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RESUMO

O cérebro e o intestino comunicam de forma dindmica e complexa através de diferentes
vias, formando um eixo bidirecional, cujo equilibrio depende da composi¢do da
comunidade microbiana que habita o intestino. Estudos tem revelado que a microbiota
intestinal influencia o normal funcionamento do cérebro e 0 comportamento, através da
via neural, enddcrina ou imunitaria. Desta forma, a comunidade bacteriana comensal
presente no intestino € responsavel por regular as respostas ao stress, tendo-se
demostrado que modificagcdes na composi¢ao da microbiota se encontram associadas ao
desenvolvimento de ansiedade, depressdao e prejuizos na meméria. A exposicdo a
antimicrobianos pode causar alteracbes na composicdo do microbioma intestinal,
dependendo do antibidtico utilizado, da dose e do tempo de exposicdo. O impacto
causado pela exposicdo a esses medicamentos rotineiramente utilizados em infeccoes
comunitarias ainda é pouco conhecido. Nesse contexto o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do uso de amoxicilina e clindamicina na diversidade e na estrutura da
microbiota intestinal, além das possiveis alteragdes de comportamento em animais.
Ratos Wistar machos (N = 42, 8 semanas de idade) foram alocados por randomizacgéo
simples em quatro grupos experimentais principais: dois controles, dois grupos de teste
e um Naive Group. Os animais foram tratados, por gavagem, com amoxicilina e
clindamicina (25 mg/kg) de 12/12 por 3 e 7 dias. Foram coletadas as fezes dos animais,
apos 3,7,30,60 e 90 dias do tratamento, para avaliar 0 aumento ou diminuicdo das
coldnias, utilizando-se 0 método de cultura bacteriana, foi realizado o sequenciamento
para identificar e diferenciar as cepas. Os animais foram avaliados no Teste de Campo
Aberto e Labirinto em cruz elevado como medida de ansiedade. Para avaliacdo da
memoria foi realizado o Teste de Reconhecimento de Objetos. Apos a administracdo de
qualquer um dos antibidticos por 3 e 7 dias, houve uma mudanca estatisticamente
significativa na carga bacteriana, com aumento nos filos Bacterioidetes e Proteobacteria.
Os animais tratados com antibidticos exibiram alteracbes de memoria de
reconhecimento reduzidas, acompanhadas por um efeito anxiogénico que permaneceu
significativo por 30 dias em ratos que haviam sido tratados com antibidticos por 7 dias.
Os resultados do presente estudo sugerem que mudancgas na composi¢do do microbioma
intestinal pela administracdo de antibidticos podem levar a modulacdo cognitiva e
comportamental em ratos quando amoxicilina e clindamicina sdo empregadas em
esquemas posoldgicos para tratamento de infeccdes comunitérias.

Palavras-chave: Antibiético, Microbioma intestinal, Sequenciamento, Memoria de
reconhecimento, Ansiedade.



ABSTRACT

The brain and the intestine communicate dynamically and complexly through different
routes, forming a bidirectional axis, whose balance depends on the microbial
community's composition that inhabits the intestine. Studies have revealed that the
intestinal microbiota influences the brain's normal functioning and behavior through the
neural, endocrine, or immune pathways. In this way, the commensal bacterial
community present in the intestine is responsible for regulating responses to stress. It
has been shown that changes in the microbiota's composition are associated with
anxiety, depression, and impaired memory. Exposure to antimicrobials can cause
changes in the intestinal microbiome's composition, depending on the antibiotic used,
the dose, and the time of exposure. The impact of exposure to these drugs routinely used
in community infections is still poorly understood. The present study aimed to evaluate
the effect of amoxicillin and clindamycin on the diversity and structure of the intestinal
microbiota and behavioral changes in animals. Male Wistar rats (N = 42, 8 weeks old)
were allocated by simple randomization into four main experimental groups: two
controls, two test groups, and one Naive Group. The animals were treated, by gavage,
with amoxicillin and clindamycin (25 mg/kg) of 12/12 for 3 and 7 days. The feces were
collected after 3, 7, 30, 60, and 90 days of treatment through culturing and sequencing.
The animals were evaluated in the Open Field Test and elevated plus-maze as a measure
of anxiety. To assess memory, the Object Recognition Test was performed. After
administering any of the antibiotics for 3 and 7 days, there was a statistically significant
change in the bacterial load, with an increase in the phyla Bacterioidetes and
Proteobacteria. The antibiotic-treated groups exhibited reduced recognition memory
changes, accompanied by an anxiogenic effect that remained significant for 30 days in
rats that had been treated with antibiotics for 7 days. Data suggested antibiotics changed
the intestinal microbiome composition by antibiotics, leading to cognitive and
behavioral modulation in rats.

Keywords: Antibiotic, Gut Microbiome, Next Generation Sequencing, Recognition
memory, Anxiety.
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta da Penicilina por Alexander Fleming em 1928 (Fleming
1929), muitos antibioticos foram desenvolvidos pela inddstria farmacéutica. Assim, muitos
avancos e pesquisas relacionadas puderam promover a solucdo de muitas doencas infecciosas,
antes incuraveis (Zoorob et al. 2012).

O uso clinico de antibidticos foi, indiscutivelmente, o maior avanco médico do
século XX (Katz and Baltz 2016). Além de serem utilizados para tratamento de doencas
infecciosas, 0s antibidticos possibilitaram que muitos procedimentos médicos modernos,
incluindo tratamento de céancer e transplantes de 6rgéos fossem realizados de forma mais
segura (Katz and Baltz 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), amoxicilina é o
antibiotico usado com mais frequéncia em todo o mundo. Um relatorio realizado em 49
paises, concluiu que esse medicamento representa mais de 50% dos antibacterianos
consumidos, sendo utilizado no tratamento de infec¢bes do trato respiratorio, infecgdes do
ouvido medio, pneumonia, infeccbes do trato urinério, infeccdes de pele e infeccdes
odontogénicas (WHO 2018).

