resistentes e modulada quantia de proteina e

gorduras.

Tabela 5: Niveis nutricionais da dieta dos doadores

Niveis nutricionais da dieta Valores em 1000g

Energia metabolizavel 3.600 kcal
Proteina bruta 190g
Extrato etéreo 120g
Fibra bruta 60g
Matéria seca 900g
Extrato n&o nitrogenado 430g
Relacao calcio/fésforo 1,429
Ferro 70mg
Sadio 2g
Calcio 10mg
Fésforo 7mg
Matéria mineral total 100g
Umidade 100g

Fonte: Do autor (2024).

Os animais foram alimentados 2 vezes ao dia com somente este alimento. Dos

6 doadores, 3 ficaram sob absoluto controle diario do pesquisador, pois sdo criados
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em seu canil. Os outros 3 doadores receberam orietagcdes semanais e também tiveram
visitas quinzenais. Vale dizer que foram utilizadas apenas material dos animais que
estavam com supervisdo em tempo integral. O calculo de consumo foi estabelecido

com base na formula:

Peso do animal em Kg

Necessidade energética de manutengéo (NEM):
NEM = 95 x (peso em kg) 0,75

NEM = Kcal por dia

Kcal/ Energia metabolizavel da dieta = consumo diario.

© a0 T ®

Tabela 6: Consumos individuais diarios dos doadores

Doador Peso em Kg Consumo diario em g | Consumo diario de fibras
Lorrine 25 290 17,4

Odin 30 340 20,4

Bhor 22 270 16,2

Thor 28 320 19,2

Fred 26 300 18,0

Chico 27 310 18,6

Fonte: Do autor (2024).

* Proporcionalmente ao peso metabdlico, € como uma pessoa de 75kg, consumindo 50g de fibra ao
dia.

4.8 PROCESSO DE PRODUGCAO DO ENEMA FECAL

Os animais doadores foram mantidos sob cuidados e monitoramento continuo
durante todo o periodo experimental, receberam alimentacdo em duas refeicoes
diarias, as 8h e 18h, com acesso a agua fresca e limpa, disponivel em quatro
bebedouros distribuidos no espaco do canil. Os animais dispunham de um espaco
livre de 250 metros quadrados, que incluia uma ampla area para atividades e um local
reservado para descanso. O comportamento dos animais e a aparéncia das fezes
foram avaliados diariamente, bem como qualquer manifestagdo clinica, como
hiporexia, prostracdo ou sinais de dor. Durante todo o experimento, os animais
mantiveram-se alertas e ativos.

O material coletado dos doadores Lorrine, Odin e Bhor foram devidamente

rotulados com data da coleta e cdédigo do doador para o armazenamento em
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recipientes especificos (falcons de 50 mL), constituido por 559 de fezes acrescidas de
10% de glicerol (5,5 mL). As amostras das fezes coletadas dos doadores foram
preparadas para armazenamento em ultra freezer a -80°C, de modo que puderam ser
conservadas para a etapa de analise do sequenciamento genético das bactérias
presentes.

Nesta etapa foram definidas as diluigbes mais adequadas, metodologia de
preparo dos enemas fecais, posologia com base no peso dos receptores, controle de
qualidade e seguranca, registro das informagdes para a rastreabilidade dos lotes, e
embalagem para o armazenamento seguro, com o objetivo de garantir a manutengao
do material biologico, seguido do acompanhamento da qualidade do enema
armazenado em fungéo do tempo.

O método de preparo do material fecal para transplante é descrito a seguir,
conforme ilustrado na Figura 23. O material foi coletado do doador, que defeca em um
piso de cimento liso, limpo, mas sem a utilizagcdo de desinfetantes. Inicialmente, é
realizada a avaliagao do escore de fezes e da umidade. Em um processo de produc¢ao
em alta escala, o ideal seria a utilizacdo de um aparelho de mensuragcao da umidade
e consisténcia em tempo real para garantir um padrao e a qualidade do material.

Apos essa avaliacdo, o material € peneirado para a remogao de residuos
indesejaveis, como restos alimentares, pelos e outros. Em seguida, o material &
pesado e adicionado glicerol a 10%, sendo entdo acondicionado em tubos Falcon de
50 mL, com peso variando entre 70 e 75 gramas. Os tubos sdo devidamente
identificados (rotulados com data da coleta e doador), organizados em lotes e
catalogados com a data de validade (a definir), antes de serem congelados a -80 °C
em um ultrafreezer.

Para a realizagdo do transplante, o material passa por um processo de
descongelamento que ocorre ao longo de 12 horas, em um freezer a -20 °C, apos ter
sido armazenado no ultrafreezer a -80°C. Em seguida, realiza-se a diluicao do material
em solugao salina, até alcancar a consisténcia e viscosidade desejadas.

Finalmente, as seringas sao preenchidas com os respectivos volumes finais,
determinados com base no peso do paciente. O resultado final estabelece uma
posologia da solugao diluida, variando entre 4 e 7 mL por kg de peso vivo do paciente.

A Figura 23 descreve o desenho do processo de coleta das fezes, do doador

selecionado pelos critérios de avaliacdo, preparacao para armazenamento em ultra
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freezer. Quando é solicitado uma amostra para o TMF, o material é descongelado e
preparado para o envio ao veterinario solicitante.

Foi elaborado um Procedimento Operacional Padrao (POP), com o objetivo de
garantir o controle de qualidade dos enemas produzidos em laboratorio. Este
procedimento teve como objetivo garantir a exceléncia do produto, considerando uma

producao futura em escala, e encontra-se descrito no Apéndice G.
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Figura 23: Processo de coleta das fezes, preparagédo, armazenamento e envio do enema fecal
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Fonte: Do autor (2024).
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4.9 SELEGAO DE RECEPTORES DO TMF

A partir de 15 de agosto de 2024 foram selecionados os receptores. O Quadro
11 descreve os cdes com doengas dermatoldégicas em que seus responsaveis
aceitaram que participassem do estudo. A maioria dos caes sao de pequeno porte,
com dominancia para a raga Shihtzu, com idade média de 5 a 6 anos, e peso médio
de 10,7 kg. Esses animais formaram o Grupo Dermato de receptores. Todos os
animais receberam 3 infusdes, e os transplantes foram realizados no Hospital VFP -

Araraquara, pelo médico veterinario e cirurgiao Dr. Rodrigo Henrique Borissi Caetano.

Quadro 11: Receptores com injurias dermatolégicas

Ndmero Nome Raca Idade Peso mL/Kg mL
01 Noha Bulldog F 4 14,0 6,5 91
02 Francisco Bulldog F 5 14,0 6,5 91
03 Barto Amer B 2 22,0 5,0 110
04 Argos Bulldog F 6 14,0 6,5 91
05 Charlot Shih tzu 5 8,2 6,5 53
06 Pingo Shih tzu 7 7,0 6,5 45
07 Tody Shih tzu 6 7,0 6,5 45
08 Nina Shih tzu 8 7,0 6,5 45
09 Margot Shih tzu 6 7,0 6,5 45
10 Aila Shih tzu 7 7,0 6,5 45

Fonte: Do autor (2024).

O Quadro 12 descreve os cées com doengas gastrointestinais em que seus
responsaveis aceitaram que participassem do estudo. Os caes sado de tamanhos, peso
e idade variados. Esses animais formaram o Grupo Gastro de receptores. Todos os
animais receberam 3 infusdes e os transplantes foram realizados no Hospital VFP,
unidade Araraquara, pelo médico veterinario e cirurgido Dr. Rodrigo Henrique Borissi
Caetano.
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Quadro 12: Receptores com injurias gastrointestinais

Numero Nome Raca Idade Peso mL/Kg mL
01 Midari Shih tzu 4 5,0 6.5 30
02 Cacau Shih tzu 5 6,0 6,5 40
03 Verde Rott 60 dias 5,0 6,5 30
04 Miuda Rott 60 dias 4,0 6,5 25
05 Lala SRD 12 10,0 6,5 65
06 Theo Shih tzu 9 6,0 6,5 40
07 Maggin Bulldog F 2 12,0 6,5 80
08 Lolla Shih tzu 11 6,0 6,5 40
09 Lebron SRD 12 12,0 6,5 80
10 Carol Shih tzu 5 5,0 6,5 30

Fonte: Do autor (2024).

Tanto nos casos gastrointestinais como dermatolégicos foram bem
caracterizadas as respectivas diferenciacdes das manifestagdes clinicas,comparadas
com animais higidos, via laudo médico inerente e historico do animal. Em
complementagdo aos laudos, foi encaminhado aos tutores um questionario
anamnésico, descrito no Apéndice C, com o objetivo da caracterizagao das referidas
doencas.

Os animais considerados aptos ao estudo pelo critério definido na subsecao
3.2.5.1, que fizeram uso de antibidtico, puderam participar do estudo, apds a
confirmacao do responsavel de que em um periodo de no minimo 30 dias, o animal

permaneceu sem uso e necessidade do antibidtico.

4.10 O PROCEDIMENTO DE TRANSPLANTE FECAL

O agendamento para o TMF é realizado conforme a disponibilidade do tutor em
acordo com a agenda do hospital. O estudo prevé a realiagao de trés transfusdes em
intervalos de 10 dias entre elas (Figura 24). Para todos os pacientes que participaram
do experimento, foi realizado uma avaliacdo do estado de saude antes do transplante,
e depois do transplante. Este acompanhamento da saude do paciente seguiu até 120
apos o primeiro transplante.

