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RESUMO

A disbiose intestinal se refere ao desequilibrio da microbiota, quando da proliferacao
exacerbada ou da diminuicdo de uma populagdo especifica de micro-organismos,
sendo desencadeada por varios fatores, incluindo a utilizacdo de antibioticos, tais
como a amoxicilina, uma penicilina semissintética de moderado espectro. Uma vez
que a disbiose intestinal estda associada a uma grande variedade de condigdes
imunopatologicas e reprodutivas, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a
disbiose intestinal induzida pela amoxicilina e sua influéncia sobre o ciclo estral de
camundongos. Para isso, camundongos fémeas da linhagem isogénica 129Sv/Ev
foram tratados com 500mg/Kg de amoxicilina tri-hidratada ou solugdo salina
tamponada de fosfato (PBS) por gavagem durante 15 dias. As fezes dos animais
foram coletadas para analise da microbiota bacteriana fecal por metagenédmica. Os
animais tratados com amoxicilina apresentaram diferentes filos e grupos bacterianos
em suas microbiotas fecais, quando comparadas com o grupo tratamento (PBS),
mostrando uma maior proliferacdo de Proteobacterias e uma presenca inferior de
Bacteroidetes, demonstrando que o uso da amoxicilina induz a disbiose intestinal
murina. Os camundongos disbioticos obtiveram um maior ganho de peso corporal
quando comparados ao grupo controle PBS, e ambos os grupos néo apresentaram
morte de animais durante todo o procedimento. Durante os tratamentos, a citologia
vaginal foi realizada por microscopia de campo claro, caracterizada por citometria de
fluxo e visualizagado vaginal, determinando a fase do ciclo estral em que os animais
se encontravam. As andlises de citologia vaginal, a visualizagdo vaginal e a
citometria mostraram que a disbiose induzida pelo uso da amoxicilina alterou o ciclo
estral dos animais e diminuiu 0 numero de células totais presente nas fases do ciclo.
Ademais, para caracterizar os possiveis parametros envolvidos na alteragao do ciclo
estral, amostras de ceco e ovarios foram coletadas para a analise da expressao
diferencial de genes codificadores de citocinas pré ou anti-inflamatéria IL-18 e IL-10
por PCR em tempo real. A expressao de IL-1( se apresentou aumentada no ceco e
no ovario de animais disbidticos, quando comparados aos dos animais controles. Ja
a expressao de /L-10, se apresentou reduzida no grupo disbidtico em ambos os
orgaos, quando comparados ao grupo controle. Sendo assim, os resultados indicam
que o uso da amoxicilina induz a disbiose bacteriana intestinal, influenciando no ciclo
estral murino e um estado pro-inflamatorio no ceco e ovarios dos camundongos.

Palavras-chave: Interleucinas, penicilina, antibiéticos, IL-18, IL-10.



ABSTRACT

Intestinal dysbiosis refers to the imbalance of the gut microbiota when a specific
microorganism population exacerbates or diminishes its proliferation being triggered
by several factors, including the use of antibiotics, as amoxicillin, a semisynthetic
penicillin of moderate spectrum. Since intestinal dysbiosis is associated with a great
variety of immunopathological and reproductive conditions, the main goal of this
study was to evaluate the intestinal dysbiosis caused by amoxicillin and its influence
on the estrous cycle of mice. For this, female mice isogenic strain of 129Sv/Ev were
treated with 500mg/Kg amoxicillin trihnydrate or tamponade phosphate (PBS) by
gavage for 15 days. Feces of the treated animals were collected for fecal bacterial
microbiota population by metagenomics analysis. The amoxicillin-treated animals
showed different phyla and bacterial groups in their feces microbiota when compared
to the PBS-treated group, showing higher Proteobacteria proliferation and lower
presence of Bacteroidetes, demonstrating that the use of amoxicillin induces
intestinal dysbiosis. Dysbiotic mice gained body weight when compared to the PBS
control group, and both groups did not show any deaths during the treatments.
During the treatments, the vaginal cytology was performed by light microscopy, with
cells characterization done by flow cytometry and physical evaluation of vaginal
parameters performed to determine the estrous cycle phase. These analyses
showed that the intestinal dysbiosis caused by the use of amoxicillin not only altered
the estrous cycle but also decreased the number of cells present in the cycle phases.
In addition, to characterize the possible parameters involved in altering the estrous
cycle, caecum and ovarian samples were collected to analyze pro- or anti-
inflammatory cytokines /L-18 and /IL-10 encoding genes by real-time PCR. The IL-18
expression showed up-regulated in both caecum and ovary from dysbiotic animals
when compared to control animals. On the other hand, /IL-10 showed down-regulated
on the in at dysbiotic group samples when compared to the control group. In
conclusion, the results indicated that the use of amoxicillin induces intestinal bacterial
dysbiosis influencing the murine estrous cycle and a pro-inflammatory pattern in
caecum and ovaries of mice under that antibiotic treatment.

Key-words: Interleukins, penicillin, antibiotics, /IL-18, IL-10.
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1. INTRODUGAO

O corpo humano hospeda trilhdes de micro-organismos em nivel das
membranas cutdneas e mucosas. Juntos, eles constroem uma comunidade
microbiana complexa, com multiplas fungdes metabdlicas e imunoldgicas que sao
essenciais para a sobrevivéncia do organismo (LIN E ZHANG, 2017). A
representacao mais importante dessa comunidade pode ser encontrada no intestino
como a microbiota intestinal (IACOB et al., 2019).