A OMS adverte que para o uso racional de antibioticos, é necessario, em primeiro
lugar, instituir a necessidade do uso do medicamento. Em seguida, que seja escolhido o
medicamento apropriado, de acordo com critérios de eficacia e seguranca comprovados e
aceitaveis. Além disso, é preciso que o medicamento seja prescrito na forma farmacéutica,
doses e periodos de tratamento adequados, que esteja disponivel na ocasido oportuna, com um
valor acessivel e que esteja sempre dentro dos padrbes de qualidade exigidos. Outro aspecto
importante é que os medicamentos sejam dispensados em condi¢Ges adequadas, com a
necessaria orientacdo e responsabilidade e, por fim, que se cumpra o regime terapéutico
prescrito da melhor forma possivel. (WHO 2018).

O uso de antimicrobianos se presta para o tratamento de infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) e infeccbes comunitarias. As IRAS sdo definidas como aquelas
adquiridas apds a admissdo do paciente com manifestagdo durante a internacdo ou apés a alta
quando relacionadas a internagdes ou procedimentos realizados durante a assisténcia.

Entretanto, ndo é restrito exclusivamente ao ambiente hospitalar e se refere ao fato de que as
13



IRAS podem ocorrer em Varios niveis de atencdo a satde (Siegel et al. 2007). Entretanto as
infeccBes comunitarias sdo aquelas averiguadas ou em incubacgdo de pacientes na comunidade
em que ndo ha relacdo com o ingresso do paciente no hospital e desde que a mesma ndo esteja
relacionada a uma internacdo anterior (Ministério da Saude 1998).

Os tipos de infecgdes comunitarias observados com maior frequéncia sdo
infeccOes respiratérias, infecgcdes do trato urinario e infeccdes cutaneas (Falsey et al. 2014).
Sendo as infeccOes respiratorias mais prevalentes as amigdalites, bronquites e as pneumonias.
Ressalta-se que a prescricdo de antibidtico geralmente ocorre em 95.5% dos casos (Schaad et
al. 2016).

Da mesma forma que nas infeccBes do trato respiratério superior o uso de
antibioticos, de administracdo oral, em infeccbes adquiridas na comunidade, também é
empregado na pratica em clinica odontologica (Segura-Egea et al. 2010). Neste contexto ha
que se considerar também as infeccbes odontogénicas, aquelas que se iniciam a partir de
estruturas dentais. Elas podem ser provenientes de caries que causam necrose pulpar e se
disseminam para o tecido 0sseo periapical ou periodontal, decorrentes de infeccdo bacteriana
de uma bolsa periodontal ou de um foliculo pericoronario de um dente parcialmente
erupcionado (Bascones et al. 2004).

A amoxicilina é o antibacteriano de primeira escolha (Segura-Egea et al. 2017).
Em casos de relato de alergia a betalactamicos, as alternativas sdo usar como terapias para
substituicdo a clindamicina, a claritromicina ou a azitromicina (Segura-Egea et al. 2017).

Entretanto, a inegavel relacdo entre a constituicdo da microbiota intestinal e suas
alteracdes tém sido intensamente estudada nos Gltimos anos (Passos and Moraes-Filho 2017).
Esta claro que as interacdes entre hospedeiros e suas comunidades microbianas precisam ser
caracterizadas em detalhes se quisermos entender a sua participagdo nos processos
fisiologicos humanos. Além disso, é provavel que o estudo de tais interacbes hospedeiro-
microrganismo forneca novas estratégias para modular tais sistemas complexos com o intuito
de manter ou restaurar a homeostase, a fim de prevenir ou curar estados patolégicos. Ha
crescentes indicios da importancia das bactérias na formacdo do desenvolvimento do cérebro
e do comportamento (Cho and Blaser 2012, Sharon et al. 2016). As modificacbes nas
comunidades microbianas intestinais podem afetar a comunicacdo intestinal, alterando a
trajetéria do desenvolvimento do cérebro e a crescente vulnerabilidade aos transtornos

psiquiatricos (Guarner and Malagelada 2003, Dinan and Cryan 2013, Sharon et al. 2016).
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Partindo do pressuposto de que o uso de antimicrobiano seria inapropriado em
muitos casos, pois estima-se que 70-80% das receitas de antimicrobianos para infecgfes do
trato respiratério superior seriam para infeccGes predominante de etiologia viral (Tonkin-
Crine et al. 2016) e o adequado tratamento nos casos de infeccbes endoddnticas agudas,
limitado a tratamento local, com debridamento do espago do canal radicular e uso de
analgésicos seria suficiente para reduzir a carga microbiana e permitir a cura (Khalighinejad
et al. 2016), as mudancas na microbiota intestinal poderiam promover impacto na diversidade
bacteriana, na expressdo de seus fatores de viruléncia (resisténcia aos antimicrobianos), nos
comportamentos como a ansiedade. O uso de antibidticos e sua real necessidade devem ser
avaliados, pois prescrever antibioticos em situacbes em que ndo seriam indicados é um risco
tanto para o aumento da resisténcia bacteriana quanto para mudancas significativas na
microbiota e como consequéncia ha evidencias de mudangas na microbiota intestinal e seus
efeitos em estruturais neurais (Zhang et al. 2015).

Esse estudo pretende contribuir para deteccdo de perfis de microbiota diferentes
em ratos que apos o uso de antibidticos possam ter uma possivel relacdo de mudanga no
comportamento relacionado a ansiedade e a alteragdo de memoria durante o tratamento e apos
meses do uso de antibidticos, auxiliando os profissionais na concepcdo de novas estratégias

terapéuticas, no uso consciente de antibidticos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbioma intestinal e sua composigéo

O microbioma humano é a soma de todos microorganismos que residem nos
tecidos e fluidos humanos, composto principalmente por bactérias. A microbiota humana
normal também inclui alguns fungos, arquéias e virus. Cada local anatdmico (pele, boca,
intestino, vagina, etc) possui seu microbioma especifico (Marchesi and Ravel 2015). Wunsche
et al. (1995) consideram as comunidades microbianas como unidades funcionais nos
ecossistemas, as quais sdo caracterizadas pela soma das capacidades metabdlicas das
diferentes espécies.