O procedimento de transplante fecal foi conduzido conforme protocolo
padronizado, garantindo sua reprodutibilidade e seguranca. Os pacientes

permaneceram em jejum alimentar por 12 horas e foram estimulados a defecar cerca
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de 10 horas antes do transplante, por meio de caminhada controlada. Para uniformizar
0 manejo, todos os procedimentos ocorreram as 9h. Na admissao hospitalar, os
animais foram novamente estimulados a evacuar, reduzindo o risco de obstrugao da
sonda retal por fezes remanescentes na ampola retal. Apds a infusdo do material fecal,
0S pacientes permaneceram em observagao por trés horas, com restricdo de
movimentos para minimizar refluxo. Além disso, foram utilizadas fraldas humanas
como medida adicional para desencorajar a defecagao precoce e assegurar a eficacia
do procedimento.

Os animais tratados foram acompanhados por meio de relatos dos
responsaveis, que mantiveram contato semanal. As rotinas dos animais foram
mantidas consistentes com o periodo anterior a avaliagdo, garantindo a continuidade

das condicdes experimentais.

Figura 24: Resumo do procedimento experimental
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Fonte: Do autor (2024).

O método 16S rRNA Nanopore foi aplicado para avaliar as amostras de fezes
dos pacientes com dermatite e inflamacéao intestinal crénica. Foram avaliados 10
animais de cada grupo, com analises realizadas em trés momentos: antes do
transplante, 30 e 60 dias apds, como ilustra a figura 24.

Os dados demonstraram que, apos 60 dias do transplante, a microbiota
intestinal dos pacientes de ambos os grupos (dermatite e gastrointestinais), passou
por uma transformacéo significativa no perfil bacteriano. Houve uma redugéo na
proporcao de bactérias indesejaveis e um aumento nas bactérias desejaveis. Além
disso, nota-se que o microbioma dos animais transplantados passou a assemelhar-se

com o microbioma dos doadores.
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Os dados confirmam que o transplante foi eficaz na transformacdo e
recolonizagdo dos microbiomas dos receptores, mantendo-se estavel durante o
periodo analisado. A alteracdo do microbioma pode estar associada a reducéo das
inflamacdes e reagdes alérgicas observadas nos pacientes, uma vez que, ao longo de
120 dias de acompanhamento clinico, foram detectadas melhorias significativas nos
sinais clinicos apresentados poés transplante fecal.

Ap06s o transplante, o cido receptor foi monitorado pelo pesquisador/veterinario,
por um periodo de 120 dias do primeiro procedimento de transplante, registrando
qualquer tipo de ocorréncia, para garantir a total seguranga do animal, e para que seja
avaliado o benficio e manutencao do resultado esperado.

Ao término dos trés transplantes, com intervalos de 10 dias entre cada
transplante, uma nova coleta das fezes dos pacientes foi solicitada aos respectivos
tutores, para reavaliagcdo da microbiota dos animais transplantados, por meio de um

novo sequenciamento do rRNA 16S, que foi comparado com os exames iniciais.

4.11 GRUPO GASTRO

O grupo gastro foi composto por 10 animais que realizaram diagnéstico clinico
de lesao cronica, com base nos sintomas observados e na avaliagdo médica. Os
graficos a seguir ilustram as alteragées no perfil do microbioma dos animais durante
o periodo de avaliacdo. Observa-se uma reducdo na proporcdo de bactérias
indesejaveis e um aumento na participagao de bactérias desejaveis. Essa mudanca
no microbioma acompanhou, ao longo do tempo, uma melhora clinica dos pacientes
tratados. Conforme Tabela 7, é descrita a estatistica das principais bactérias avaliadas
que resultaram das analises do sequenciamento do gene rRNA 16S do grupo

gastroentérico tratado.



Tabela 7: Estatisticas descritivas para o grupo de bactérias dos pacientes gastroentéricos

90

Bactéria Tempo Média Desv~|o Minimo Mediana Maximo
Padrao
Clostridium hiranonis O-antes 1,205 1,135 0 1 3,1
30 dias pos 48,68 7,18 38 49,25 61
60 dias pos 52,13 6,65 41,70 52,22 64,90
Clostridium perfringens | 0-antes 15,47 15,35 1 12,05 57
30 dias pés 0,709 0,56 0 0,83 1,8
60 dias pds 0,11 0,2807 0 0 0,9
Blautia hansenii 0O-antes 1,522 1,644 0 1,35 5,30
30 dias pés 10,463 2,239 7,9 9,99 14,80
60 dias pos 11,648 3,047 7,9 11,00 17,89
Faecalimonas O-antes 8,79 9,78 0 5,00 28,50
umbilicata 30 dias pos 2,53 1,198 0 2,80 4,20
60 dias pos 1,206 0,653 0 1,20 2,00
Clostridium disporicum 0-antes 5,84 4,71 0 4,30 14,80
30 dias pés 5,81 4,25 1,80 3,00 12,10
60 dias pds 2,76 2,479 0,44 1,65 8,12
Enterococcus faecalis 0O-antes 717 5,52 0,97 7,10 18,46
30 dias pos 4,252 1,988 1,80 4,05 7,22
60 dias pos 1,441 1,352 0,00 0,99 3,99
Escherichia coli O-antes 26,28 15,61 0,0 26,80 52,00
30 dias pés 3,199 1,577 1,80 2,71 6,28
60 dias pds 1,187 0,623 0,00 1,00 2,00
Blautia glucerasea 0-antes 1,023 1,182 0,0 0,505 2,90
30 dias pés 5,156 1,762 2,90 5,345 7,70
60 dias pos 15,37 6,04 4,34 17,92 21,70
Ruminococcus gnavus 0-antes 4,15 6,61 0,00 1,83 22,00
30 dias pés 3,052 1,189 1,09 2,94 4,52
60 dias pdés 1,465 1,103 0,00 1,345 3,22
Terrisporobacter 0-antes 2,82 3,42 0,00 2,25 11,36
mayombe 30 dias pos 2,629 1,681 0,00 2,275 5,00
60 dias pdés 1,910 1,573 0,00 2,085 3,90
Streptococcus lutetiensi | 0-antes 13,24 13,58 2,90 6,89 42,10
30 dias pés 2,497 1,019 0,69 2,455 4,040
60 dias pos 2,286 0,927 0,59 2,11 4,040
Staphylococcus felis 0-antes 1,203 1,101 0,00 1,35 3,030
30 dias pés 2,777 2,989 0,00 1,775 10,00
60 dias pdés 2,347 1,822 0,00 2,040 5,75
Enterobacter 0-antes 2,69 5,43 0,00 1,20 18,00
cancerogenu 30 dias pés 1,663 1,832 0,00 1,00 5,00
60 dias pdés 1,063 1,272 0,00 0,70 3,33

Fonte: Do autor (2024).

Na Tabela 8 descreve as estatisticas das bactérias desejadas e indesejadas,

que resultaram das analises do sequenciamento do gene rRNA 16S, do grupo

gastroentérico tratado.
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Tabela 8: Estatisticas descritivas para o grupo de bactérias desejaveis e indesejaveis para os

pacientes gastroentéricos

Bactéria Tempo Média Fl:’):c?;gg Minimo Mediana Maximo
DESEJAVEIS 0-antes 3,75 2,913 0 4,48 8,300
30 dias pos 64,30 7,55 52,33 64,55 77,29
60 dias pds 79,14 6,88 67,82 80,06 88,16
INDESEJAVEIS 0-antes 94,64 4,58 85,90 94,63 100,00
30 dias pds 34,39 7,47 22,71 32,98 47,67
60 dias pds 20,86 6,88 11,84 19,95 32,18

Fonte: Do autor (2024).

Nos Graficos Box Plots — referente aos pacientes do grupo gastro (Figura 25),

as especies de bactérias desejaveis: Clostridium hiranonis, Blautia hansenii, Blautia

gluceracea, estiveram presentes em maiores e crescentes proporgdes nas amostras

analisadas apods 60 dias do transplante. Avaliando o Box Plot para as bactérias

desejaveis, pode-se verificar um notavel aumento da média tanto para o periodo de

30 dias quanto para 60. E o Box Plot para as bactérias indesejaveis, pode-se verificar

O processo inverso, ou seja, houve uma reducdo significativa das bactérias

classificadas como indejejaveis.

Figura 25: Box-plots para as bactérias presentes no grupo gastroenterolégicos
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Fonte: Do autor (2024).
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Como demonstrado na Tabela 9, os testes de analise de varidncia — ANOVA,
para comparacao das médias de bactérias antes da realizagdo do transplante, apos
30 dias e 60 dias. A analise de variancia (ANOVA) foi selecionada por ser uma técnica
estatistica basica para determinar se as diferengas observadas entre as médias de
varias amostras sao significativas, e se refletiram diferengas reais nas populagdes de
origem, ou se foram meramente casuais, os resultados da variabilidade amostral
(Okoye; Hosseini, 2024). Os resultados pressupdem que as diferengas sao indicativas

de causas reais, no caso, houve mudanga significativa na distribuicdo das bactérias

no periodo observado.

Tabela 9: Analise de Variancia (ANOVA) para comparagao das médias de bactérias antes, 30 e 60
dias apos o TMF - Nivel de significancia (a = 0,05)

Bactéria D = P- Resultado
de variavel value value
Clostridium Raiz quadrada 408,98 | 0,000 | Ha diferenca entre as medias de bactérias antes do
hiranonis TMF, 30 dias apos e 60 dias apés
Clostridium Inverso 8,29 0,003 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
perfringens fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Blautia hansenii Sem 54,07 0,000 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
transformacao fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Faecalimonas Inverso 8,30 0,002 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
umbilicata fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Clostridium Sem 2,03 0,151 Nao ha diferenca entre medias para os 3 niveis de
disporicum transformacao fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p > 0,05
Enterococcus Raiz quadrada 9,10 0,001 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
faecalis fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Escherichia coli Log 117,38 | 0,000 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Blautia Log 28,67 0,000 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
glucerasea fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Ruminococcus Inverso 1,21 0,314 | Nao ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
gnavus fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p > 0,05
Terrisporobacter Sem 0,41 0,668 | Nao ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
mayombei transformacao fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p > 0,05
Streptococcus Log 15,08 0,000 | Ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
lutetiensis fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Staphylococcus Sem 1,47 0,247 | Nao ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
felis transformacao fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p > 0,05
Streptococcus Log 15,08 0,000 | Ha diferengca entre medias para os 3 niveis de
lutetiensis fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p < 0,05
Enterobacter Log 0,31 0,735 | Nao ha diferenga entre medias para os 3 niveis de
cancerogenus fatores de gastro (antes, 30 e 60) valor-p > 0,05

Fonte: Do autor (2024).
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Para a aplicacdo da ANOVA foi necessario realizar uma transformacéo de
variaveis, utilizando fungbes matematicas como a raiz quadrada, logaritmo, para
garantir o atendimento das suposi¢des estatisticas.