A microbiota gastrointestinal consiste em um grupo de micro-organismos
que habitam o trato digestério. Estes compreendem um ecossistema
metabolicamente ativo e complexo, consistindo em centenas de milhares de micro-
organismos (bactérias, virus e fungos) que colonizam o trato digestério logo apds o
nascimento do individuo. A microbiota intestinal estabeleceu uma associacao
dinamica de beneficios mutuos (simbiose) com o organismo humano, o qual resulta
na manutencdo de padrées imunolégicos, metabdlicos, bem como na correta
digestado de nutrientes e em a sua absorgao (PASSOS; MORAES-FILHO, 2017).

Os seres vivos tém seu proprio padrao individual de distribuicdo de
microbiota e composig¢ao, que é em parte determinada pelo genétipo do hospedeiro
e pela colonizagdo inicial que ocorre imediatamente apds o nascimento e pos-
habitos de vida do individuo. Diferentes fatores, como o tipo de entrega e
aleitamento materno, estilo de vida, dieta, condi¢gbes higiénicas e ambientais, uso de
antibidticos e vacinagdo podem determinar mudangas definitivas no padrdo da
microbiota intestinal (PASSOS; MORAES-FILHO, 2017).

A microbiota intestinal de murinos consiste em uma diversidade de micro-
organismos com alta variabilidade, composta por filos bacterianos como
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacterias, Cyanobacterias e demais seres
microbianos como virus e fungos (BEHR et al., 2018). O ceco de camundongos é
enriquecido em espécies das familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae,
enquanto o coélon possui membros das familias Bacteroidaceae e Prevotellaceae.
Espécies da familia Rikenellaceae sdo proeminentes tanto no ceco como no célon
(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016).

A ruptura na cooperagao entre hospedeiro e sua microbiota pode gerar
consequéncias para a saude do hospedeiro, com a diminuigdo ou modificagdo da

composi¢cdo microbiana, podendo culminar em condi¢des patologicas tanto em nivel
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intestinal como extraintestinal (ALMADA; ALMADA E MARTINEZ, 2015). Sendo
assim, utilizar o termo disbiose ¢é inutil se for apenas para descrever uma mudanga
na microbiota, a qual € assumida como sendo prejudicial para o hospedeiro. Em
alguns casos, a microbiota pode alterar-se numa resposta adequada, favorecendo o
hospedeiro, ou representar fenbmenos sem implicagdes fisiopatologicas (TAGUER &
MAURICE, 2016).

A disbiose intestinal € equacionada por diversos fatores que podem
modificar a microbiota intestinal, como a dieta, o ambiente, o estresse e até o uso de
farmacos, como os antibidticos (BEHR et al., 2018). Os antibioticos estdo entre as
mais importantes descobertas da medicina moderna (TORTORA et al., 2017). A
penicilina, por exemplo, que foi o primeiro antibiético a ser descoberto e utilizado
(ndo se considerando as sulfas), € um inibidor da sintese de parede celular de
moderado espectro (TORTORA et al., 2017; MARCO et al., 2017).

Entre os eventos criticos para a manutengdo de um determinado genaotipo
ou de uma espécie, a funcao reprodutiva feminina é determinante, sendo o processo
de crescimento e maturagao dos foliculos ovarianos, a ovulagao e o ciclo de vida do
corpo luteo de extrema importancia. Essa série coordenada de eventos, conhecida
na maioria dos mamiferos como ciclo estral, € caracterizada por quatro fases
(proestro, estro, metaestro e diestro), e esta sob o controle muito preciso de uma
série de variagbes hormonais (FSH, LH, progesterona, estradiol), determinado tanto
por fatores intrinsecos como por extrinsecos ao individuo (CALLEGARI, 2008).

Embora um grande numero de estudos sobre as influéncias da disbiose
venham sendo publicados nas ultimas décadas, poucos trabalhos delimitam os reais
mecanismos que coordenam a funcido reprodutiva e os efeitos adversos de
farmacos, como o uso de antibiéticos em animais (CALLEGARI, 2008). Logo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a disbiose intestinal induzida pela amoxicilina e sua

influéncia sobre o ciclo estral de camundongos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microbiota intestinal

O termo microbiota intestinal é utilizado para designar o conjunto de
micro-organismos presentes nos intestinos (ISOLAURI; SALMINEN; OUWEHAND,
2004). Além disso, estudos indicam que a microbiota intestinal trata-se de uma
mistura dindmica desses micro-rganismos, cuja composig¢ao varia ao longo do trato
gastrointestinal (BEHR et al., 2018).

Considera-se que os mamiferos se desenvolvem em um ambiente livre de
bactérias dentro do utero da mae, contudo, durante o nascimento, pela passagem no
canal vaginal densamente povoado por micro-organismos e, durante um periodo de
desenvolvimento inicial, se alimentam exclusivamente do leite materno
(BOURLIOUX et al., 2003), a microbiota colonizadora €& “moldada” pelos
componentes dietéticos e imunoldgicos desse leite, que inclui a imunoglobulina A
(IgA) derivada da mae, e segue um processo de desenvolvimento que é
caracterizado pela colonizagdo por espécies de micro-organismos (fungos, virus e
bactérias) ao longo da idade (NABHANI et al., 2019). A microbiota materna e demais
fatores como tipo do parto, idade, dieta, ambiente, utilizacdo de probidticos e
prebidticos, tratamentos farmacoldgicos, tolerancia oral, interagdes intermicrobianas
e interagdes micro-organismo-hospedeiro podem influenciar na conformagdo do
ecossistema da microbiota do individuo (PANTOJA-FELICIANO et al., 2013).