O trato gastrointestinal humano contem mais de 100 bilhGes microrganismos,
sendo que a grande maioria se encontra no intestino, superando inclusive o nimero de células
humanas. Esta complexa comunidade microbiana é conhecida como a microbiota intestinal.
Estima-se que a microbiota intestinal seja composta por 500 a 1.000 espécies residentes que
incluem 7.000 a 40.000 cepas bacterianas representando 1800 géneros (Hollister et al. 2014).
A composicdo da microbiota, além da localizacdo, é influenciado pela idade, sexo, raca e
outros fatores como dieta, medicacdo (especialmente antibidticos), estresse, tabagismo ou
infeccbes gastrointestinais (Guarner and Malagelada 2003). A microbiota intestinal
coletivamente tem 150 vezes mais genes do que o genoma humano (Gill et al. 2006, Qin et al.
2010).

O “patrimdnio geneético” relacionado a essa comunidade é bastante complexo e
especifico, o que levou os pesquisadores a batizd-lo com o termo “Metagenoma” (Cho and
Blaser 2012).

O perfil dos grupos de bactérias que compdem o microbioma residente em
diversos locais anatbmicos obedece a uma distribuicdo previsivel entre as espécies de
mamiferos, de acordo com cada parte do corpo colonizada. O trato gastrointestinal, incluindo
a cavidade bucal e as fezes, sdo 0os microbiomas mais diversos entre os habitats corporais
amostrados (Li et al. 2012).

O trato gastrointestinal superior, ou seja, 0 estbmago e o intestino delgado,
contém poucas bactérias aderidas ao epitélio devido ao lumen conter acidos, secrecdes biliares

e pancredticas que exterminam a maioria dos microrganismos, além de movimentos
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propulsivos. No entanto, mesmo sob estas condigdes, um pequeno numero de bactérias
(menos 10%/g) esta ligada ao epitélio gastrico, 10* estdo presentes no jejuno e 107-10%gestéo
presentes no ileo (Tlaskalova-Hogenova et al. 2011). Por outro lado, o intestino grosso
contém um ecossistema microbiano diversificado com alta densidade de bactérias (10*!-
10%2/g) com maior frequéncia de bactérias anaerdbias (Ley et al. 2008).

Apds o nascimento, do ponto de vista microbioldgico, inicia-se a formagdo do
microbioma intestinal (Fouhy 2012). O trato intestinal se desenvolve de um meio estéril para
um microbioma estavel, semelhante ao de um adulto aos dois anos de idade (Fouhy 2012). O
desenvolvimento desse ecossistema é regulado por varios fatores, incluindo modo de parto,
regime alimentar, dieta/peso materno, uso de probidtico e de pré-bidticos e exposicdo a
antibioticos preé, peri e pods-natal (Fouhy 2012).

Entretanto, apesar de os filos que constituem o microbioma intestinal serem
previsiveis, as espécies que a compdem diferem marcadamente de individuo para individuo,
mesmo dentro de uma populacdo saudavel. O microbioma intestinal apresenta alta
variabilidade interpessoal, fazendo com que cada pessoa apresente um perfil de microbioma
praticamente Unico (Zaura et al. 2009). Os motivos que levam pessoas saudaveis a portarem
perfis tdo diferentes e especificos de microbioma ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
embora fatores como dieta, ambiente, tipo de parto, genética do hospedeiro e fatores
relacionados a exposicdo precoce aos microbiontes exercam influéncia definitiva nesta
formacdo, em adultos, 98% de todas as espécies pertencem a quatro filos bacterianos:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. (Cho and Blaser 2012, Peterson et
al. 2009). No intestino humano, por exemplo, os filos mais comumente encontrados sdo:
Bacteroidetes e Firmicutes (Morgan et al. 2013), os géneros Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus e Ruminococos Sao
predominantes.

Mudancas naturais na populacdo bacteriana intestinal ocorrem durante o
envelhecimento, devido a reducdo ou alteracdo em muitos processos fisioldgicos e mudancas
no estilo de vida, principalmente dieta, metabolismo, homeostase energética e imunidade
(Kundu et al. 2017). Em um estudo conduzido por Binyamin et al. (2020) foi observado que
grupo de idosos, que utilizam dieta rica em gordura, ha uma alta proporcéo de Bacteroidetes e

diminuicéo de Firmicutes.
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Para uma melhor compreensdo da composicdo e alteracbes do microbioma
intestinal humano e sua influéncia potencial na salde, estudos tem sido conduzidos com
modelos animais (Franzosa et al. 2019, Mondot et al. 2016). Roedores estdo entre 0s animais
de laboratério mais frequentemente empregados em diversos campos das ciéncias da vida,
incluindo para o estudo do microbioma, por causa de suas semelhancas fisioldgicas para com
0s humanos, bem como semelhancas em relacdo a anatomia gastrointestinal. Brooks et al.
(2003), relataram que o microbioma intestinal de ratos abrigava de 338 OTUs ou filotipos, o
que representa uma biodiversidade semelhante a do humano. Apenas 44 OTUs foram
caracterizadas e pertenciam ao filo Firmicutes, e o restante era Bacteroidetes, com predomino
da familia Clostridium e de lactobacilos (aproximadamente 20%), sendo os mais comuns L.

murinus e L. gasseri.