A seguir, apresenta-se as comparagdes entre as médias, duas a duas, para
verificar as diferencas. A forma grafica dos testes de comparagao sao uteis por permitir
a analise visual, que simplifica a avaliagao.

As comparagbes foram entre a média antes do transplante, que tras as
informacdes sobre a microbiota antes do procedimento, a média apos 30 dias do
transplante e a média 60 dias apds o transplante. Assim, o interesse € verificar as
diferengas entre as médias antes do transplante e apds (30 e 60).

A figura 26 mostra grande diferenga entre a média antes e 30 e a média antes

e 60, indicando o efeito positivo do transplante.

Figura 26: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Clostridium Hiranonis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 26, indica diferencas significativas
entre a média de 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca
M30 - Mantes NA0O contém o valor zero, ou seja, o valor médio de pso € maior do que a
média de pantes). Existem diferengas significativas entre a média 60 dias e a média
Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga p60 - pantes néo contém o valor
zero). Também foram verificadas diferencas nao significativas entre a média 60 dias
e a média 30 dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga p60 - u30 contém o

valor zero).
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Figura 27: Comparacéao de Fisher 95% entre as médias de Clostridium perfringens dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéao de Fisher, figura 27, indica que existem diferengas
significativas entre a média de 30 dias e a média Antes (intervalo de confianca 95%
para a diferenga Uso - Pantes NAO contém o valor zero). Diferengas significativas entre
média 60 dias e média Antes (intervalo de confiangca 95% para a diferenga Jeo - PAntes
ndo contém o valor zero). Diferengas significativas entre média 60 dias e média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - J3o ndo contém o valor zero).

Figura 28: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Blautia hansenii dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 28, indica diferencas significativas
entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca
M30 - Mantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60 dias e

média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peso - Pantes NA0 contém o
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valor zero). Diferengcas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Jso contém o valor zero).

Figura 29: Comparacgéao de Fisher 95% entre as médias de Faecalimonas umbilicata dos pacientes

30 diaspos - O-antes | |

60 dias pos - 0-antes

l
|
|
|
|
|
|
|
60 dias pos - 30 dias pos | |
|
|
0.2 00 02 04 06 08 10

Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagao de Fisher, figura 29, verificou diferengas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferencga p3o - Pantes contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga Hso - PAntes NGO
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga pso - Y30 nao contém o valor zero).

Figura 30: Comparagéao de Fisher 95% entre as médias de Clostridium disporicum dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).
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O resultado da comparagao de Fisher, figura 30, verificou diferengas n&o
significativas entre amédia 30 dias e a média Antes (intervalo de confiangca 95% para
a diferenga 3o - Jantes contém o valor zero). Diferengas ndo significativas entre a média
60 dias e a meédia Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - HAntes
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferencga peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 31: Comparacgéao de Fisher 95% entre as médias de Enterococcus faecalis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagao de Fisher, figura 31, verificou diferengas n&o
significativas entre a média 30 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Pantes cONtém 0 valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a média Antes (intervalo de confiangca 95% para a diferenga Peo - PAntes NGO
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga pso - u3o ndo contém o valor zero).
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Figura 32: Comparacéao de Fisher 95% entre as médias de Escherichia coli dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagdo de Fisher, figura 32, verificou diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Mantes N@0 contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - MAntes NGO
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga pso - u3o ndo contém o valor zero).

Figura 33: Comparacédo de Fisher 95% entre as médias de Blautia glucerasea dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagdo de Fisher, figura 33, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para

a diferenca uso - Jantes NA0 contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média
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60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Jantes NGO
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga uso - u3o ndo contém o valor zero).

Figura 34: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Ruminococcus gnavus dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 34, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Pantes contém o valor zero). Verificou-se diferengas néo significativas
entre a média 60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca
Meo - MAntes contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e
a média 30 dias (intervalo de confianca 95% para a diferenga peo - pJ3o contém o valor

zero).
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Figura 35: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Terrisporobacter mayombei dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 35, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Jantes contém o valor zero). Diferengas néo significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianca 95% para a diferenga pso - PAntes
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 36: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Streptococcus lutetiensis dos pacientes

30 diaspos - 0-antes I

»

60 dias pos - 0-antes |

o

60 dias pos - 30 dias pos [

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
Il
20 15 10 05 0,0 05

Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagao de Fisher, figura 36, verificou-se diferengas

significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
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a diferenga pso - Mantes N@0 contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Jantes NGO
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 37: Comparacéao de Fisher 95% entre as médias de Staphylococcus felis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéao de Fisher, figura 37, verifdicou-se diferengas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Jantes contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - MAntes
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Y30 contém o valor zero).
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Figura 38: Comparacéao de Fisher 95% entre as médias de Streptococcus lutetiensis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagado de Fisher, figura 38, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Mantes NA0 contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Jantes NGO
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 39: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de Enterobacter cancerogenus dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéao de Fisher, figura 39, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianca 95% para
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a diferenga 3o - Mantes contém o valor zero). Diferencas néo significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confiangca 95% para a diferenga peo - PAntes
contém o valor zero). Diferencas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Y30 contém o valor zero).
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Figura 40: Resultados clinicos longitudinais de pacientes gastro
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Fonte: Do autor (2024).



A Figura 40 descreve o acompanhamento longitudinal dos pacientes
transplantados, por um periodo de 120 dias apds o primeiro transplante. E possivel
observar a evolugéo clinica dos pacientes gastro no transcorrer de 120 dias de
observagéo. Conforme score de manifestagdo computado a cada 05 dias (soma dos
pontos), o grupo gastro formado por 10 pacientes somou, aos 120 dias, a pontuagao
maxima de 500 pontos, ou seja, todos os individuos, nos ultimos 5 dias, apresentaram
fezes no score ideal, sem muco, com formato e nenhum relato de desconforto
gastrointestinal. Comparando-se as manifesta¢des clinicas antes do tratamento e
apods, no transcorrer dos 120 dias de observagao, o grupo apresentou melhora das
manifestagdes clinicas pos-transplantes.

A dieta dos pacientes manteve-se igual, sem alteracdo, antes e apds o
tratamento, sendo composta por alimentagdo natural, ajustada e formulada por
nutrélogo veterinario, por meio do Software Supercraque 3.0. Os animais consumiram
esta dieta 30 dias antes do inicio da terapia de TMF. N&o receberam nenhuma
medicac¢ao durante o tratamento, e as fichas de dados foram coletadas a cada 30 dias
de observacao. Durante a coleta de dados, os responsaveis pelos animais mantiveram
contato semanal com o pesquisador, informando sobre a situacdo dos animais.
Nenhum relato de hiporexia, émese e prostagao foi observado durante o periodo.

A melhora das condigdes clinicas no grupo Gastro foi mais rapida, se
analisarmos os resultados do grupo Dermato, embora tenha apresentado maior
oscilagcdo durante o periodo. E variavél o tempo para obtencdo de maior estabilidade
da nova microbiota, com melhora da fisiologia gastrointestinal, e da relagcao
microbiota/intestino. As respostas sao individuais para cada paciente, mesmo estando
em condigdes clinicas semelhantes, e consumindo a mesma dieta.

No inicio do estudo, todos os individuos apresentavam mais de 90% de
bactérias indesejaveis, interagindo com a mesma dieta, sendo esta adequadamente
formulada para a melhoria das condigdes intestinais, rica em fibras, como descreve a
tabela 10. Como esperado, o TMF antecipou a melhora com a nova dieta e, de certa
forma, levou os pacientes, no curto espago de tempo (120 dias), para uma condi¢gao
semelhante para a microbiota, o que pode ser constatado pelos resultados do
sequenciamento 16S RNA.
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Tabela 10: Valores nutricionais da dieta dos pacientes do grupo Gastro

Niveis nutricionais da dieta

Valores em 1000g

Energia metabolizavel 1.400 kcal
Proteina bruta 80g
Extrato etéreo 50g
Fibra bruta 28g
Matéria seca 300g
Extrato n&o nitrogenado 150g
Relacgao calcio/fésforo 1,339
Ferro 15mg
Sadio 5g
Célcio 2mg
Fésforo 1.5mg
Matéria mineral total 10g
Umidade 700g

Fonte: Do autor (2024).

4.11.1 Sobre bactérias desejaveis do Grupo Gastro

Figura 41: Comparagéo de Fisher 95% entre as médias de bactérias desejaveis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

.

O resultado da comparagao de Fisher, figura 41, verificou-se diferengas

significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianca 95% para

a diferenga 3o - Jantes N@0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média



106

60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Pantes N0
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga uso - u3o ndo contém o valor zero).