Vale ressaltar que a microbiota contribui diretamente para a
metabolizacdo de nutrientes e de vitaminas essenciais para a viabilidade do
hospedeiro, colaborando para obter energia de alimentos. Essa energia € adquirida
especialmente por meio da fermentagcdo de carboidratos ndo absorviveis, em uma
reacdo que induz a produgdo de cadeia curta de acidos graxos (SCFA), de
hidrogénio e de diéxido de carbono (PASSOS; MORAES-FILHO, 2017). Além disso,
a microbiota se estabelece de duas formas: autdctone e aloctone. A autdctone
refere-se a microbiota residente, a qual tem um papel importante na manutencéo da
integridade do hospedeiro, quando em equilibrio em um sitio especifico (MACKIE et
al.,, 1999). Essa microbiota ndo induz doenga em condigdes de normalidade
(NICOLI, 2004; SWIDSINSKI et al., 2005). Somente as bactérias dominantes
poderdo assumir as fungbes descritas anteriormente (entre 10° e 10'" UFC/g) e
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subdominantes (106 e 108 UFC/g) presentes em numero suficiente para causar
impacto no hospedeiro. Ja a microbiota aléctone, € transitoria, caracterizada pela
presenca de micro-organismos potencialmente patogénicos (MOURAO et al., 2005).
Em desequilibrio, esses micro-organismos podem proliferar e provocar doengas
(MACKIE et al., 1999). As populagdes microbianas n&o residentes ou transientes se
encontram abaixo de 108 UFC/g, sendo incapazes de desempenhar algum impacto
no hospedeiro mamifero (PEREZ et al., 2014).

O intestino dos mamiferos abriga uma das comunidades mais densas de
bactérias no planeta Terra, cujo numero excede o de células eucarioticas que
compdem seu hospedeiro (IACOB et al., 2019). Propde-se que a microbiota
intestinal se comporte como um organismo, produzindo componentes e metabdlitos
microbianos que estdo envolvidos em muitos processos do hospedeiro animal
(NABHANI et al., 2019).

Trilhdes de micro-organismos compdem a microbiota intestinal humana,
em que técnicas moleculares demonstraram que a microbiota apresenta-se
composta por 99,1% de espécies bacterianas representadas principalmente pelos
filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria, pertencentes
principalmente a familia Enterobacteriaceae (Gram-negativa) ou aos géneros
Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium e
Enterobacter, sendo o restante da microbiota intestinal composta por virus ou por
membros do dominio Archaea ou Eukarya (IACOB et al., 2019).

A microbiota bacteriana do intestino delgado de roedores é caracterizada
predominantemente por espécies do género Streptococcus, Veillonella e
Lactobacillus, enquanto no intestino grosso e intestino distal as espécies anaerobias,
principalmente dos géneros Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium e
Bifidobacterium sao identificadas, além de espécies anaerdbicas facultativas como
as pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella,
Lactobacillus e Proteus (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016). Em
camundongos, a microbiota fecal é inicialmente dominada por Proteobacteria, uma
assinatura do intestino delgado, mas, ap6s o desmame, as espécies dominantes
tornam-se Clostridium e Bacteroides spp., que sao caracteristicas do ceco. O
desenvolvimento sequencial da microbiota pode, assim, ocorrer de compartimentos
proximais a distais, o que faz sentido, ja que a dispersao no intestino € em grande

parte unidirecional ao longo da corrente fecal (LEE et al., 2013).
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2.2Disbiose e disbiose induzida por antibacterianos

O disturbio intestinal da microbiota, conhecido como disbiose intestinal,
ocorre devido a uma diminuigado ou a um aumento exacerbado de micro-organismos
presentes nesta microbiota do intestino (ZARRINPAR et al., 2018).

A microbiota intestinal pode ser considerada como chave na regulagao de
eventos fisioloégicos e no desenvolvimento de disturbios intestinais como a
enterocolite necrosante e a doenga intestinal inflamatéria (DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2006). As alteragbes na microbiota intestinal contribuem para a
etiologia do diabetes, da asma, da autoimunidade e do cancer (PAIXAO; CASTRO,
2016). Consequentemente, muito esforgo tem sido dedicado a compreender os
fatores que influenciam a composicdo da microbiota intestinal para manter e/ou
restaurar a saude no organismo do hospedeiro (HUANG et al., 2015). Segundo Butel
2013, o trato gastrointestinal (TGl) € constituido por complexas interacées de
células, de nutrientes da dieta e de micro-organismos colonizadores, o que garante a
homeostasia intestinal e um equilibrio dindmico que favorece a saude do hospedeiro
(BUTEL, 2013).

As circunstancias que originam as causas do termo disbiose intestinal s&o
diversas, como dieta, estado do hospedeiro, exposi¢cdo a substancias quimicas, a
ambiente e utilizagdo de farmacos, como por exemplo, o uso de antibiéticos (ZHANG
et al., 2015; ROSENFELD, 2017; BEHR et al., 2018).

A disbiose é caracterizada por um estado de microbiota alternativo no
qual subgrupos de células T, Th1, Th2, Treg e ydT, de células da imunidade inata e
metabdlitos como acidos graxos de cadeia curta (SCFA), anticorpos (especialmente
IgA) e citocinas sao alterados (ROSA et al.,, 2018). Todos esses mediadores do
hospedeiro promovem a comunicagao entre o TGl e os érgéos extra-intestinais. Isso
significa que quaisquer mudangas na interacdo da microbiota do TGI tém
repercurssdes na homeostase do corpo humano (PETERSON et al., 2015; IZUMI et
al., 2016; ROSA et al., 2018).