2.2.  Uso de Antibidticos e alteracbes no microbioma

Antimicrobianos classificam-se em antibacterianos, antifungicos,
antiprotozoarios, anti-helminticos e antivirais. Antibacterianos sdo divididos em antibioticos,
sintetizados por fungos e quimioterapicos, produzidos em laboratério. Os antibioticos sao
frequentemente manipulados quimicamente (semissintéticos). Geralmente, sdo pouco toxicos
para as células humanas, uma vez que sdo produzidos para a destruicdo ou inibicdo de uma
célula microbiana, como elemento de defesa das bactérias e fungos (Fuchs et al. 2004).

Os antibioticos Betalactamicos sdo uma classe ampla de antibiéticos, que inclui
a penicilina, cefalosporinas, cefamicinas, carbonémicos, monobactamicos, que possuem o
nucleo B-lactamico em sua estrutura molecular (Guimarées et al. 2010). Sdo medicamentos
indicados para tratamento de infec¢des causadas por cocos Gram- positivos e a maioria tem
excrecdo pela via renal. Poucos séo os betalactdmicos que ndo sdo eliminados por esta via,
tendo como alternativa a excrecao biliar. Sdo exemplos destes, a cefoperazona e a ceftriaxona
(Suarez and Gudiol 2009).

As lincosamidas, sdo uma classe de antibidticos que inclui a lincomicina, a
clindamicina e a pirlimicina Sdo antibioticos principalmente excretados pela bile o que gera
altas concentracdes nas fezes. Apresentam alta atividade frente a anaerdbios estritos. Rashid

et al (2015) indicaram que o uso desse antimicrobiano produz reducdo de bactérias aerobias e
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anaerobias Gram-positivas, quando administrados por periodo prolongado a individuos
saudaveis.

Pesquisas tem descrito que distdrbios no microbioma intestinal podem afetar o
estado de salde do hospedeiro. A disbiose intestinal, estado no qual o microbioma produz
efeitos nocivos através de mudancas qualitativas e quantitativas da flora bacteriana intestinal
(Hawrelak and Myers 2004), pode resultar em obesidade, diabetes, disturbios
gastrointestinais, imunoldgicos e neurocomportamentais. Tais doencas podem se originar
devido a mudancas no microbioma, favorecendo espécies mais patogénicas que podem
produzir varios fatores de viruléncia (Sweeney and Morton 2013, Astbury et al. 2015, Coppo
2018).

A capacidade dos antimicrobianos de alterar as comunidades microbiomas do
intestino tem sido observada desde 1940, quando os antimicrobianos foram desenvolvidos e
comercializados (Yoon and Yoon 2018). Em 1950, observou-se que o0 antibiotico terramicina
interferiu drasticamente com o intestino microbiota de pacientes submetidos a cirurgia
intestinal (Di Caprio and Rantz 1950). Desde entdo, muitos estudos tentaram elucidar as
mudancas na microbiota causada pela administracdo de antibioticos. Alguns desses estudos
sugerem que os antibiéticos podem causar alteracdes transitorias (Palleja et al. 2018), mas
outro estudo indica que eles podem levar a modificacdes permanentes. (Dethlefsen and
Relman 2011). Esses fatores podem ser correlacionados, principalmente com o espectro de
antibioticos, tempo de exposicdo, dosagem, e propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas também como vias de administracdo (Jernberg et al. 2010).

Estudos tem mostrado que intervengdes antimicrobianas em neonatos e em
criancas foram associadas a asma, reducdo da diversidade bacteriana e aumento de bactérias
produtoras de acidos graxos de cadeia curta (SCFAS) (Murk et al. 2011, Lapin et al. 2015), as
alergias, relacionadas a diminuicdo da prevaléncia ou abundancia de Bifidobacterium ou
Bacteroides, (Kim et al. 2019), as doencas metabolicas, aumento da atividade de lipase de
lipoproteina causando maior absor¢édo de acidos graxos e acumulo de triglicerideos (Cox et al.
2014). As alteracdes na adiposidade infantil podem estar relacionadas a maior abundancia na
familia Lachnospiraceae (maior peso infantil) e menor abundancia de Akkermansia
muciniphila (bactéria associada a satude metabdlica) (Zhang et al. 2019).

Dethlefsen and Relman (2011) avaliaram a microbiota intestinal de pessoas

saudaveis que foram expostos a ciprofloxacina por 5 dias, 500 mg por via oral duas vezes ao
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dia, que ocorreram em 2 e 8 meses, 0s resultados mostraram que o antibidtico alterou a
diversidade e composicdo da microbiota, no entanto, as mudangas variaram entre 0S
individuos.

Palleja et al. (2018) avaliaram amostras fecais de pacientes saudaveis que
receberam, ao longo de 4 dias, uma vez ao dia, 500mg de meropenem, 500mg de vancomicina
e 40mg de gentamicina. Alteracdes iniciais no microbioma fecal estiveram associadas a
presenca intensa de Enterococcus faecalis e Fusobacterium nucleatum, e o reducdo de
espécies de Bifidobacterium. A microbiota intestinal dos individuos recuperou-se para a
composi¢do proxima da linha de base em 1,5 meses. Embora 9 estavam presentes em todos 0s
individuos antes do tratamento, estas ndo foram detectadas em até 180 dias.

O desequilibrio causado por antibioticos na microbiota intestinal pode também
causar diarreia, associada principalmente a proliferacdo de Clostridium difficile (Silverman et
al. 2017). Alem disso, o tratamento com alguns antibioticos pode ser considerado um fator de
risco para o desenvolvimento de infeccdo por C. difficile (CDI), principalmente clindamicina,
cefalosporinas e fluoroquinolonas (Brown et al. 2013).

