Uso de inteligéncia artificial para mapeamento da microbiota fecal e
identificagcao de biomarcadores de caes com doenc¢a inflamatéria intestinal

suplementados com prebiético

Resumo
Os avancgos no desenvolvimento da inteligéncia artificial (I1A) estdo proporcionando
diversas mudancgas na medicina por ser capaz de avaliar grandes quantidades de
dados complexos em tempo reduzido, em comparacao a habilidade humana. Uma
das suas aplicagdes mais recentes se deu na doenca inflamatdria intestinal (DII)
como uma ferramenta valiosa no diagndstico, analise de dados bioldgicos ou, até
mesmo, de imagens de histologia ou endoscopia. A partir dela é possivel identificar
biomarcadores nas diferentes fases da doenca, severidade e eficiéncia de
tratamento. Este recurso, entretanto, ainda nao foi explorado na DIl de céaes, na
medicina veterinaria. A DIl € a doencga gastrintestinal cronica mais comum em caes
e gatos. Ha consenso na literatura sobre a existéncia de disbiose como um dos
principais fatores associados a doenca. Dado que os prebidticos apresentam
potencial de melhorar a disbiose intestinal nestes casos, estudos que avaliem essa
possibilidade em prol da promogao da eubiose s&o necessarios. Assim, o presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da suplementacao de parede celular de levedura
(PCL), um prebidtico, na microbiota fecal de cdes com DIl com resultados avaliados
por meio de IA. Foram incluidos doze caes (n=12) com DIl controlada, subdivididos
em grupo teste (PCL; n=6) e grupo controle (CON; n=6). Os animais foram
suplementados, durante 60 dias, com 13,14 £ 2,01 mg/kg de PCL em céapsula
(grupo PCL) ou placebo (grupo COM), com capsulas adicionadas de alimento
triturado, por via oral. O software de IA concluiu que o tratamento com PCL foi eficaz
em reduzir a disbiose, aumentar os grupos bacterianos associados a melhora do
quadro inflamatdrio e reduzir aqueles relacionados a pior evolugao da DIl. As
bactérias Collinsella aerofaciens, Clostridium ramosum e Lactonifactor spp. foram
identificadas como marcadores da doenga e o género Blautia spp. e a familia

Veillonellaceae foram identificadas como marcadores do tratamento com PCL.
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Introducgao

A revista Forbes publicada em janeiro deste ano postulou que 2023 sera um
ano definitivo a inteligéncia artificial (IA) e representara um marco na forma de
trabalho (CENK SIDAR, 2023). Os 6rgaos governamentais e industrias do mundo
todo demonstraram-se ansiosos em apoiar a |IA devido ao seu potencial impacto
benéfico em diversas areas da sociedade. O governo americano, por exemplo,
chegou a investir US$ 4,98 bilhdes em pesquisa e desenvolvimento de IA em 2020
para aplicacdo em diferentes areas, dentre elas, a medicina (CHEUNG; LIN, 2023).

A habilidade humana ¢é limitada em certo pontos que comprometem os
avancos cientificos relacionados a interpretacéo de grandes quantidades de dados
complexos. O uso da IA tem a vantagem de otimizar a interpretagcdo de dados
robustos aliada ao mecanismo de aprendizado automatizado (por maquinas), que
otimizam a conclusado, interpretacdo e estabelece relagbes com os dados
fornecidos nao dependentes da aptiddo humana. A inteligéncia artificial surge com
a promessa de remodelar a forma de aplicacdo da medicina baseada em evidéncias
(PANCH; SZOLOVITS; ATUN, 2018; RAJPURKAR et al., 2022).

E possivel dizer que as pesquisas médicas buscam resolver questdes no
ambito do diagndstico, tratamento e cura de doengas complexas como, a doencga
inflamatoria intestinal (DIl), cujos estudos norteiam a compreensao da disbiose
intestinal uma vez que é reconhecida como ponto critico desta enfermidade
(DAVENPORT; JERGENS; REMMILARD, 2010; RAJPURKAR et al., 2022).