Em uma revisdo de Rosa et al., 2018 e Zarrinpar et al.,, 2018, as
evidéncias atuais sugerem que o crosstalk entre a microbiota comensal tem
influéncia na homeostase do corpo humano e animal, levando a um estado saudavel
ou doente (ROSA et al., 2018; ZARRINPAR et al., 2018). Ja foi demonstrado que a
disbiose intestinal pode induzir transtornos psiquiatricos (BERCIK, COLLINS, 2014),
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autismo (GHAISAS, MAHER, 2015), supercrescimento intestinal do intestino delgado
(SIBO) (GHOSHAL, 2017); diabetes tipo | (BROWN et al., 2015); gastroenterite
(LANGE et al.,, 2016); doenca hepatica (LEUNG, YIMLAMAI, 2017); colangite
esclerosante associada a nutricdo parental (YANG et al., 2016); obesidade (RILEY
et al., 2013); diarreia associada a antibioticos (AAD) (KABBANI et al., 2017);
acidente vascular cerebral isquémico (BENAKIS et al., 2016); doenga de Parkinson
(PARASHAR, UDAYABANU, 2017); asma (ARRIETA, FINLAY, 2014); colite
associada ao uso de antibidticos (PETERSON et al.,, 2015); favorecimento da
infeccdo por Clostridium difficile (CERVANTES, 2016); esclerose multipla (LEUNG,
YIMLAMAI, 2017); enterocolite necrosante (CASSIR et al., 2016); doenca
inflamatdria intestinal (LANGE et al., 2016); cancer de figado (YANG et al., 2016);
cancer colorretal (DIK et al., 2016); sepse (KREZALEK et al., 2016). Embora as
pesquisas tenham destacado principalmente resultados ruins entre modelos de
roedores e estudos epidemioldgicos, ha novas evidéncias sobre a modelagem da
microbiota para fins de tratamento, principalmente nas doencas de Parkinson
(PARASHAR, UDAYABANU, 2017), de diarreia associada a antibioticos (AAD)
(KABBANI et al., 2017) e de supercrescimento intestinal do intestino delgado SIBO
(SCALDAFERRI et al., 2012) (ROSA et al., 2018; ZARRINPAR et al., 2018).

Devido a fins médicos e muitas vezes nas afec¢gdes nos animais para o
consumo humano, a microbiota intestinal esta exposta a acido de antibidticos
(FRANCINO, 2016). A exposicao a esses antimicrobianos pode alterar a microbiota,
causando, por exemplo, a selecdo de agentes patogénicos oportunistas resistentes
que podem causar doengas e afetar a saude (BULL e PLUMMER, 2014;
FRANCINO, 2016).

Antibidticos de amplo espectro podem afetar a abundancia em 30% das
bactérias na comunidade intestinal, levando a um déficit na composicdo, na
diversidade e na uniformidade taxondémica dos grupos bacterianos residentes
(FRANCINO, 2016). Quando interrompida a terapia com um antibiético, pode haver
certo grau de resiliéncia na microbiota, sendo capaz de restaurar a composigcéao
similar a original, mas o estado inicial nem sempre & recuperado (PINTO, 2016).
Essas alteragbes contribuem para o risco imediato a infecgbes e também podem
afetar a homeostase imunolégica basica, além de enriquecer a microbiota com
micro-organismos resistentes ao antibacteriano utilizado (PINTO, 2016). Como

exemplos, o uso da cefotaxima em Ratos Wistar demonstrou alteragcdes na
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microbiota intestinal, caracterizadas por uma menor diversidade de a-
proteobactérias, com aumento das familias Bifidobacteriaceae e Enterococcaceae,
além de baixo nivel de valerato - um AGCC (Acidos graxos de cadeia curta) -
encontrado, culminando com a ruptura da homeostase intestinal (TULSTRUP et al.,
2015).

No caso da vancomicina, estudos em roedores apresentaram uma
diversidade de alteracbes na homeostase do hospedeiro. Os animais expostos a
vancomicina tiveram um ceco mais pesado e uma elevacdo do pH em relacdo aos
animais nao tratados com o antibiético, além de mudanca na comunidade bacteriana
no ceco, no ileo e nas fezes (ROSA et al., 2018). Notavelmente, a carga bacteriana
anaerdbica se apresentou aumentada com menores diversidades de a e B-
proteobactérias, diminuicdo de bactérias do filo Firmicutes e um aumento em de
Proteobacteria e Verrucomicrobiaceae. Além disso, a permeabilidade intestinal foi
diminuida (CHENG et al., 2017).

2.3 O uso de amoxicilina na saude animal

Em 1928, Alexander Fleming, um médico pesquisador inglés, recém-
chegado da primeira Guerra Mundial descobriu, enquanto estudava em seu
laboratério de pesquisa na Universidade St. Mary’s em Londres, variedades de
Shaphylococcus aureus (MARCO et al., 2017). Fleming observou uma zona de
inibicdo formada em torno de um fungo que estava contaminando suas culturas. A
substéncia antibacteriana foi denominada penicilina, uma vez que foi produzida pelo
fungo do género Penicillium (WILLIAMS e LEMKE, 2013).

As penicilinas sao classificadas em varias subcategorias, sendo
diferenciadas pelas estruturas quimicas e atividades antimicrobianas (KAUR et al.,
2011). A amoxicilina, que pertence a subcategoria de aminopenicilinas, foi
sintetizada em 1964 pela introdugdo de um grupo p-hidroxila na cadeia lateral da
ampicilina, que € uma outra aminopenicilina. Dessa forma, a absorg¢ao oral foi
melhorada e os efeitos colaterais, como a diarreia, foram minimizados, em
comparagao com a ampicilina (MARCO et al., 2017).

A amoxicilina esta disponivel em trés formulagdes diferentes: anidra,

sédica e tri-hidratada (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas quimicas da amoxicilina anidra (a), amoxicilina sédica (b) e amoxicilina tri-
hidratada (c). Fonte: Adptado de MARCO et al., 2017.