4.11.2 Sobre bactérias indesejaveis do grupo gastro

Figura 42: Comparagéo de Fisher 95% entre as médias de bactérias indesejaveis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagdo de Fisher, figura 42, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes(intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Mantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Pantes N0
contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga pso - u3o ndo contém o valor zero).
4.12 GRUPO DERMATO

Assim como no grupo gastro, o grupo dermato também apresentou mudancgas
significativas na microbiota, quando comparado a amostras antes, pds-transplante,
com 30 e 60 dias.
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Bactéria Tempo Média F?:j;’;g Minimo Quartil 3 Maximo
Clostridium hiranonis 0-antes 1,245 1,016 0 1,913 3,300
30 dias pos 24,23 6,04 12,00 28,80 31,30
60 dias pos 28,37 6,61 12,00 32,64 35,90
Clostridium 0-antes 13,57 12,50 1,10 24,07 33,12
perfringens 30 dias pos 3,543 2,445 0,0 5,450 7,700
60 dias pos 2,145 1,343 0,0 3,238 4,100
Blautia hansenii 0-antes 2,508 1,683 0,700 3,335 6,200
30 dias pos 15,20 4,53 8,12 19,52 21,20
60 dias pos 21,63 7,89 5,00 28,53 28,90
Faecalimonas 0-antes 11,85 517 5,70 15,92 21,00
umbilicata 30 dias pos 9,01 3,95 1,05 12,10 15,30
60 dias pos 4,56 3,94 0,00 7,83 12,12
Clostridium 0-antes 8,95 5,01 1,90 12,77 16,66
disporicum 30 dias pés 7,52 3,82 1,00 10,07 12,75
60 dias pos 3,508 3,063 0,500 4,758 10,840
Enterococcus faecalis | 0-antes 4,22 1,859 2,00 5,527 7,80
30 dias pos 3,638 1,389 1,90 4,468 6,45
60 dias pos 2,699 1,856 0,00 3,638 6,45
Escherichia coli 0-antes 17,09 6,35 4,45 22,27 25,00
30 dias pos 9,38 6,40 2,40 14,25 21,00
60 dias pos 2,688 2,351 0,70 3,708 8,18
Blautia glucerasea O-antes 1,681 1,620 0,00 3,050 4,620
30 dias pos 3,845 2,710 0,970 6,732 7,70
60 dias pos 17,40 10,10 7,70 22,05 40,00
Ruminococcus 0-antes 6,92 6,81 0,33 8,10 24,22
gnavus 30 dias pés 4,543 1,938 2,20 6,35 8,00
60 dias pos 4,320 3,041 0,00 5,668 10,00
Terrisporobacter O-antes 7,03 517 0,80 8,55 19,70
mayombe 30 dias pos 4,143 2,888 0,520 6,125 10,20
60 dias pos 2,620 2,659 0,40 3,228 9,50
Streptococcus 0-antes 8,28 10,67 1,20 6,91 38,17
lutetiensi 30 dias pos 4,357 2,369 1,20 6,112 8,30
60 dias pos 2,202 1,767 0,00 3,725 5,40
Staphylococcus felis 0-antes 4,514 1,328 2,10 5,25 7,00
30 dias pos 3,521 2,221 0,00 4,81 7,00
60 dias pos 2,506 1,567 0,22 3,655 5,08
Enterobacter O-antes 5,18 5,29 0,0 7,96 17,90
cancerogenu 30 dias pds 2,673 1,367 0,0 4,027 4,45
60 dias pos 2,246 2,890 0,0 2,907 9,90

Fonte: Do autor (2024).
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para o grupo de bactérias desejaveis e indesejaveis para os

Bactéria Tempo Média g:g;’;; Minimo Mediana Maximo
DESEJAVEIS 0-antes 5,323 1,38 3,76 6,805 7,13
30 dias pds 43,41 4,29 35,50 46,88 49,50
60 dias pos 70,71 4,77 62,39 74,05 78,98
INDESEJAVEIS 0-antes 93,721 1,753 90,90 95,225 96,00
30 dias pds 55,83 4,05 50,50 58,38 64,50
60 dias pos 29,29 4,77 21,02 32,31 37,61

Fonte: Do autor (2024).

Figura 43: Graficos Box Plots — Pacientes dermato: as espécies de bactérias desejaveis: Clostridium
hiranonis, Blautia hansenii, Blautia gluceracea, estiveram presentes em maiores e
crescentes proporgdes nas amostras analisadas pés 60 dias do transplante realizado no
grupo dos doentes dermato
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Fonte: Do autor (2024).
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Tabela 13: Analise de Variancia (ANOVA) para comparagdo das médias de bactérias antes, 30 e 60
dias apds o TMF - Nivel de significancia (a = 0,05) — pacientes dermato

Bactéria

Transformagéao
de variavel

F-value

p-value

Resultado

Clostridium hiranonis

Raiz quadrada

137,51

0,000

Ha diferenca entre medias para os 3
niveis de fatores de dermato (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Clostridium perfringens

Raiz quadrada

6,48

0,005

Ha diferengca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Blautia hansenii

Raiz quadrada

47,19

0,000

Ha diferengca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Faecalimonas umbilicata

6,98

0,004

Ha diferenca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Clostridium disporicum

4,86

0,016

Ha diferengca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p > 0,05

Enterococcus faecalis

2,00

0,155

N&ao ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Escherichia coli

17,96

0,000

Ha diferengca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Blautia glucerasea

Raiz quadrada

30,03

0,000

Ha diferengca entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Ruminococcus gnavus

1,05

0,365

Nao ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p > 0,05

Terrisporobacter
mayombei

3,57

0,042

Ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p > 0,05

Streptococcus lutetiensis

Raiz quadrada

2,33

0,117

Nao ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p < 0,05

Staphylococcus felis

3,30

0,052

Nao ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p > 0,05

Enterobacter
cancerogenus

1,97

1,159

Nao ha diferenga entre medias para os 3
niveis de fatores de gastro (antes, 30 e
60) valor-p > 0,05
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Figura 44: Comparagao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Clostridium hiranonis dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagao de Fisher, figura 44, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga uso - Jantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média
60 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Pantes N0
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferencga peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 45: Comparagédo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Clostridium perfringen dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).
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O resultado da comparagao de Fisher, figura 45, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confian¢a 95% para
a diferenga 3o - Mantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Mantes N0
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferencga peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 46: Comparacgéao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Blautia hansenii dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagdo de Fisher, figura 46, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes(intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Pantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Pantes N@0
contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - u3o ndo contém o valor zero).
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Figura 47: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Faecalimonas umbilicata dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 47, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferencga p3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Mantes NGO
contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenga pso - Y30 ndo contém o valor zero).

Figura 48: Comparacdo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Clostridium disporicum dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).
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O resultado da comparacéo de Fisher, figura 48, verificou-se diferengcas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes(intervalo de confianca 95% para
a diferencga p3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Mantes NGO
contém o valor zero). Diferencgas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenca pso - Y30 ndo contém o valor zero).

Figura 49: Comparagédo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Enterococcus faecalis dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 49, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Hantes
contém o valor zero). Com um intervalo de confianga 90% teriamos diferenca
significativa. Diferengcas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - 3o contém o valor zero).



114

Figura 50: Comparacgéao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Escherichia coli dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagado de Fisher, figura 50, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Pantes NA0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferencga peo - Jantes NGO
contém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias

(intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - u3o ndo contém o valor zero).

Figura 51: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Blautia glucerasea dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).
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O resultado da comparacéo de Fisher, figura 51, verificou-se diferengcas néo
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confian¢a 95% para
a diferenga P30 - Pantes contém o valor zero). Com 90% de confianga teriamos diferenga
significativa. Diferengas significativas entre a média 60 dias e a médias Antes
(intervalo de confiangca 95% para a diferenga peo - Pantes N0 contém o valor zero).
Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias (intervalo de

confianga 95% para a diferenga peo - g3o ndo contém o valor zero).

Figura 52: Comparacao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Ruminococcus gnavus dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 52, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga 3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas n&o significativas entre a média
60 dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Hantes
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Y30 contém o valor zero).
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Figura 53: Comparacao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Terrisporobacter mayombei dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 53, verificou-se diferencas nao
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferencga p3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a médias Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Pantes NGO
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - u3so contém o valor zero).

Figura 54: Comparacéo de Fisher 95% entre as médias de bactérias Streptococcus lutetiensis dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).
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O resultado da comparacéo de Fisher, figura 54, verificou-se diferengcas néo
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianca 95% para
a diferencga p3o - Mantes cONtém o valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a médias Antes (intervalo de confiangca 95% para a diferenga peo - Pantes N0
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenca peo - Y30 contém o valor zero).

Figura 55: Comparagéao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Staphylococcus felis dos pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparacéo de Fisher, figura 55, verificou-se diferengas néo
significativas entre a média 30 dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Jantes cONtém 0 valor zero). Diferengas significativas entre a média 60
dias e a média Antes (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Mantes @0
contém o valor zero). Diferengas nao significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - Y30 contém o valor zero).
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Figura 56: Comparagéao de Fisher 95% entre as médias de bactérias Enterobacter cancerogenus dos
pacientes
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Fonte: Do autor (2024).

Como é descrito na figura 56, o teste de comparagao de Fisher mostrou
diferengas nao significativas entre média de bactérias Enterobacter cancerogenus 30
dias apés o TMF e média de bactérias Enterobacter cancerogenus antes do
TMF(intervalo deconfianga 95% para a diferenga pso - Mantes cONtém o valor zero).
Diferencas nao significativas entre média 60 dias e média antes (intervalo de confianca
95% para a diferenga peo - Mantes contém o valor zero). Diferengas nao significativas
entre média 60 dias e média 30 dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo

- M3o contém o valor zero).
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Figura 57: Resultados clinicos longitudinais de pacientes dermato
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Fonte: Do autor (2024).