As lincosamidas (clindamicina) estdo correlacionadas com o aumento de genes de
resisténcia na microbiota intestinal e diminuicdo na diversidade de géneros Bacteroides sp.,
Coprococcus, Roseburia, Ruminococcus e Lachnospiraceae (Rashid et al. 2015).
Betalactamicos (por exemplo, penicilina v, amoxicilina, ampicilina / sulbactam,
cefalosporinas) parecem diminuir a riqueza bacteriana total de Actinobacteria e Firmicutes e
aumento de Proteobacteria e Bacteroidetes (Arboleya et al. 2016). Macrolideos (por exemplo,
claritromicina e eritromicina) sdo correlacionados com diminuicdo de Actinobacteria
(incluindo Bifidobacterium), Firmicutes (principalmente Lactobacilli) e diversidade
bacteriana total e aumento de Proteobacteria e Bacteroidetes (Isanaka et al. 2016). Assim, a
maioria dos antibioticos estéo relacionados a uma das causas da dishiose, caracterizada neste
caso foi a perda de diversidade, aumento na propor¢do de potencialmente bactérias
patogénicas e desequilibrio na proporcéo de filos bacterianos (Arboleya et al. 2016, Isanaka et
al. 2016, Jakobsson et al. 2010).

Mudancas no ambiente local também constituem um fator envolvido na promocéo
de homeostase apos disbiose, por exemplo, diarreia, onde a eliminacdo de microorganismos

indesejados ocorre, permitindo recolonizacgdo por bactérias nativas (Gordon et al. 2012).

20



Portanto, é possivel considerar que o uso de antibioticos, possa gerar dishiose, em
geral, através do aumento de Proteobacteria (Arboleya et al. 2016, Jakobsson et al. 2010)
além de reduzir a propor¢do de bactérias benéficas e protetoras para o hospedeiro, incluindo
Actinobacteria e Bacteroidetes (Jakobsson et al. 2010).

2.3. Eixo cérebro-intestino

O Eixo Cérebro-intestino ¢ o conjunto de complexas vias neurais e ganglios,
envolvendo o Sistema Nervoso Central (SNC), o Sistema Nervoso Entérico (SNE) e o
Sistema Nervoso Autdnomo (SNA). Além das vias neurais aferentes e eferentes, participam
dele o sistema imune e 0 enddcrino para a comunicagdo intercelular (O'Hara and Shanahan
2006). Por meio desse eixo, ha integracdo de importantes centros cerebrais de controle
cognitivo e emocional com os ganglios do SNE, possibilitando ampla regulacdo de varios
mecanismos corporais, como sinalizacdo intercelular, ativacdo imunoldgica, permeabilidade
intestinal e sinalizagdo neuroenddcrina (EI Aidy et al. 2015). O cérebro controla as funcdes
intestinais como a motilidade intestinal, secrecdo, permeabilidade e producdo de mucina, e,
inversamente, mensagens viscerais do intestino podem influenciar as fungdes cerebrais e 0
comportamento (Collins 2012, Indrio 2013).

Estudos utilizando modelos animais e estratégias como infec¢fes gastrointestinais
experimentais, transplante de microbioma fecal e utilizacdo de modelos isentos de
colonizag¢do intestinal (modelos “germ-free”) vém demonstrando que a intima relacdo do
microbioma com o SNE influencia de modo definitivo o funcionamento do Eixo Cérebro-
Intestino. Tem sido demonstrado, por exemplo, que a colonizacdo intestinal com certos tipos
especificos de bactérias em modelos germ free (GM) foi capaz de modificar o comportamento
frente a resposta ao stress. A partir de tais observacBes, surgem novas possibilidades de
pesquisa sobre a influéncia do microbioma no neurodesenvolvimento, no comportamento, na
cognicao e na resposta organica ao stress (Collins et al. 2014, Dinan and Cryan 2013).

Um estudo conduzido por Kundu et al. (2019) investigou os efeitos das mudancas
no microbioma decorrentes do envelhecimento, através do transplante do microbioma
intestinal de camundongos velhos ou jovens em camundongos receptores jovens GM. Ambos
0s grupos mostraram ganho de peso e massa muscular esquelética semelhantes. Camundongos

GM que receberam um transplante de microbiota intestinal de camundongos doadores idosos
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mostraram aumento da neurogénese no hipocampo do cérebro. Os autores sugeriram que 0S
transplantes do microbioma intestinal de hospedeiros idosos conferiram efeitos benéficos em
receptores jovens.

O microbioma intestinal mantém a homeostase do sistema nervoso central,
regulando a fungdo imunoldgica e a integridade da barreira hematoencefélica. Os mecanismos
exatos pelos quais ocorre a comunica¢cdo microbioma-intestino-cérebro ainda sdéo amplamente
desconhecidos. E provavel que varios sistemas estejam simultaneamente envolvidos. Ha
evidéncias de que o microbioma intestinal pode influenciar os sistemas de sinalizacéo
neurotransmissor, sinaptico, neurotréfico e a neurogénese (Luczynski et al. 2016, Yano et al.
2015).

Os mecanismos reguladores de duas vias no eixo cérebro-intestino sugerem que 0
cérebro e o intestino exercem efeitos significativos um sobre o outro. Por um lado, o centro
SNC regula a microbiota intestinal direta e indiretamente (Sherwin et al. 2016). O cérebro
regula diretamente a fisiologia intestinal por meio do sistema nervoso auténomo e do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). O SNC regula indiretamente a composicéo e funcdo do
microrganismos intestinais ao liberar moléculas de sinalizacdo, como citocinas, que podem
influenciar o metabolismo de varios neurotransmissores, como a serotonina, a dopamina e o
glutamato, e que possuem um papel importante sobre a plasticidade neuronal. E possivel
ainda que o microbioma intestinal também exerca efeitos sobre a funcdo do SNC (Haroon et
al. 2012).