2.3.1 A Amoxicilina tri-hidratada

A amoxicilina tri-hidratada € um antibiético de moderado espectro
indicado para o tratamento de infecgdes contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Como todos os antibiéticos B-lactamicos, como a amoxicilina tri-hidratada,
esses farmacos possuem fungdes bactericidas ao interferir na biossintese do
peptidoglicano, um dos constituintes da parede celular bacteriana, uma vez que essa
estrutura € necessaria para a manutengao da integridade celular, entre outros
processos vitais (KAUR et al., 2011). O peptidoglicano € composto de dois agucares
alternados (N-acetilglucosamina e acido N-acetilmuramico) e um peptideo de cinco
aminoacidos que termina em D-Alanil-D-alanina, que esta ligado ao acido N-
acetilmuramico. Esse polimero fornece estabilidade mecénica rigida devido a sua
estrutura altamente reticulada (PETRI, 2006).

A amoxicilina liga-se a proteina ligadora de penicilina 1A (PBP-1A), que
esta localizada na membrana celular; € inativa a transpeptidas e sensivel a penicilina
pela acilacdo de seu dominio C-terminal. Essa interacdo é possivel porque a
amoxicilina tem uma estrutura semelhante a de D-alanil-D-alanina, o substrato
original dessa enzima (BRAZIL, 2016). Essa inibicdo enzimatica ocorre no ultimo
passo da sintese da parede celular bacteriana, impedindo, assim, a interligagao de
duas cadeias de peptidoglicano. A desestabilizagao estrutural da parede celular leva
a formacao de esferoplastos e a rapida ocorréncia de enzimas autoliticas mediadas
por lise (MARCO et al., 2017).

A amoxicilina tri-hidratada é indicada para o tratamento de infec¢des por
bactérias Gram-positivas aerdbicas e anaerdbias facultativas como Enterococcus
faecalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
viridans,  Staphylococcus aureus, sensivel a penicilina, espécies de

Corynebacterium, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes; bactérias anaerdbias
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como espécies do género Clostridium e bactérias Gram-negativas aerodbicas e
anaerobios facultativos, como Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, espécies do género Salmonella, Shigella e Brucella, Bordetella pertussis,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pasteurella septica, Vibrio cholerae e
Helicobacter pylori (MARCO et al., 2017). A amoxicilina é suscetivel a degradacéao
por B-lactamases e, portanto, o espectro de atividade de amoxicilina tri-hidratada
nao abrange os micro-organismos que produzem essas enzimas, ou seja, nao inclui
Staphylococcus spp., resistentes nem todas as cepas de Pseudomonas spp.,
Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (KATZUNG, TREVOR, 2017).

2.3.2 Uso de antibidticos em animais

Os antibidticos sdo amplamente utilizados no contexto da Medicina
Veterinaria. Segundo a International Federation for Animal Health Europe (IFAH), em
2010, os antimicrobianos corresponderam a uma quota de mercado dos
medicamentos veterinarios de 14,19% na Europa (IFAH, 2012). J4 em Portugal,
essa quota sobe para 33.3% (APIFARMA, 2011). De acordo com a IFAH, as
tetraciclinas sdo a classe de antibidticos mais utilizada nos animais, seguidas de
penicilinas, sulfonamidas, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e cefalosporinas
(IFAH, 2010). Ja no Brasil, a FDA (Food and Drug Administration) publicou no
Sumario de Antimicrobianos para uso em animais (2010) que cerca de 1% dos
antibioticos utilizados no Brasil sdo utilizados em animais, sendo que 42% sao da
classe das tetraciclinas; 8%, das penicilinas; 5%, das macrolideos; 0,2%,
cefalosporinas; 0,1%, fluoroquinolonas e 44,7% pertencentes a outros
antibacterianos (FDA, 2010).

A fim de controlar e combater doencgas infecciosas, Radostits et al., 2006,
relatou que a amoxicilina € um dos antibidticos mais utilizados no tratamento de
pneumonia e de broncopneumonia, principalmente para combate inicial contra
pneumonia em bezerros pré-desmamados, sendo amplamente utilizada na pratica
veterinaria (RADOSTITS et al.,, 2006). Além disso, a amoxicilina tri-hidratada é
indicada no tratamento de muitas doencas bacterianas em bovinos, sendo usual
frente a pneumonia bacteriana, a doencas diarreicas, a mastite e a doengas do
casco (MAZUREK; BOK; CHUDZIK, 2018).
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Além do combate a doencas infecciosas, os antibidticos sdo empregados
visando medidas profilaticas na reprodugéo animal. Morrell et al., 2019, enfatizam a
importancia da utilizacdo de antibiéticos no preparo de sémen de javali para a
inseminacao artificial, a fim de prevenir a contaminacdo por bactérias tanto no
procedimento de coleta do ejaculado, quanto pelo meio em que o sémen sera
armazenado por varios dias, ja que é rico em nutrientes, podendo, assim, haver a
replicacdo das bactérias e, consequentemente, a contaminacdo do sémen
(MORRELL et al., 2019).

A antibioticoterapia também & amplamente utilizada na produg&o animal
com o objetivo de ganho de peso. Estudos em suinos tratados com o antibiético
macrolideo (tilosina) mostraram aumentos rapidos na abundancia relativa de filo
Firmicutes, sendo esse filo associado positivamente a microbiota intestinal com o
ganho de peso no hospedeiro (KIM et al.,, 2016). Lee et al., 2012, também
descrevem que os antibidticos utilizados em frangos encontrados em ambientes
poluidos mostram-se uteis nas taxas de crescimento e no controle de infecgoes
patogénicas, levando-os a melhor produgao e qualidade de vida (LEE et al., 2012).
Na piscicultura, Santos (2018) revela que o MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento) aprovou apenas dois principios ativos em
antibacterianos, o florfenicol (Aquaflor®) e a oxitetraciclina (TM 700®). Ambos os
principios liberados sdo comumente empregados na criagdo de tilapias por terem
vantagens como a alta eficacia no controle de bactérias e baixo custo de aquisigao;
ainda, foi relatado pelo autor que o uso de florfenicol € mais eficaz, pela economia
durante o periodo de recria, pela diminuigdo dos custos variaveis, o que gera maior
taxa de sobrevivéncia e possibilidades maiores de vendas (SANTOS, 2018).