A microbiota intestinal € composta por, em média, 100 trilhbes de bactérias
que desenvolvem relagéo simbiéntica com o hospedeiro (SUCHODOLSKI, 2011).
Quando estas sao analisadas, grandes quantidades de dados de sequenciamento
genético sado obtidos e precisam ser avaliados por um sistema modernizado. Este
deve possibilitar o refinamento de resultados ao ponto de convergir em solugdes
terapéuticas, prognosticas e diagndsticas com poucos vieses metodologicos para
serem aplicadas na rotina clinica baseada em evidéncias.

A luz da crescente importancia dos cdes na familia, o crescimento da
medicina veterinaria fomentou o desdobramento das pesquisas na sua area e,
principalmente, viabilizou aquelas cujas doencgas se sobrepbe com os seres
humanos, como a DIl (VAZQUEZ-BAEZA et al., 2016).

Dados da literatura humana, veterinaria e de pesquisas em modelos animais

ja confirmaram o potencial dos prebioéticos como terapia coadjuvante da DIl. O uso



deles é atribuido a um cenario otimista por ajudarem no controle da doenca,
aumentar o tempo de remissdo dos sinais clinicos, severidade e,
consequentemente, intervengbes farmacologicas. A atuagdo deles permeia,
essencialmente, a modulagédo da microbiota intestinal (RICHMAN; RHODES, 2013;
SPAGNUOLO et al., 2017), objeto de estudo na grande maioria das pesquisas
atuais. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar a microbiota de caes com DII

controlada suplementados com PCL por meio de uma ferramenta de IA.

Material e métodos

Foram selecionados caes com DIl confirmada por histopatolégico em fase
controlada da doencga (Canine Chronic Enteropathy Activity Index Score < 3)
(ALLENSPACH et al., 2007), adultos com escore de condi¢do corporal ideal
(LAFLAMME, 1997), sem afecgdes concomitantes, apos exclusao dos diagndsticos
diferenciais (DAVENPORT et al., 2010) , tratados somente com ciclosporina. Nao
foram realizadas alteragdes no tratamento durante o estudo e, animais em
tratamento com antibidticos, prebidticos, probidticos ou corticoide nos 30 dias
prévios ao inicio do estudo também nao foram incluidos. Os doze animais
selecionados foram adaptados por 30 dias a mesma dieta hipoalergénica com
proteina hidrolisada e esta foi mantida durante todo o periodo experimental. Os
diagnodsticos diferenciais de parasitose intestinal, hipoadrenocorticismo e alergia
alimentar foram realizados antes do procedimento de endoscopia e colonoscopia.

Os animais compuseram dois grupos experimentais que receberam
capsulas com PCL (n=6) ou alimento comercial hipoalergénico triturado como
placebo (o mesmo utilizado para alimentagdo) para constituir o grupo controle
(CON; n=6), em delineamento randomizado e duplo-cego. Os caes do grupo PCL
ingeriram a dose correspondente de 13,14 + 2,01mg/kg do prebidtico. As fezes
foram coletadas no tempo 0 (TO) (prévio ao inicio da suplementacao e passados os
30 dias de padronizacdo da dieta) e no tempo 60 (T60) (apdés 60 dias de
suplementacao) e armazenadas em -80°C até analise (ALLENSPACH et al., 2019).

O sequenciamento da microbiota foi realizado pelo método lllumina® e os
resultados brutos foram analisados no software de IA EZbiome®. As sequencias
foram filtradas por um escore de acuracia das leituras dos pares de bases
(QPHRED) para atingir 99% de confiabilidade. Este software calculou a relagao

Firmicutes/Bacteroidetes, mapeou as unidades operacionais taxonémicas em nivel



de filo, género e espécie. Também foram calculados os indices de diversidade alfa
Simpson e Shannon e a andlise linear discriminante do tamanho do efeito (LEfSe)
foi utilizada para a identificagdo de biomarcadores da doencga e associados ao
melhor tratamento. Para as demais analises de comparagao de médias, o teste de

Tukey foi aplicado e valores de p<1,0% foram considerados significativos.