As conex0des neurais envolvem o sistema nervoso central autbnomo e sistema
entérico. O eixo intestinal do cérebro é comparavel a um circuito complexo composto de
receptores, fibras aferentes que se projetam para diferentes centros integrativos no cérebro e
fibras eferentes projetando-se para o 6rgdo efetor (Gaman and Kuo 2008). Os receptores
coletam sinais especificos do lumen, incluindo produtos quimicos, mecanicos, térmica e dor,
de forma indireta envolvendo algumas células como a células enteroenddcrinas (Gaman and
Kuo 2008, Mayer 2011). Células estas que sintetizam o neurotransmissor glutamato,
utilizando esse como sinal sensorial aos neurdnios vagais, o circuito neural que eles formam
da o intestino a rapidez para dizer ao cérebro de todas as ocorréncias do dia (Kaelberer et al.
2018).

A entrada do sistema autbnomo do intestino esta conectada ao sistema limbico

que € composto pelo hipocampo, que € responsavel pela memdria e navegacdo espacial, a
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amigdala que integra respostas de medo e excitacdo e o cortex limbico que regula o olfato e
sensorial e fungdes motoras. Esta comunicacdo explica a forte ligagdo entre comportamento e
intestino (Colins 2012), O SNE é um 6rgdo semi-autdbnomo, ou seja, pode funcionar de forma
independente e também etd conectado ao cérebro. O ramo aferente do SNE carrega
informacdo do instestino para o cérebro como uma resposta a distensdo do intestino ou outros
sinais perigosos, como endotoxinas bacterianas, citocinas, etc (Collins 2012).

As bactérias intestinais interagem com as células da mucosa através da liberacdo
de susbstancias bacterianas, produtos de fermentacdo, como SCFA, e indiretamente
estimulando a producéo no intestino de fatores neuroendécrinos (Indrio 2013). Eles produzem
ou estimulasm a producdo de aminoacidos, como GABA e triptofano (percusor de
serotonina), e monoaminas, como histamina e dopamina, que afeta tanto o SNE quanto o SNC
(Stilling 2014).

As bacteérias intestinais interagem diretamente com as células da mucosa por meio
da liberacdo de substancias bacterianas, produtos de fermentacdo, como SCFAs, e
indiretamente estimulando a producdo de intestino fatores neuroendocrinos (Indrio 2013).
Eles produzem ou estimulam a producdo de aminoacidos, como GABA e triptofano (o
precursor de serotonina), e monoaminas, como serotonina (5HT), histamina e dopamina, que
afeta 0 SNE e o SNC por meio de seu transporte em por meio de seu transporte no sangue
(Stilling 2014). Eles também secretam SCFAs que atuam como histonas inibidores da
desacetilase (HDACs) que aumentam a transcricdo do gene em neurdnios (Stilling 2014).
GABA, recentemente mostrou ser produzido por lactobacilos comensais e bifidobactérias em
humanos e outros neuroquimicos que foram isolados de bactérias intestinais incluem
noradrenalina, 5-HT, dopamina e acetilcolina (Collins 2012).

As bactérias intestinais também interagem com as células enterocromafins que séo
considerados transdutores de sinal bidirecionais sendo acessiveis para 0 microbioma entérico
no lado luminal e em contato com terminais nervosos aferentes. As células enterocromafins
secretam serotonina e peptideos de sinalizacdo, como hormdnio liberador de corticotropina,
colecistocinina e somatostatina (Rhee 2009).

As células imunolégicas da mucosa também permanecem imunologicamente
hiporresponsivas as bactérias comensais, mas também mantém sua capacidade de resposta aos

organismos patogénicos que indicam que, em condi¢des fisioldgicas, o sistema imunolégico
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intestinal reconhece bactérias comensais e desencadeia sinais basais ou tdnicos na auséncia de
ativagcdo completa do inato e resposta imune adaptativa (Mayer 2011).

Portanto em condi¢des habituais, ha um equilibrio entre o microbioma e o sistema
imunoldgico e mudancas induzidas por antibidticos perturba este equilibrio, resultando em
prefis alterados de citocinas mediados pela ativagao de receptores semelhantes a Toll (Collins
2012). Os produtos das células imunes ativadas comunicam ao cérebro para alterar a atividade
neural (Maier and Watkins 1999).

2.4. Uso de antibioticos, alteragdes no microbioma e no comportamento

A maioria das classes de antibioticos administrados por via oral para tratamento
de infecgbes podem induzir a mudangas no comportamento. Os antibidticos mais
frequentemente testados quanto aos seus efeitos de alteracdo no comportamento e memdria
sdo: penicilinas, quinolonas, macrolideos e sulfonamidas (Isanaka et al. 2016, Brown et al.
2013).

Recentemente, Mohle et al. (2016) indicaram que ap6s 2 semanas de tratamento
com antibioticos mistos (vancomicina, ciprofloxacina, imipenem e metronidazol) ocorreram
diminuic@es significativas em neurénios maduros.

Estudos mostram que a proliferacdo e o desenvolvimento de neurbnios estdo
intimamente relacionados com memoria e socializacdo. O desenvolvimento neuronal
prejudicado pode causar obstadculos a constituicdo do centro de controle emocional,
favorecendo surgimento de doencas mentais (Grenham et al. 2011, Gareau et al. 2011).

Com base em trés estudos de caso-controle realizados entre 1995 e 2013, Lurie et
al. (2015) descobriram que um Unico tratamento com antibidticos, como penicilina e
quinolonas, podem causar um ligeiro aumento no risco de depressao e ansiedade. Resultados
semelhantes, em estudo conduzido por Kaur et al. (2016) indicam que o uso de
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina e moxifoxacina) para tratamento de infec¢des
do trato urinario, sinusite bacteriana aguda ou infec¢des bacterianas em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica, produziram toxicidade neuropsiquiatrica em longo prazo. Dentre
0s participantes, 93 de 94 entrevistados que tomaram fluoroquinolonas relataram eventos
como transtorno de ansiedade (72%), depressdo (62%), insOnia (48%), ataques de panico

(37%) e comprometimento cognitivo (33%). Na mesma pesquisa, também foi avaliado, se o
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antibidtico ciprofoxacina (10 mg / kg-50 mg) administrado em camundongos C57BL causaria
alteracdes. Foi verificado que os camundongos tratados com ciprofoxacina apresentaram
menor forca de preensdo, equilibrio reduzido e comportamento depressivo em comparacdo
com os controles.