Assim, o uso de antibioticoterapia na ciéncia animal € amplo, buscando
nao s6 o combate a infecgdes mas também a profilaxia e a produgéo animal. Assim,
€ de suma importancia entender os mecanismos de influéncia no uso dos

antibidticos para a melhor determinacao dos efeitos no animal.
2.4 Disbiose e efeitos imunolégicos
A defesa contra micro-organismos € mediada pelas reagdes iniciais da

imunidade inata e pelas respostas tardias da imunidade adaptativa. A imunidade

inata é a primeira linha de defesa, pois possui mecanismos celulares e bioquimicos
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envolvidos no controle da homeostasia, prevenindo o processo infeccioso
(CRUVINEL et al., 2010). Os mecanismos da imunidade inata sdo especificos para
as estruturas comuns a grupos de micro-organismos relacionados, conhecidos como
PAMPs (Padrées moleculares associados aos patégenos), que sao reconhecidos
por receptores desses padroes PRRs (Receptores de reconhecimento de padrdes).
A partir desse reconhecimento, citocinas sao secretadas com o objetivo de estimular
uma resposta imune adaptativa especifica mediada por linfocitos e anticorpos
(WALPORT et al., 2014).

A secrecdo das citocinas € um evento breve e autolimitado; s&o
frequentemente pleiotropicas e redundantes, podendo assim influenciar o perfil de
resposta imune pré ou anti-inflamatério (JUNIOR-MESQUITA et al., 2010). As
citocinas iniciam suas acgdes pela ligagao a receptores de membrana especificos nas
células-alvo. As respostas celulares as citocinas sao firmemente reguladas, sendo
que existem mecanismos inibidores por feedback para diminuir estas respostas
(CRUVINEL et al., 2010).

A IL-1 é primariamente produzida por macréfagos e mondcitos, assim
como por células ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais
ativadas durante uma les&o celular ou uma infecgédo. Ha dois tipos conhecidos: IL-1a
e IL-18 (OLIVEIRA et al.,, 2011). A IL-1a é uma interleucina pro-inflamatoria,
intracelular, marcadamente associada a membranas celulares que age por meio de
contatos celulares (OLIVEIRA et al., 2011), constitutivamente expressa em muitos
tipos de células em tecidos saudaveis no estado estacionario. Sua expressao pode
ser aumentada em resposta a fatores de crescimento e a estimulos pro-inflamatorios
ou associados ao estresse (DI-PAOLO; SHAYAKHMETOV, 2016).

A IL-1pB é sintetizada como uma proteina precursora (Pro-IL-1B), que nao
€ secretada na forma ativa até ser metabolizada pela enzima caspase-1 frente a
ativagcdo de receptores citosélicos denominados inflamassomas (GAIDT e
HORNUNG, 2017). Ao ser secretada, a IL-1B induz febre, sintese de proteinas
plasmaticas de fase aguda, estimulagcao da produgcdo de neutrdéfilos, plaquetas e
mediadores de inflamacéo local, produgdo de éxido nitrico e moléculas de adeséao
endotelial (OLIVEIRA et al.,, 2011). A IL-18 também tem importante fungdo no
desenvolvimento e na manutengéo da dor (LIMA e FRANCO, 2010). A presenga da
citocina pro-inflamatéria IL-1B esta associada a uma variedade de padrbes

inflamatorios intestinais quando a microbiota intestinal esta alterada como, por
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exemplo, na colite tanto em humanos quanto em camundongos (SINGH et al.,
2019).

Entre as células que fazem parte dos mecanismos reguladores na
mucosa intestinal, as células T com fendtipo CD4+ CD25+ Foxp3+ (células T
reguladoras) contribuem para a homeostase intestinal, cuja e sua deficiéncia
(numero/fungdo) esta associada ao desenvolvimento de doencas inflamatdrias
cronicas. As células T reguladoras constituem uma fonte importante da citocina anti-
inflamatdria IL-10 e estdo envolvidas na regulagdo da resposta imune de forma
geral, na supressdo de células T autorreativas e na manutencdo da tolerancia
imunolodgica periférica (CORSETTI et al., 2013).

O efeito principal da IL-10 é inibir a sintese de outras citocinas, como o
IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a. A IL-10 inibe também a proliferacdo de células Th1 mas
atua como coestimulador no crescimento dos timécitos imaturos, agindo como fator
de diferenciacdo para as células T citotdxicas, sendo esta acdo de menos
intensidade (WALPORT et al., 2014). Além disso, a |IL-10 também esta relacionada
ao equilibrio e regulacao do perfil inflamatorio intestinal. Singh e colabordores (2019)
demonstraram que a desregulagdo da via de inibicdo mediada pela IL-10 esta
associada a intervengdes nutricionais em murinos, podem exacerbar a doenca
inflamatoria intestinal (SINGH, et al., 2019).

2.5 O ciclo estral de camundongos

O estro significa comportamentos de acasalamentos que acompanham a
ovulagdo na maioria dos mamiferos do sexo feminino. Esse termo tem origem grega
oistro, derivada do latim oestrus, definido como um “frenesi”, “desejo brutal” e/ou
vontade sexual (VILELA et al., 2007).