Resultados e discussao

Os caes inclusos na analise apresentaram, em média, idade de 5,83+2,61
anos; peso corporal de 13,12+7,6 kg; ECC 4,9+0,3 e escore de massa muscular
(EMM) 2,75+0,37. De forma geral, o CCECAI manteve-se dentro da classificagao
(entre 0 e 3 - enteropatia clinicamente controlada), durante todo o periodo
experimental e suas caracteristicas fenotipicas também ndo mudaram.

O software de IA identificou que o tratamento PCL apresentou potencial em
conduzir o cenario de disbiose para a eubiose. A relagao Firmicutes/Bacteroidetes
€ um indicador inicial da disbiose onde a redugdo indica piora (FRANK et al., 2007;
FRIES; COMUNALE, 2011). Os Firmicutes s&o conhecidos por beneficiarem a
saude da mucosa, pois estdo envolvidos na produgdo de butirato (NAGAO-
KITAMOTO; KAMADA, 2017). A relacao Firmicutes/Bacteroidetes foi melhor no

grupo tratado com parede celular de levedura (Figura 1).

FSB Ratio

PCL Ta0 CON Ta0

Figura 1. Razao Firmicutes/Bacteroidetes dos caes com DIl observada nos dois grupos (PCL x
CON) no momento T60.

Os géneros encontrados em maior abundancia em ambos os grupos foram
Terrisporobacter spp., Paeniclostridium spp., Rombutsia spp., Catenibacterium
spp., Streptococcus spp., Collinsella spp., Clostridioides spp. (Figura 2). Entre eles,

destacaram-se a evolugao dos trés primeiros.
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Figura 2. Distribuigdo dos principais géneros bacterianos identificados nos grupos PCL e CON.

O género Terrisporobacter spp. pertence ao filo Firmicutes, o qual esta
envolvido na producéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (GERRITSEN et
al., 2014; NIU et al., 2022), principal fonte de energia para os colondcitos. Além
disso, favorecem a produgdo de mucina e possuem potencial envolvimento na
regulagdo do sistema imunologico e na permeabilidade seletiva intestinal
(HOLSCHER, 2017; MIYAMOTO et al., 2018).

Os AGCC foram avaliados no presente estudo (dados n&o publicados) e nao
diferiram. Estes foram mensurados em fezes, embora acredita-se atualmente que
a mensuragao plasmatica seja mais fidedigna, ja que sdo absorvidos rapidamente
pela mucosa intestinal para produzirem seus efeitos (SWANSON et al., 2002).

Sukhina et al. (2022) apontaram em seu atual estudo a presenca desta
bactéria como biomarcador da doenga inflamatdria intestinal em humanos e, o
mesmo nao fora observado em pessoas saudaveis. Este dado € coerente com os
resultados do presente trabalho, no qual este género bacteriano foi identificado e
sua populagao aumentou ao longo do tempo no grupo controle e, reduziu no grupo
tratado, o que pode demonstrar que a modulacao intestinal evoluiu no sentido da
normalidade ou melhora.

Por outro lado, as bactérias do género Paeniclostridium spp. € Romboutsia
Spp. séo conhecidas por ter grande potencial inflamatério e de lesao epitelial, com
especial atengdo para a P. sordelli por exemplo, que produz uma toxina
hemorragica envolvida na génese da enterite necrética e ulcerativa em diversas
espécies animais (NYAOKE et al., 2020; LI et al., 2022). De forma semelhante, as
bactérias Romboutsia spp. sao reconhecidas como “patobiontes” e frequentemente
observadas em maior abundancia em humanos com colite ulcerativa. A redugao da
sua populagdo foi associada com alguns tratamentos antinflamatérios bem
sucedidos (WU et al., 2021; WANG et al., 2022, 2023). A presenca destes géneros



bacterianos somente no grupo placebo corrobora a teoria de que o tratamento com
PCL foi benéfico e a doenga continuou a evoluir no grupo controle ou placebo.