Comportamentos semelhantes a depressdo foram observados em ratos recém-
nascidos apo0s intervengdo com uma mistura de antibidticos (ampicilina, bacitracina,
meropenem, neomicina, vancomicina), administrada por gavagem (10ml/kg) por 11 dias.
Houve extensdo no tempo de imobilidade em no teste de suspensdo pela cauda e no teste de
natacdo forcada (Frohlich et al. 2016).

Hoban et al. (2016) indicaram que o tratamento de ratos com uma combinagédo de
antibioticos (ampicilina, vancomicina, ciprofloxacino e imipenem) por 6 semanas,
administrados em agua potavel, intensificou comportamentos semelhantes aos depressivos, e
deficiéncia cognitiva.

Jang et al. (2018) avaliaram o comportamento de camundongos tratados com
ampicilina (10, 50 e 100 mg/kg/dia) por meio de gavagem, uma vez ao dia, com duragéo de
dois dias. Os animais foram submetidos ao teste labirinto em cruz elevado. O estudo mostrou
que o tempo de entrada dos camundongos nos bracos abertos, foi significativamente reduzido
apos 2 dias de intervencdo com 100 mg/kg de ampicilina, sugerindo que a intervencdo com
este medicamento pode induzir um comportamento semelhante a ansiedade.

Guida et al. (2018) realizaram um estudo com intervencdo antibiotica combinada
(ampicilina, estreptomicina e clindamicina) a agua potavel esterilizada (1 mg/mL) por 2
semanas, em ratos. Ocorreu uma extensdo do tempo de imobilidade no local durante a natagédo
e testes de suspensdo da cauda e uma reducao na exploracgéo social.

Leclercq et al. (2017) demonstraram que a penicilina tem efeitos duradouros na
microbiota intestinal. Ratas gravidas foram tratadas com penicilina V diluida em agua
potavel, garantindo a exposicdo da prole ao tratamento pré-natal. Testes comportamentais
foram iniciados quando a prole atingiu a idade de 6 semanas, e animais tratados com
antibioticos exibiram comportamentos sociais de ansiedade e agressividade.

Mudancas induzidas por antibiéticos na microbiota intestinal também induziram
mudancas na quimica do cérebro e comportamento. Uma associacdo de antimicrobianos
composta por bacitracina, neomicina e pimaricina foi administrado por gavagem a

camundongos durante 7 dias e o comportamento foi monitorado antes, durante e apds a
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administracdo de antibioticos. Os perfis da microbiota eram monitorado usando eletroforese
em gel de gradiente desnaturante. Embora nenhuma diferenga nos perfis da microbiota tenha
sido observada entre 0s grupos de teste antes dos antibi6ticos, o tratamento resultou em
aumento da abundancia relativa de Lactobacilos e Actinobacteria e uma diminuigdo em Y-
proteobacteria e Bacteroides. As mudangas descritas induzidas por antibiéticos no
microbioma intestinal voltaram ao normal dentro de 2 semanas apds a interrupcdo do
tratamento e isso foi acompanhado por uma normalizagdo do comportamento (Bercik et al.
2011).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar o efeito do uso de agentes antimicrobianos
amoxicilina e clindamicina na diversidade e na estrutura da microbiota intestinal, além das

possiveis alteragdes de comportamento em ratos Wistar.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a composi¢do das comunidades bacterianas imediatamente apds o
uso e em 7, 30, 60 e 90 dias;

b) Comparar parametros de diversidade ecoldgica bacteriana intra- e inter-amostra
(alfa-diversidade) de fezes, considerando-se o uso dos agentes antibacterianos
amoxicilina e clindamicina, nos diferentes periodos de tempo;

C) Determinar alteracbes comportamentais do tipo ansioso (teste de labirinto de
cruz elevado), atividade locomotora (teste de campo aberto), teste de
memoria (reconhecimento de objetos) nos ratos antes, apds o ciclo de

antibioticoterapia, e em 30, 60 e 90 dias decorridos de sua interrupgéo.
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4. ARTIGO

A seguir estd apresentado o artigo referente aos resultados de culturas e
sequenciamento bacterianos e comportamentais mencionados nos objetivos da tese, o qual
sera submetido ao periddico International Journal of Antimicrobial Agents. (Qualis A2, Area
Ciéncias Biologicas I1).
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5. CONCLUSOES

Os efeitos das bactérias intestinais na funcdo e no desenvolvimento do cérebro
tém sido uma area de pesquisa ativa nos Ultimos anos. O uso de antibi6ticos pode alterar a
diversidade bacteriana no intestino pois ndo sdo seletivos, atingindo também as bactérias
comensais.

No presente trabalho a exposicdo de ratos Wistar, aos antimicrobianos
amoxicilina e clindamicina por 3 dias, foi capaz de diminuir a carga microbiana nas fezes dos
animais expostos imediatamente ap6s 0 uso dos mesmos. Para os animais que receberam
antimicrobianos por 7 dias, uma diminuicdo significativa no nimero de coldnias bacterianas
foi observada logo ap6s a administragdo, permanecendo alterada mesmo apds 30 dias de
administracdo. No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos AC e CM.

Entretanto foi observado que os indices de diversidade alfa indicaram variacGes na
riqueza, diversidade e equitabilidade em relacdo a exposicdo a AM ou CM. Mudancas
composicionais a nivel de género apresentaram diferencas estatisticamente significativa apos
3 e 7 dias do uso dos antibioticos e se mantiveram alteradas ap6s 30, 60 e 90 dias.