A maturidade sexual de camundongos ocorre por volta de 50 a 60 dias
nas fémeas e aproximadamente em 50 dias nos machos. A duracdo da gravidez é
de 19 a 21 dias, culminando no nascimento de aproximadamente dez a doze filhotes
em média. O tamanho da ninhada pode variar entre as diferentes linhagens e de
acordo com a idade das fémeas.

As fémeas de camundongos séo poliéstricas, com ciclo de 4 a 5 dias e cio
de 9 a 20 horas. A ovulacido espontanea ocorre entre 8 e 11 horas apdés o inicio do

cio e a ovulagao pos-parto ocorre em 14 a 28 horas apos a parigdo. Caso nao haja
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fecundagao pos-parto, a fémea apenas retornara ao seu ciclo normal alguns dias
apés o desmame dos filhotes.

Em roedores o ciclo estral completo acontece de quatro a cinco dias, ou
seja, a cada cinco dias ocorre a ovulagao, dividindo-se em proestro, estro, metaestro
e diestro (Figura 2). O proestro comega com a fase folicular do ovario, que culmina
no estro (cio). O metaestro e diestro caracterizam-se pela fase luteinica do ovario.
Quando agrupadas, porém, as fémeas podem permanecer em anestro (auséncia de
ciclo estral) continuamente até que sejam expostas a um macho. A partir desse
momento o estro retorna no prazo de até 48 horas, sendo que a este fenbmeno da-
se o0 nome de “efeito de Whitten” (CHORILLI, MICHELIN, SALGADO, 2007).

Os eventos que ocorrem durante o ciclo estral sdo regulados basicamente
pela interacdo dos horménios GnRH (horménio liberador das gonadotrofinas), FSH
(hormonio foliculo estimulante), LH (horménio luteinizante), estradiol e progesterona.
O GnRH é produzido pelo hipotalamo, localizado na base do cérebro, e regula a
liberagdo das gonadotrofinas FSH e LH. O FSH e o LH, produzidos pela hipdfise
anterior (glandula pituitaria), sdo responsaveis pelo desenvolvimento folicular e
ovulagado. Os hormdnios estradiol e progesterona sao produzidos pelas estruturas do
ovario (foliculo e corpo luteo, respectivamente) e estdo ligados a manifestagdo do
cio e manutengao da gestacdo (EMANUELE et al., 2002).

Ja é bem descrito o perfil de secregdo das gonadotrofinas, estradiol,
progesterona e prolactina durante o ciclo estral (FREEMAN, 1994). A concentragao
plasmatica de LH durante o ciclo estral € mais baixa na madrugada do estro,
imediatamente apds a ovulagdo e permanece baixa durante o metaestro e o diestro,
até o inicio da tarde do préoximo proestro. Entdo, por volta das 15h:00min, ela
aumenta rapidamente para um pico ao redor das 17h:00min — 18h00min que induz a
ovulacdo cerca de 8 horas depois. Apos o0 pico, a concentragdo LH reduz
rapidamente até alcangar os seus valores basais na madrugada do estro
(CALLEGARI, 2008).

O padrao de secrecdo do FSH no ciclo estral € semelhante ao do LH.
Apds o pico pré-ovulatorio, a concentragdo de FSH diminui rapidamente, mas,
diferentemente do LH, ha um pico secundario ao redor das 3 horas da madrugada
do estro. Entdo a concentragdo comecga a cair até atingir valores basais ao final da
tarde do estro (SMITH, FREEMAN, NEIL, 1975; CALLEGARI, 2008).
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Figura 2. Perfil de secrec¢ao de LH, FSH, prolactina, estradiol e progesterona durante o ciclo
estral de roedores. Fonte: Adaptado de ANSELMO-FRANCI, SZAWKA, 2005; CALLEGARI, 2008.

Os ovarios sédo a principal fonte de estrégeno circulante. O principal
produto secretorio € o estradiol, sintetizado pelas células granulosas a partir de
precursores androgénicos (androstenediona ou testosterona), proporcionados pelas
células da teca (WILLIAMS; STANGEL, 1996; AMADEI, et al.; 2006).

Em roedores, o estradiol é liberado pelos ovarios e tem acdo inibitéria
sobre o eixo hipotalamo-hipéfise durante a maior parte do ciclo estral (Figura 3).
Entretanto, esta retroalimentagdo negativa é quebrada durante a fase folicular,
quando o estradiol secretado abundantemente pelos foliculos ovarianos passa a
exercer acao estimuladora sobre o hipotalamo e a hipdfise. A acdo do estradiol
ovariano leva a um aumento da secrecdo de GnRH por neurbnios hipotalamicos.
Além disso, esse aumento provoca um pico de LH na fase do proestro. Em fémeas
de camundongos e de ratos (roedores noturnos), o horario do pico precede o inicio
da atividade do animal. E no momento do pico que ocorre a expulsdo do odcito do
foliculo ovariano. Assim, na ocorréncia da copula, os dvulos estarao depositados nas
trompas uterinas a espera dos espermatozoides (POLETINI, 2012).

A progesterona apresenta um aumento de suas concentragbes
plasmaticas durante a tarde de proestro e o inicio do estro. Esse aumento ocorre
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quase simultaneamente com o pico pré-ovulatério de LH, que atinge o pico
juntamente com o do LH e retorna as concentra¢gées basais na manha do estro.
Esse pico de progesterona é de origem folicular. Um segundo pico desse horménio,
de origem luteal, inicia-se ao meio-dia do metaestro, mantém-se na madrugada do
diestro e diminui para concentragdes basais no inicio da manha desse dia (SMITH;
FREEMAN; NEIL, 1975).
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Figura 3. Representagcao do eixo hipotalamo hipofisario gonadal. Fonte: Adaptado de KONG et
al., 2014.