De forma geral, o grupo PCL apresentou 4,0% menos géneros bacterianos.
E possivel que a modulacgdo tenha se iniciado pelo desaparecimento de bactérias
patogénicas. Nao foram observadas diferencas nos indices de diversidade alfa
Simpson e Shannon, o que endossa estes resultados.

Os grupos taxonémicos Blautia spp. (Blautia glucerasea) e Vellionellales
(Veillonellaceae) foram identificados como biomarcadores do tratamento com PCL,
e Collinsella aerofaciens, Lactonifactor spp. e Clostridium ramosum como

marcadoras da DIl (Figura 3).
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Figura 3. Biomarcadores identificados pela analise linear discriminante do tamanho do efeito
observados nos dois grupos (PCL x CON/Placebo).

O género de bactérias Blautia spp. € reconhecido por aliviar sinais de
doencas inflamatdrias como doencga de Crohn, colite ulcerativa ou cancer de coélon
e reto em humanos e, na DIl em caes. A sua reducao indica piora da inflamacgao
(MINAMOTO et al., 2015; LIU et al., 2021), pois estao envolvidas na producao de
butirato e promovem dehidroxilagao de acidos biliares (TAKAHASHI et al., 2016;
LIU et al., 2021). Pouco se sabe sobre a espécie B. glucerasea e, 0os poucos relatos
apontam sua potencial atuagdo na hidrdlise de glicosilceramidas de plantas em
substancias como os esfingolipides que previnem o cancer de célon (LIU et al.,
2021).



O aumento das bactérias do grupo Veillonellaceae ja foi sugerido como
biomarcador da DIl em humanos (GEVERS et al., 2014) associado a redugao de
Bacteroidetes (MAIOLI et al., 2022). A sua reduc¢ao, portanto, é favoravel e pode
ser obtida por meio do fornecimento oral de PCL, como observado no presente
estudo.

Por outro lado, as bactérias Clostridium ramosum foram associadas a
metaplasia maligna. Elas sdo capazes de produzir proteases de IgA e aumentam a
possibilidade de adesao bacteriana a mucosa (LEGARIA et al., 2020). O género
Lactonifactor spp. tem apenas uma espécie, a Lactonifactor longoviformis que
demonstrou potencial em metabolizar lignina até enterolignanos e, possui efeito
antioxidante e protetor contra o cancer de colon em humanos (RAFFAELLI;
HOIKKALA; LEPPALA, 2002; MABROK et al., 2012). Ambas ainda n&o tiveram seu
papel reportado pela literatura em caes com DI, sendo este um achado apontado
no presente estudo.

Por fim, as bactérias Collinsella aerofaciens foram/séo relacionadas a DlII
em caes, doenca de Crohn e colite ulcerativa em humanos. De acordo com
Soontararak et al. (2019) em caes, esta espécie correlacionou-se com a piora
clinica da doenca. Elas favorecem a transcricdo de IL-17, citocina que apresenta
alto potencial para promogéo de injuria tecidual e perda de permeabilidade intestinal
(VIJAY; VALDES, 2022).

Conclusao

O uso da IA foi capaz de identificar que o fornecimento de PCL na dose de
13,14 £ 2,01 mg/kg de peso corporal favoreceu a modulagdo da microbiota com
tendéncia de evolucao a eubiose. Bactérias associadas a inflamacdo de mucosa
na DII, foram observadas no grupo controle, enquanto bactérias simbiontes
cresceram com o tratamento PCL. As bactérias Collinsella aerofaciens, Clostridium
ramosum e Lactonifactor spp. foram identificadas como marcadores da doenca.
Estes resultados s&o inéditos, corroboram alguns dados publicados na literatura e

podem nortear pesquisas futuras com maior acuracia.
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