Os animais apresentaram um comportamento mais ansioso imediatamente apds o
uso de AC e AM quando avaliados no teste do labirinto em cruz elevado, entretanto quando
submetidos ao teste de campo aberto ndo houve diferenca estatisticamente significativa para
0S animais que usaram 0s antibioticos por 3 dias. Para os grupos de animais que usaram
antibioticos por 7 dias o tempo no centro do aparelho mostrou-se significativamente menor.
Quando submetidos ao teste de reconhecimento de objeto foi observado que o tratamento com
os antibidticos diminuiu a capacidade dos ratos de explorar um novo objeto, quando avaliados
imediatamente apds o uso dos antibidticos.

Os antibidticos amoxicilina e clindamicina mesmo em doses baixas e em
esquemas posologicos com uso por curto periodo demonstraram ser capazes de afetar
significativamente a composicdo da microbiota intestinal, mesmo que haja um retorno no
namero de colbnias anteriormente visualizadas. Este estudo mostrou que mesmo apds 90 dias
de uso dos antimicrobianos a sua composi¢do ndo permanece a mesma, € consequentemente

pode acarretar em manifestacdes no comportamento.
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7. ANEXOS
ANEXO 1 - PARECER DE APROVACAO DA CEUA-PUCRS

—

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Cadigo SIPESQ: 8361 Porto Alegre,2 da cutubra de 2018

Prazado(a) Pesquisador(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou o
Projeto de Pesquisa "EFEITC DO TEMPO DE UTILIZACAO OE ANTIMICROBIANOS
PRESCRITOS PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES ODONTOGENICAS NO
COMPORTAMENTO E NO MICROBIOMA ORAL E INTESTINAL ESTUDD Em MODELO
ANIMAL" coardenada por MARIA MARTHA CAMPOS,

Sua Investigagde. respeitando com detalhe as

descricbes contidas no projeto e formuldrios aveliados pela CEUA, esta autorizada a
partir da presenta data.

Duracéio do Projeto: 02110/2016 - 020712018

N* de Animais Espécie
42 Raltus novergicus
Total da Animais: 42
Atenciosamentes,

Camisedo de Etica no Uso de Animais(CEUA)




ANEXO 2 — PARECER DE APROVACAO PELA COMPESQ-ICBS-UFRGS
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ANEXO 3 - PARECER DE ENVIO A CEUA-UFRGS COM INDICACAO DE
ENCAMINHAMENTO A CEUA-PUCRS, INSTITUICAO ONDE SE REALIZA A
ETAPA EXPERIMENTAL ENVOLVENDO ANIMAIS.

Trata-se de um projeto de pesquisa vinculado ao doutorado de uma aluna do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas: Farmacologia e Terapéutica/ UFRGS,tendo como linha tematica Farmacologia da Infeccdo.Titulo: EFEITO DO
TEMPO DE UTILIZACAC DE ANTIMICROBIANOS PRESCRITOS PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES ODONTOGENICAS NO COMPORTAMENTO E NO
MICROBIOMA ORAL E IMTESTIMAL - ESTUDO EM MODELO ANIMALEste projeto serd realizado em trés locais: Biotério do Centro
de Modelos Biolégicos Experimentais (CEMBE) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Laboratério de
Bioquimica e Microbioleogia Bucal, da Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul e Laboratdrio
de Geobiologia, do Instituto do Petrdleo e Recursos Maturais da Pontificia Universidade Catélice do Rio Grande do Sul.
Tendo em vista que o desenvolvimento da parte experimental do projeto de pesquisa intitulado: Efeito do tempo de
utilizacdo de antimicrobianos prescritos para o tratamento de infec¢bes odontogénicas no comportamento e no microbioma
oral e intestinal - Estudo em Modelo Animal, que envolve a utilizacdo de animais (ratos Wistar (Rattus norvegicus))
sera desenvolvido no ambito da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, cabe a CEUA - PUC a sua analise
e aprovacdo. Com isso, o referido projeto ficara arquivado na CEUA- UFRGS.
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ANEXO 4 — CADASTRO NO SISTEMA DE GERENCIAMENTO DO PATRIMONIO

GENETICO (SISGEN).

Ministério do Melo Amblente
CONSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA HACIOMAL DE GEETAD DO PATRIMONID GENETICE E D0 CONHECIMENTD TRAMCIONAL ASSOCIADD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? A425474

A alividade de soegss a0 Palrimons Gendlics, nos lenmos abaixmn resumida, Toi cadasirada no SioGen,
e abendEmeanto &0 previslo na Lei n® 13.123/2015 & seus regulamentos.

Wisrsern do cadastre: A425474

Usisario: UFRGS

CPFICNPL 92.069.B580001 08
Objeto do Acesso: Patrimnio Genético
Firaligade do Acesse: Pesquisa

Espécie

Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificagio
Impessibilidade de identificagia
Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificagia
Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificagio
Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificagio
Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificacio
Impessibilidade de identificagia
Impessibilidade de identificacio

72



Impossibilidade de identificacio

Titule da Atvidade: Efeitn do tempo de utilizacio de antimicrobianos prescritos para o
iratamanto di |I'|H¢I:ﬂll- Mﬂlﬂﬂﬂlﬂlﬂt no comporiamento & no microbicma
oral & intestinal - estude em models animal

Equipe

Francizcs Montagner UFRGS
Maria Martha Campos PUCRS
Rafagla Alves Arcanjo UFRGS

Parceiras Nacionais
BH.630.41W0001-08 | Unifo Brasileira de Educagio o Assistincia

Data dn Calasho: 18102018 09:168:18
Siluacdo do Cadastm: Concluido

Conselho de Gesldo do Palimdris Genélico
Siluacho cadastral confodme consulta 80 SEGen am 918 de 18M02KME.
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