Assim como nos pacientes gastro, é possivel observar a evolugao clinica dos
pacientes dermato no transcorrer de 120 dias de observagdao. Conforme score de
manifestagcdo computado a cada 05 dias (soma dos pontos), o grupo formado por 10
pacientes somou, aos 120 dias, a pontuagdo maxima de 500 pontos, ou seja, todos
os individuos nos ultimos 5 dias nao apresentaram prurido. Comparando-se as
manifestagdes clinicas antes e apds o tratamento, no transcorrer dos 120 dias de
observagéo, o grupo apresentou melhora das manifestagdes clinicas pos-transplantes
(Figura 57).

A dieta dos pacientes manteve-se inalterada quando comparada aos periodos
antes e apo6s o transplante. Cada paciente tratado manteve sua dieta original, sem
alteracdo, antes e apdés o tratamento, sendo composta por alimentacdo natural
ajustada e formulada por nutrélogo veterinario, por meio do Software Supercraque 3.0.
Os animais consumiam esta dieta desde 30 dias anteriores ao inicio do tratamento
com TMF. Apenas um paciente consumia ragéo hipoalergénica, e manteve-se com a
dieta.

Os animais medicados com apoquel (3 animais), e corticoides (2 animais),
mantiveram o uso durante o tratamento, as fichas de dados foram coletadas a cada
30 dias de observacgado. Durante a coleta de dados, os tutores mantiveram contato
semanal com o pesquisador responsavel, informando sobre a situagao dos animais.
Nenhum relato de hiporexia, émese e prostagcao foi observado durante o periodo. A
melhora das condig¢des clinicas no grupo Dermato foi mais lenta em relagéo ao grupo
Gastro, porém, apresentou menor oscilagao durante o periodo.

E variavél o tempo para obtencdo de maior estabilidade da nova microbiota, e
da relagado microbiota/pele. As respostas foram individuais para cada paciente, mesmo
estando em condigdes clinicas semelhantes. Antes da realizacdo dos transplantes
todos os individuos apresentavam mais de 90% de bactérias indesejaveis, e menos
de 10% de bactérias desejaveis.



121

4.12.1 Sobre bactérias desejaveis grupo dermato

Figura 58: Grafico bactérias desejaveis no grupo dermato, mostrando diferengas significativas na
comparagao antes, e 30 e 60 dias apos
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagao de Fisher, figura 58, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias e a média antes (intervalo de confianga 95% para
a diferenga p3o - Mantes, N0 contém o valor zero). Diferengas significativas entre a
média 60 dias e a média antes (intervalo de confianca 95% para a diferenga peo - Jantes,
nao contém o valor zero). Diferencas significativas entre a média 60 dias e a média 30

dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga peo - J3o, ndo contém o valor zero).
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4.12.2 Sobre bactérias indesejaveis no grupo Dermato

Figura 59: Grafico bactérias indesejaveis no grupo dermato, mostrando diferengas significativas na
comparagao antes, e 30 e 60 dias apos
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Fonte: Do autor (2024).

O resultado da comparagado de Fisher, figura 59, verificou-se diferengas
significativas entre a média 30 dias do TMF e a média antes do TMF (intervalo de
confiangca 95% para a diferenga pso - Mantes, NGO contém o valor zero). Diferengas
significativas entre a média 60 dias e a média antes do TMF (intervalo de confianca
95% para a diferenga peso - Hantes, N0 contém o valor zero). Diferengas significativas
entre a média 60 dias e a média 30 dias (intervalo de confianga 95% para a diferenga
Meo - 3o, ndo contém o valor zero).

Destaque também no grupo dermato, o aumento das bactérias Clostridium
Hiranonis e Blaudia, pos-transplante, sendo essas encontradas e esperadas no
microbioma de animas nao atdpicos, pois sao importantes moduladores de
inflamacdes. Essas tinham baixa expresséo antes dos transplantes nestes pacientes.

Houve diferencas significativas entre a média 30 dias e a média antes do TMF
(intervalo de confianga 95% para a diferenga p3so - Pantes, N0 contém o valor zero).
Diferengas significativas entre a média 60 dias e a média antes do TMF (intervalo de
confianga 95% para a diferengca pso - Mantes, NA0 contém o valor zero). Diferencas
estatisticamente nao significativas entre a média 60 dias e a média 30 dias (intervalo

de confianga 95% para a diferenga peo - p3o, contém o valor zero).
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4.13 SINTESE DOS RESULTADOS

4.13.1 Analise do clostridium hiranonis pds-transplante

A Clostridium hiranonis € uma bactéria comensal e de importante interferéncia
na saude intestinal, pois atua fortemente na ativagao de acidos biliares, na regulagao
do peristaltismo, tem acdo modulada de citocinas inflamatdrias, atua na producgao de
acidos graxos de cadeia curta (SFAs) como butirato, por meio da fermentagdo das
fibras, modulando a secreg¢do de mucina. Sdo moduladoras de alergias e antigenos,
também modulam inflamacgdes. Assim, espera-se maior populacado dessa bactéria no
intestino de animais saudavies e menor em animais com inflamagdes crénicas (Bottero
etal., 2017).

Como observado, foi encontrada boa participagao da Clostridium hiranonis nas
amostras dos animais doadores, e baixa participagao nos animais receptores, dos dois
grupos, gastro e dermato. Apds o transplante, constatatou-se aumento significativo da
populagao dessa bactéria apos 30 e 60 dias, mantendo-se estavel, ndo apresentando

diferenca significativa quando comparado 30 e 60 dias pos-transplante.

4 .13.2 Resumo das evidéncias

O quadro 13 apresenta uma descricdo das evidéncias alcangadas pela
pesquisa, seguindo os procedimentos metodoldgicos para caracterizagao das fezes
dos doadores desde a umidade ideal no momento da coleta, o processo de
armazenamento, a especificacdo da viscosidade ideal do enema, temperatura para a

realizacao do transplante fecal, que comprovam os objetivos especificos do trabalho.
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Quadro 13: Resumo dos objetivos especificos e as evidéncias

Objetivos especificos

Evidéncias

A caracterizagdo dos doadores e sua
microbiota, para definicdo do perfilde
microbiota saudavel, com o sequencia-
mento da biota do doador ideal.

Foram selecionados 06 doadores de mesma raga, com alto
grau de parentesco, criados em mesmo ambiente, com
dieta alimentar conhecidam, descrita na secéo 4.7, cujo
perfil da microbiota por analise de sequenciamento do
gene rRNA 16S Nanoporo, constatou em todos os animais,
mais de 90% de bactérias desejaveis. Esses animais
passaram por avaliagao clinica e exames complementares
(quadro 3 e 4), sendo aprovados como doadores pelos
resultados obtidos descrito pelas caracteristicas das fezes
(quadro 9 e 10).

Definicdo do processo de armazena-
mento, conservagao e preparo da
solugédo dos enemas.

As fezes frescas passaram por avaliagdo prévia de
umidade, com definicdo de padrdo para 70%. O material
foi armazenado em freezer -80 °C apds apenas a adi¢ao
de 10% de glicerol. Os enemas foram acondicionados em
falcon de 50mL, cujo padrdo do preparo foi de 70g para
este volume. Em media, para os TMF, os animais
receberam entre 4 a 7 mL por kg de peso vivo. A diluicao
considerou de 3 a 5g de fezes frescas por kg de peso vivo
do animal tratado.

Definichko do  procedimento de
transplante da microbiota fecal.

Todo o processo para o TMF foi detalhadamente descrito
(segé@o 4.10). Os animais transplantados ficaram em jejum
prévio de 12 horas antes da manobra, foram estimulados
via breve caminhada para defecarem na noite anterior, e
pela manha, antes da realizagdo do transplante. Foram
utilizadas sondas retais numero 22, de uso humano. Os
procedimentos foram realizados no hospital VFP -
Araraquara-SP. A sonda foi introduzida no reto com o
animal em estagdo e nao sedado. Foi introduzida até a
altura das cristas iliacas (medida entre o anus e a referida
regido lombar). O procedimento for repetido em 3 vezes,
como intervalo de 10 dias.

O procedimento de coleta das fezes
dos doadores eleitos.

As coletas foram realizadas pés-aprovagao dos doadores.
Sempre em dias e horarios alternados, pés-avaliagdo da
umidade e aspecto das fezes, conforme escala adaptada
de Bristol. A soma de 04 coletas de um mesmo doador
foram misturadas, pesadas e adicionada solugao de
glicerol & 10%. Posterior foram armazenadas em falcon de
50 mL.

Elaboragao do painel da microbiota dos
doadores

O painel da microbiota dos caes aptos a serem doadores
para o TMF é um conjunto de informacdes, que foram
apresentados nos quadros 3, 4, 5,6, 7,9 e 10.

Avaliagao dos critérios de qualidade do
enema armazenado

A qualidade do enema armazenado esta associada a
manutengao das bactérias, descrita no quadro 8.

Avaliacdo e estudo dos requisitos de
registro do biobanco

A constituicdo de um biobanco de fezes caninas requer o
estabelecimento de critérios seguros, que dependem de
iniciativas de regulamentacao pelos orgao
governamentais. Na secdo 2.4, estes critérios foram
apresentados.

Fonte: Do autor (2025).
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5 CONCLUSAO

O TMF em caes, embora n&do seja uma terapia nova (Barbugli Filho; Gorni;
Amaral, 2024), vem sendo realizada isoladamente por pesquisadores e enfrenta
limitacbes, devido tanto ao desconhecimento da terapia quanto a auséncia de
biobancos de fezes caninas, que atualmente restrigem sua aplicagéo por depender
exclusivamente de fezes frescas. Este estudo contribui para que a terapia de TMF se
torne escalavel ao propor um conjunto de critérios e protocolos para o0 armazenamento
e uso de fezes caninas, viabilizando a aplicagdo segura do TMF como terapia em
medicina veterinaria. Estes resultados configuram a relevancia do trabalho, como o
primeiro estudo a definir critérios e protocolos para a criagdo de um biobanco de fezes
caninas no Brasil, estabelecendo um marco para a area.

O sucesso do TMF em caes depende criticamente da qualidade microbiolégica
e do rigor metodoldgico aplicado a sele¢cao e ao manejo dos animais doadores. Os
enemas utilizados no estudo apresentaram mais de 90% de taxons bacterianos
associados as fungdes simbidticas essenciais, como modulagdo imunoldgica,
integridade da barreira intestinal, produgao de metabdlitos bioativos e manutengao da
homeostase gastrointestinal, evidenciando seu papel central na fisiologia e na saude
intestinal dos animais receptores.

A selegdo dos doadores foi decisiva e mostrou-se superior ao simples
diagndstico quantitativo de eubiose. A caracterizagdo da microbiota foi realizada por
meio do sequenciamento do gene 16S rRNA utilizando tecnologia de nanoporos, a
qual se mostrou altamente sensivel, reprodutivel e adequada para analises
taxondbmicas em tempo real, permitindo maior profundidade e confiabilidade na
identificacdo dos perfis bacterianos. Além disso, todo o processo foi sustentado por
um protocolo rigoroso de selegéo, controle sanitario e monitoramento continuo dos
animais doadores durante o periodo de coleta, incluindo avaliagdo clinica e
acompanhamento nutricional.

Assim, o processo de selegdo dos doadores constitui diferencial metodolégico
que supera o exame isolado de eubiose quantitativa. Os fatores determinantes de
destaque incluem histérico clinico, idade entre 3-6 anos, manejo alimentar e
monitoramento continuo, independentemente de raca ou sexo. E valido priorizar
animais com exposi¢cao ambiental natural, parto vaginal assistido e histérico e ou

pedigree de progenitores longevos, como foram os doadores selecionados.
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Desta forma, este trabalho pode ser compreendido como a criagdo de um
modelo de biobanco de fezes caninas. Esse modelo elimina a conduta de praticas
empiricas, realizadas nos procedimentos de TMF, que podem comprometer os
resultados, além da seguranga dos pacientes.

O trabalho desenvolvido reforga a relevancia dos procedimentos metodoldgicos
adotados, que garantiram especialmente a seguranga dos receptores e permitiram
verificar a eficacia do procedimento. O conjunto de procedimentos foi eficiente para o
sucesso do TMF, ndo ocasionando refluxos ou quaisquer efeitos adversos apds o
transplante do enema. Foram elaborados protocolos/procedimentos para o preparo do
enema, conservacgao, diluicdo, viscosidade ideal, consisténcia e posologia. O TMF a
partir do enema armazenado resultou nos animais transplantados a reproducéo e
manutencao das caracteristicas da microbiota dos doadores.

A pesquisa demonstrou que o TMF € uma terapia promissora para o tratamento
de enteropatias e dermatites atopicas idiopaticas em caes, com eficacia associada a
revitalizagcdo da microbiota intestinal. A partir de diagndsticos clinicos precisos
(embasado em exames clinicos), relatos detalhados dos responsaveis pelos animais
e analises microbiolégicas comparativa da microbiota antes e depois do transplante
fecal nos receptores, constatou-se a restauracéo da eubiose e a melhora clinica dos
animais tratados durante o acompanhamento.

Este estudo abre uma nova linha de pesquisa em medicina veterinaria no Brasil,
com potencial empreendedor, ao oferecer um modelo escalavel e padronizado que
pode ser adotado por clinicas, centros de pesquisa e empresas do setor veterinario,
estimulando inovagdes e parcerias publico-privadas para a producgao e distribuigao de
material biolégico. Também se verificou a importancia da nutrigdo para a manutengao
e preservacdo de uma microbiota saudavel. Este relacionamento pode ser
aprofundado com pesquisas especificas focadas na nutrigcao.

Como pesquisas futuras, recomenda-se estudos longitudinais mais longos,
além do periodo avaliado neste trabalho, para comprovar a manuteng¢ao dos efeitos
do TMF e o aprimoramento (novas tecnologias) nos exames e testes para a avaliagéao
da microbiota do doador, refinando os conhecimentos sobre as bactérias que agem
na melhoria da saude. Também deve-se destacar algumas limitagdes do estudo, como
o tamanho da amostra (20 receptores e 6 doadores), suficientes para o trabalho, mas

pode ser ampliado para validagao em diferentes contextos clinicos.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Projeto: Desenvolvimento de um biobanco de fezes caninas para o
armazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em caes, como

terapia adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias crénicas.

Pesquisador Responsavel: Aldo Rodrigues Barbugli Filho.

Razao Social: Associacdo Sdo Bento de Ensino, mantenedora da
Universidade deAraraquara.

Ciaep da CEUA responsavel pela aprovagao: 01010097/2014.

Nome do Responsavel pelo animal:

Documento de Identidade:

IDENTIFICACAO DO(S) ANIMAL(IS)

Nome do animal:
Numero de identificagcao: D-01Espécie:

Raca:

O seu animal esta sendo convidado a participar, de forma voluntaria, do projeto
de pesquisa “Desenvolvimento de um biobanco de fezes caninas para o
armazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em caes, como
terapia adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias crbnicas”, sob a
responsabilidade do pesquisador: AldoRodrigues Barbugli Filho.

Por favor, leia cuidadosamente o texto que segue e qualquer duvida podera ser
esclarecida.

DECLARO TER SIDO ESCLARECIDO SOBRE OS SEGUINTES PONTOS
1. O trabalho tem por objetivo desenvolver um biobanco de fezes caninas para
o transplante fecal,por meio de enemas fecais, preparados em laboratério.
O principio fundamental do transplante fecal envolve a transferéncia de fezes
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de um doador saudavel, para o intestino de um receptor, com o objetivo do
restabelecimento do equilibrio da microbiota intestinal.

2. A participagdo do animal doador no estudo ocorrera em trés etapas. Caso o
animal ndo apresente resultados satisfatorios dos exames, sua participacao
sera excluida do grupo de doadores e do presente estudo. Também ¢é livre
a desisténcia do tutor em prosseguir no estudo, em qualquer momento,

conforme seu desejo, sem incorrer em nenhum custo ou penalidade.

A primeria participagao do animal ocorrera na coleta de amostra de sangue
e urina para analise clinica do estado de saude do animal. Alguns parametros séricos
deverdo ser checados nos candidatos a doadores de fezes, sédo eles: albumina,
cobalamina (B12), folato (vit B9), cortisol basal, fosfatase alcalina, hemograma
completo, ureia, creatinina, calcio total, calcio idnico, fésforo, triglicerideos, potassio,
sodio, vitamina D, urinalise tipo 01 e UPC, fragdes colesterol.

Para a coleta do sangue e da urina, o tutor recebera uma guia de exames
prescritos pelo médico veterinario responsavel pela pesquisa, que deve ser agendado
com um laboratério de analises clinicas veterinario, que orientara o tutor sobre os
preparativos necessarios para a coleta do sangue (por exemplo, jejum) e urina. No dia
e horario agendado, o tutor devera levar o animal ao laboratério, onde sera realizada
a coleta, seguindo todos os procedimentos padrdes. Todos os custos dessas analises
serdo de responsabilidade do pesquisador, ou seja, o tutor ndo tera custos em
nenhuma etapa da pesquisa. Os laudos dos exames serdo encaminhados ao
pesquisador/veterinario responsavel pela pesquisa, que compartilhara os resultados
com o tutor do animal. Se os resultados dos exames de sangue e urina estiverem
dentro de parametros aceitaveis e seguros, confirmando a anamnese clinica do
candidato, o animal seguira para sua segunda participacdo, para o exame de
ultrassom.

A segunda participagao do animal sera a realizagao do ultrassom abdominal,
com laudo confirmando status homeostatico do doador. Os exames de imagem nao
deverao apresentar alteracbes relevantes, principalmente com relacdo ao
espessamento das mucosas intestinais, anatomia renal, pancreas, figado e vesicula
biliar. Para o exame de ultrassom, o tutor recebera uma guia de exame, prescrito pelo
médico veterinario responsavel pela pesquisa. O exame de ultrassom sera agendado

pelo tutor, que devera levar seu animal até a clinica veterinaria especializada, para a
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realizacdo do exame, sem custos para o tutor. O laudo do exame sera encaminhado
para o pesquisador/veterinario responsavel pela pesquisa, que compartilhara os
resultados com o tutor.

A terceira participacdao do animal ocorrera apenas se todos os exames
realizados (exame de sangue, urina e ultrassom), estiverem dentro das especificagdes
de normalidade, ou seja, indicarem o estado saudavel do cdo. Para o cao considerado
saudavel sera agendada data e local, em acordo com o tutor, para a coleta das fezes.

As fezes serdo coletadas por meio de defecacédo espontanea, em local de piso
liso,limpo e previamente higienizado, mas sem qualquer tipo de substancia que possa
comprometer a integridade das fezes, ou sobre cobertura plastica que possa embalar
diretamente o material. A coleta e a manipulacdo do animal sera realizada por meio
de luva plastica sem bacteriostaticos.

O doador identificado sera cadastrado com todos os dados coletados, que
chamamos de momento zero, ou seja, logo apds a conclusdo dos exames da biota
intestinal, perfil bacteriolégico, exames clinicos e complementares do doador. No
cadastro o doador serd nomeado (nome e um codigo), para a identificacdo das fezes
coletadas.

Assim, o material coletado sera devidamente rotulado, com data da coleta e
cédigo do doador, para o0 armazenamento em recipientes especificos, nas quantias de
fezes frescas de 30 e 60 gramas. As amostras de fezes coletadas dos doadores serao
preparadas para armazenamento, de modo que possam ser conservadas para a

etapa de sequenciamento.

1. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para o estudo do transplante fecal
como alternativa de novo tratamento e de doengas crénicas gastrointestinais e de
atopias em caes que sofrem dessas injurias crbnicas.

2. Compreendi que como doador de fezes, o animal ndo sera submetido a nenhum
risco. Os exames necessarios ndo sao invasivos, além de contribuir para uma
avaliagao da saude do animal.

3. Como tutor, reconheco que a participagao do meu animal neste projeto sera apenas
como doador de fezes.

4. Poderei retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento, sem precisar

justificar, e nao sofrerei qualquer prejuizo.
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. Fui informado e estou ciente de que ndo ha nenhum valor financeiro a receber ou
a pagar pela participagao do meu animal no estudo.

. A confidencialidade dos meus dados pessoais sera preservada, assegurando assim
a minha privacidade. Se for do meu interesse terei livre acesso a todas as
informacdes naoconfidenciais, e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, ou seja,tudo o que eu desejar saber antes, durante e depois da
participacdo do meu animal na pesquisa. Entendo que as informacdes confidenciais
se referem aos dados de tutores e pacientes.

. Fui informado que os dados coletados serdo utilizados, uUnica e exclusivamente,
para fins desta pesquisa, e que os resultados poderao ser publicados.

. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatorias, poderédo solicitar suas
informagdes e, nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de
inspec¢des regulares.

. O Médico Veterinario responsavel pelo animal sera o Dr Aldo Rodrigues Barbugli
Filho, Inscrito no CRMV sob o n. 61812. Além dele, a equipe do pesquisador
principal também se responsabilizara pelo bem-estar do meu animal durante todo
0 processo de habilitagdo do animal como doador, e durante o processo de coleta
das fezes. Quando for necessario, posso contatar o pesquisador principal ou a sua
equipe pelos contatos: (16) 982126618 e/ou com Comité de Etica no Uso de
Animais, localizado na Rua Voluntarios da Patria, 1309, Centro da cidade de

Araraquara - SP, telefone: (16) 3301-7186, e-mail: ceua@uniara.com.br.


mailto:ceua@uniara.com.br

141

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo,
seus riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também
informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao
assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participagao do(s) meu(s)
animal(is) neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo

e outra com o pesquisador.

Araraquara — SP / /

Responsavel pelo animal

Dr Aldo Rodrigues Barbugli FilhoPesquisador Responsavel

CRMV-SP:61812



APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE -

Titulo do Projeto: Desenvolvimento de um biobanco de fezes caninas para o
armazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em caes, como

terapia adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias crénicas.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: ALDO RODRIGUES BARBUGLI FILHO

Razao Social: Associagdo Sao Bento de Ensino, mantenedora da
Universidade deAraraquara.

Ciaep da CEUA responsavel pela aprovagao: 01010097 2014

Nome do Responsavel pelo animal:

Documento de Identidade:

IDENTIFICAGAO DO(S) ANIMAL(IS)

Nome do animal:
Numero de identificagao: D-01
Espécie:

Raca:

O seu animal esta sendo solicitado para participar, de forma voluntaria, do
projeto de pesquisa “Desenvolvimento de um biobanco de fezes caninas para o
armazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em caes, como
terapia adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias crénicas’, de

responsabilidade do pesquisador: Aldo Rodrigues Barbugli Filho.

Por favor, leia cuidadosamente o texto que segue e qualquer duvida podera ser

esclarecida.

DECLARO TER SIDO ESCLARECIDO SOBRE OS SEGUINTES PONTOS:
1. O trabalho tem por objetivo desenvolver um biobanco de fezes caninas para o

transplante fecal, por meio de enemas preparados em laboratério. O principio
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fundamental do transplante fecal envolve a transferéncia de fezes de um doador
saudavel, para o intestino de um receptor, com o objetivo do restabelecimento do
equilibrio da microbiota intestinal.

. A participacdo do meu animal ocorrera em duas etapas: a primeira consistira na
coleta e analise das fezes do animal. A coleta das fezes sera realizada por meio de
defecacao espontanea. O material coletado sera enviado a laboratério qualificado
para caracterizagdo da composigdo bacteriana da biota intestinal. Na segunda
etapa ocorrera o transplante fecal. Fui informado que para tal, sera agendado
comigo um dia e horario para a realizacdo do transplante de fezes. Receberei um
panfleto, com todos os esclarecimentos sobre o procedimento, incluindo os
preparativos necessarios, que antecedem o transplante. Meu céo devera ficar em
jejum de 12 horas antes do procedimento, e apés o mesmo devera ficar 3 horas
sem realizar atividade fisica, como caminhada. Compreendoque o procedimento de
transplante fecal consiste na infusao via sonda retal de uma solugao, denominada
enema, composta de fezes, previamente preparadas em laboratério,de um doador
com absoluto status de saude e biota fecal saudavel, comprovada clinicamente. O
procedimento ndo requer anestesia, pois € indolor e rapido, com duragcado de
aproximadamente 10 minutos. Neste estudo, o transplante devera ser realizado por
3 vezes, com intervalo de 10 dias entre eles, para que seja alcangado o resultado
esperado. Meu cao sera monitorado durante este periodo, para registrar sua
evolugdo em relagdo aossintomas de coceira ou aos disturbios gastrointestinais,
além de avaliar ocorréncias néao esperadas.

. Ao participar deste trabalho estarei contribuindo para o estudo do transplante fecal
como alternativa de novo tratamento e de doengas crénicas gastrointestinais e de
atopias em céaes, que sofrem dessas injurias cronicas. Assim, entendo que se o
experimento demonstrar os resultados que a literatura cientifica vem apontando
como promissores, 0 transplante fecal podera ser validado e registrado como
tratamento.

. Compreendi que durante a execucgao da pesquisa, 0 animal ndo sera submetido a
nenhum risco, e que todas as medidas de seguranca foram seguidas. Os exames
necessarios (microbiota fecal), ndo séo invasivos, pois séo realizados de amostras
das fezes do animal, e o transplante & seguro, por utilizar procedimento ja realizado

na clinica veterinaria, ou seja, de dominio do profissional. Entendo que o animal sera
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monitorado pelo pesquisador,para avaliar qualquer tipo de ocorréncia, que podera

interromper o tratamento, para garantir ao maximo a seguranca do animal.

. Como tutor reconhego que a participagdo do meu animal neste projeto devera ter a

duragéo de 30 dias (considerando pequenas variagdes) entre o primeiro e o terceiro

transplante, e também mais 90 dias para acompanhamento da sua evolugéo clinica.

. Poderei retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento, sem precisar

justificar, e n&o sofrerei qualquer prejuizo. Tenho ciéncia que a interrupgéo do
tratamento n&o causara danos ou efeitos colaterais ao animal, mas nao garantira

os resultados esperados.

. Fui informado e estou ciente de que ndo ha nenhum valor financeiro a receber ou

a pagar, pela participagdo do meu animal no estudo.

. A confidencialidade dos meus dados pessoais sera preservada, assegurando assim

a minha privacidade. Se for do meu interesse terei livre acesso a todas as
informacgdes naoconfidenciais, e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, ou seja, tudo o que eu desejar saber antes, durante e depois da
participacdo do meu animal na pesquisa. Entendo que as informagdes

confidenciais referem-se aos dados de tutores e pacientes.

. Fui informado que os dados coletados serdo utilizados, uUnica e exclusivamente,

para fins desta pesquisa, e que os resultados poderao ser publicados.

10. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatérias poderdo solicitar suas

11.

informagdes e, nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de
inspecgodes regulares.

O Meédico Veterinario responsavel pelo seu animal sera o Dr Aldo Rodrigues
Barbugli Filho, Inscrito no CRMV sob o n. 61812. Além dele, a equipe do
pesquisador principal também se responsabilizara pelo bem-estar do meu animal
durante todo o estudo. Quando for necessario, durante ou apds o periodo do
estudo, posso contatar o pesquisador principal ou a sua equipe pelos contatos:
(16) 982126618 e/ou com Comité de Etica no Uso de Animais, localizado na Rua
Voluntarios da Patria, 1309, Centro da cidade de Araraquara - SP, telefone:
(16) 3301-7186, e-mail: ceua@uniara.com.br.


mailto:ceua@uniara.com.br
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo,
seus riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também
informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao
assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participagao do(s) meu(s)
animal(is)neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo

e outra com o pesquisador.

Araraquara - SP / /

Responsavel pelo animal

Dr Aldo Rodrigues Barbugli FilhoPesquisador Responsavel
CRMV-SP: 61812



APENDICE C

QUESTIONARIO ANAMNETICO

Mome do tutor: MNome do Pert :

Fone do ror: Idade do pet:
e-rnail do rutor: Raga do pet:

Data e cidade :

-* Informe qual a queixa principal do seu pet
D Coceira D Fezes moles ou diarreia D Apetite seletivo

-* Diesde quanto ocorre esta queixa ?
DMenmdeﬂl ano |:| Mais de 01 ano |:| Mais de 02 ano

*Cam que frequencias as crises ocorrem ?
[[] Coga todo dia [ ] As crises piores de coceira ocorrem mais de uma vez por més
D Desconforto gastro intestinal ocorre mais de uma vez por més 7

D Desconforto gastro intestinal ocorre menos de uma vez por mes ?

—*— Qual a intensidade do desconforto 7 * coceira ou disturbio gastro

I:I Arualmente baixo mas ji foi bem intenso D Intenso

Com que ﬁ-equcnda Voo ptecisau recorrer a ajuda veterindria nos ultimos 12
meses 7 Referente a queixa principnl

[] Mais de 01 vez [ ] Mais de 03 vezes

_*_A quanto tempo seu pet faz uso de medicacio continua como corticoide ou

. .
apn-quel, ou ciclavance ou cytopoint ?

D Nio faz uso atualmente D Menos de 01 :mnD Mais de 01 ano

-*- Seu pet tomou antibiotico nos dltimos 30 dias
D Sim D Com certeza nio D MNio sei ou nio lembro

**' Qual seu veterindrio ? Nome e ou cliniea :

nutri :lda




APENDICE D

Orientacdes gerais & ocorréncias

Seguem algumas orientagdes importantes no acompanhamento do seu pet durante
avaliacao do tratamento experimental via transplante fecal

1) Caso o animal seja conduzido ao veterinanio por qualquer motivo durante o periodo de
avaliagio, solicitamos ser informados.

2) Mao medigue seu animal, exceto com os medicamentos de uso continue ja presentes, sem
antes consultar seu veterindro e neste caso solicitamos ser informados.

3 O seu pet ndo podera tomar quaisquer medicamentos, exceto os medicamentos de uso
continuo, declarados previamente na triagem e selecio previa dos voluntaros. O uso de
qualguer tipo de antibiotico, oral, injetavel ou topico, excluira o mesmo do tratamento
implantado.

4) Caso ocorra gualquer intercorréncia durante o tratamento, que necessite encaminhar o
animal ao veterinario, solicitamos ser informados imediatamente.

5) A rotina diaria devera ser mantida, horanos de refeicio, passeios, creches, banho e tosa, etc..

6) Sobre os banhos, caso o animal utilize produtos especificos para pele e pelo. conforme
prescrito previamente pelo veterinario. deverdo ser mantidos, exceto produtos bacteriostaticos
como cloresten, a base de clorexidina. Meste caso, isto ja tera sido avaliado na triagem e
devidamente dialogado com o medico veterinario a suspensio temporana do mesmo para
validagao da participagio no tratamento experimental.

7) Ainda sobre banhos. o servigo de banho e tosa devera ser informado sobre o ndo uso de
produtos a base de clorexidina durante o tratamento experimental.

B8) Durante o experimento o animal ndo podera passar por qualquer procedimento cirurgico
eletive. Em caso de alguma intercorrencia que necessite uma cirurgia ndo eletiva, solicitamos
ser informados e o animal estara excluido do expenimento.

0) Quaisquer intercorrencias durante o experimento como eventuais acidentes, brigas,
mudanca de residéncia. viagem, solicitamos ser informados.

10) Dentro dos preceitos eticos devidamente respeitados e compartilhados, estaremos
monitorando seu animal durante o tratamento, com minima ou nenhuma interferéncia na rotina

diaria bem como quaisquer outros incomodos. & mesmo sera realizado via troca de mensagens
semanais { uma vez por semana) via what's app.

n_ut_rl lda



APENDICE E

Orietacoes sobre nutricao e dieta

Seguem algumas orientacdes importantes sobre a dieta do seu pet durante avaliacao do
tratamento experimental via transplante fecal

1) A dieta informada na selecio e triagem do seu pet devera ser mantida, seja ragio ou
alimentagdo natural Esta manutengio refere-se ao tipo de alimento ofertado, bem como as
devidas quantias diarias.

2) Qualguer mudanga na dieta, seja troca de ragdo ou formula da dieta natural. solicitames ser
informados e neste caso o animal sera excluido do tratamento.

3) Durante o tratamento esta vetado o fomecimento de petiscos, biscoitos, * guloseimas” fora
do que foi devidamente informado previamente na triagem e selegdo dos voluntanos.

4) Nenhum alimento diferente severa ser ofertado durante o tratamento.

£) Solicitamos maxima atengao nos finais de semana, participagao do pet em chumrascos,
eventuais " acidentes” via oferta desavisada de guloseimas por parentes ou amigos.

6) Caso o pet tenha servigo de adestramento, dog walker. wisitas em creches, solicitamos previo
dialogo com estes servigos para nao formecer petiscos durante o tratamento.

7) Mo caso de alimentagio natural, se a dieta ndo for fixa, solicitamos interromper o rodizio de
cardapios, mantendo durante o periodo experimental uma dieta fixa a ser definida pelo tutor
com base na preferencia do pet sobre os cardapios ja ofertados. Neste caso solicitamos

tambem n3o mudar de formnecedor, caso faga uso de servigos de marmitaria pet ou marca
industrial de alimento umide.

8) Se exastir previamente um manejo nutricional de fornecimemino de frutas, o mesmo sera
mantido. Scbre isto definiremos, em concordancia, na triagem, quais as frutas permitidas, a
quantidade e dias de oferta.

g) A ideia principal € manter certa disciplina alimentar durante o tratamento expenmental.
sendo esta dieta previamente compartilhada & informada na trigem e selegdo do voluntario,

n_ut_rl lda



APENDICE F
Documento Oficial Comite ETICA

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Parecer do projeto sob o protocolo: no. 07523

Tiule do projete Desemvolviments de uwm bichanco de fezes caminas para o
armazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em ces, como terapia
adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias cronicas.

Pesquisador responsavel: Aldo Rodrigoes Barbugh Filho

PARECER
A solicitagio de alteraciio do maimero de amimais de 22 para 26 referentes ao Projeto
de Pesquisa mtiulado "Desenvolvimento de um bicbanco de fezes caminas para o
ammazenamento de enemas bioativos destinados ao transplante fecal em cies, como terapia
adjuvante ao tratamento de atopias e enteropatias cromicas ”, sob responsabilidade de Aldo
Rodngues Barbugli Filho com as colaboragdes de Crensa Sayun Tahara Amaral Regiane
Travensolo e Eliane Trovatty, fo1 analisada por este Commits.

O trabalho tem por objetivo. " desenvolver um modelo de biohanco de fezes caninas,
considerando para tal o desenvolvimento do processo de selecio dos deadores, o
anmazenamento e conservagio das microbiotas caninas pela produciio de enemas, visando
o transplante fecal O enema fecal € uma adaptagio de uma teécnica rotineira, enema de
retengdo, que consiste ma insercio de fluidos mo reto, por melo de equipamentos
apropriados, de modo que os flindos possam permanecer por periodos relativamente longos
e ser absorvidos pelo coloin. No enema fecal, os flmdos terapéuticos sdo substitmidos por
uma solugio diluida de fezes. O bicbanco permitirda a realizacio da aplicacio da
biotecnologia bésica de transplante de microbiota fecal em cies, especialmente para os
portadores de dermatites ou enteropatias cromicas. O projeto sera desenvolvido com o
gpoio do Nucleo de Inovagiio em Biotecnologia - Bioclnova e do Laboratoro de
Biomateriais e Biotecnologia da UNIARA "

A andlise do pedido de alteracio do mimero de ammais solicitada nio contrana os
preceitos da Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ne §.899, de 13 de julho
de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Wacional de Confrole de
Exzpermmentacio Amimal (CONCEA). Assim, a solicitagie foo APROVADA por este
Comnité.

Araragquara, 30 de maio de 2025

Coordenador do Comité de Ftica em Uso de Animais
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APENDICE G

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)

Titulo: ENEMA FECAL DE RETENGAO PARA TMF EM CAES
Numero: EF- 001

Versao: V1

Data de emissao:

Data de revisao:

Elaborado por:

Aprovado por:

1. Objetivo

Estabelecer um protocolo padronizado para o preparo de enemas fecais
de retengao , para a realizagao de transplante fecal em caes com doencgas
inflamatdrias crénicas (ex.: dermatite atdpica, enteropatias), garantindo

seguranga, eficacia e rastreabilidade.

2. Recursos necessarios

Materiais para a coleta das fezes: Recipiente de plastico 500 mL; Luvas,

retangulo de plastico descartavel.

Materiais para o preparo do enema: Tubo Falcon® de 50 mL, glicerol 10%,
balanca de precisdo, solugdo salina 0,9%, agitador de tubos Vortex®,
espatulas, aparelho medidor de umidade em tempo real , consistometro,
viscosimetro, luvas plasticas de manuseio laboratorial, recipiente de plastico,

saco de confeitar.

Equipamento para a conservagao enema: Ultra freezer (- 80°C).
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3 Procedimento - checklist
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Item Descrigao da agao Responsavel Verificagao
1 Coletar fezes Auxiliar laboratério
e Posicionar o animal sobre o retangulo de
plastico descartavel no momento da
evacuagao
e Coletar as fezes e armazena-las no
recipiente de plastico
Obs. As fezes podem ser mantidas em
refrigeragdo simples por 24 h para aguardar a
formagao de maior quantidade de fezes.
2 Pesagem e peneira Auxiliar Laboratorio
e Pesar o material coletado
e Peneirar as fezes para eliminar restos de
alimentos e outros elementos
3 Checagem umidade Técnico Laboratério
e Medir a umidade das fezes
4 Adicéao (10%) glicerol Técnico Laboratorio
e Adicionar glicerol na proporgéo de 10%
do peso de fezes
5 Tubo Falcon® 50 mL e congelamento Técnico Laboratério
e Inserir o enema nos sacos de confeitar
e Encher os tubos com 50 mL de enema
6 Armazenar os tubos no Ultra Freezer a - 80 ° C.

4. Critérios de aceitagao da solugao

5. Documentacao e registros

6. Revisao e controle de alteragoes

Conferencia da umidade das fezes na coleta * valor esperado: 70%
Conferencia da Viscosidade * valor esperado: XXxXXxXXXxx



7. Historico de Revisoes
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Versao Data Deasltce r:gggetias Responsavel
1.0 Original 10/06/2025 Primeira versao Aldo R. Barbugli F.
1.1
1.2

8. Assinaturas

Elaborado por: [Nome e cargo]

Assinatura:

Data: / /

Aprovado por: [Nome e cargo]

Assinatura:

Data: / /