Cada fase do ciclo estral é facilmente identificada pela analise do tipo de
células que descama do epitélio vaginal, tecido altamente responsivo as variagdes
da secregdo de estradiol e de progesterona anteriomente descritas. No proestro, a
duracao é de 12 a 14 horas, na qual se observa um numero abundante de células
epiteliais nucleadas (Figura 4A; E), resultado da estratificagcdo e da proliferagéo
celular induzida pelos picos de estrégenos (estradiol) LH e FSH, cuja concentragéo
atinge o maximo no final da manha do proestro. No estro, os efeitos maximos das
altas concentragcdes de estradiol apresentam-se pela corneificacdo celular
observada na citologia vaginal desta fase (Figura 4B; E), com duragado de 25 a 27
horas, ocorrendo o pico de secrecdo de LH que precede a ovulagcdo no final. As
fases seguintes s&o caracterizadas pela agao da progesterona; no metaestro, com 6
a 8 horas de duracgdo, ainda persistem poucas células corneificadas e outras

nucleadas, ja acompanhadas por um grande numero de leucdcitos (Figura 4C; E).
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No diestro, fase mais longa, 55 a 57 horas, na citologia vaginal, apresenta-se
apenas um infitrado leucocitario, sem células epiteliais (Figura 4D; E),
consequéncias da agao da progesterona, bem como das baixas concentragbes de
estradiol presentes no estro e no metaestro (LONG, EVANS, 1922; CALLEGARI,
2008).
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Proestro
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[ Cornified Epithelial Cells

Figura 4. Fotomicrografica da citologia vaginal e imagem representativa da proporc¢ao relativa
dos tipos celulares presentes em cada fase do ciclo estral de camundongos. A: Proestro, B:
Estro, C: Metaestro, D: Diestro, E: Proporcdo dos quatro estagios do ciclo (cor verde
representa os leucécitos, cor laranja as células epiteliais nucleadas e em roxo células
epiteliais cornificadas). Fonte: Adaptado de LONG, EVANS, 1922; CALLEGARI, 2008; BYERS et
al., 2012.
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3. JUSTIFICATIVA

O estudo da microbiota intestinal tem aumentado a atencao devido a sua
associagdo com uma ampla gama de condigbes imunopatoldgicas, incluindo
doengas metabdlicas (por exemplo, obesidade, sindrome metabdlica, diabetes
mellitus tipo II), disturbios autoimunes (por exemplo, diabetes mellitus tipo |, artrite
reumatoide) cancer, alergias e disturbios do desenvolvimento neurolégico e
comportamental (por exemplo, autismo, depressao, deméncia). Assim, no que diz
respeito a microbiota, os camundongos fornecem modelos in vivo estimulantes para
desvendar os mecanismos moleculares subjacentes as interagbes comesais entre
bactérias e hospedeiros e seus determinantes em saude e doenca (KLITZING et al.,
2017). Sendo assim, justifica-se, nao s6 pela relevancia do assunto, mas também
pela inédita abordagem proposta neste trabalho estudar a influéncia da disbiose no
ciclo estral para um melhor entendimento dos efeitos do uso de antibidticos nos

parametros de interesse da reprodug¢ao animal.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da disbiose intestinal induzida pela amoxicilina no ciclo

estral murino.

4.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a composicdo da microbiota bacteriana intestinal murina
frente ao tratamento pela amoxicilina ou pelo PBS.

- Avaliar os parametros de peso, de sobrevivéncia e de caracterizagao
dos tipos celulares sanguineos de camundongos frente ao tratamento pela
amoxicilina ou pelo PBS.

- Determinar e caracterizar as alteragdes das fases do ciclo estral murino

frente as alteragcdes da microbiota intestinal induzida pela amoxicilina.

- Analisar a expressao diferencial de genes codificadores de citocinas /L-
14 ou IL-10 no ovario e ceco de camundongos em situagao de disbiose, causada

pela amoxicilina.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo animal

Os animais utilizados nesta pesquisa foram camundongos isogénicos
fémeas da linhagem 129/SvEv com 7 e/ou 8 semanas de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais
foram mantidos em condicdes controladas de temperatura, luz, limpeza, alimentacao
baseada em agua e racédo ad libitum. Os protocolos de experimentagdo foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNIFENAS com parecer N° 06A/2018 (Anexo ).

5.2 Grupos experimentais e o tratamento com amoxicilina

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, utilizando 4
animais por grupo; grupo tratado com PBS (Controle) e tratado com amoxicilina
(Amox), em que estes foram tratados com 500 mg/kg de amoxicilina tri-hidratada
diluida em PBS estéril, administrados 100uL por gavagem oral durante 15 dias.

5.3 Caracterizagao do ciclo estral murino

A caracterizagdo do ciclo estral foi realizada por trés metodologias
diferentes: Método visual, citometria de fluxo e citologia vaginal, sendo as técnicas
realizadas préximo aos picos hormonais e das mudancas das fazes do ciclo

(9h:00min) dos dias 0, 5, 10 ou 15 dias de tratamento com amoxicilina e/ou PBS.

5.3.1 Método visual

O método visual foi baseou-se na abertura vaginal, presenca de coloragao
rosa e tecido edemaciado, na qual os animais foram posicionados com as patas
dianteiras apoiadas nas gaiolas e fotografias representativas foram obtidas na
mesma area, iluminagao e localizagdo na sala experimental para cada estagio do
ciclo estral analisado (CHAMPLIN et al., 1973; BYERS et al., 2012).
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5.3.2 Citometria de fluxo e citologia vaginal

Para confirmacgao do ponto do ciclo em que as fémeas se encontravam, a
secrecao vaginal foi obtida através de um lavado vaginal com 20uL de PBS estéril;
com uma pipeta conta-gotas, o volume foi introduzido e recolhido vagarosamente
por 3 vezes da vagina do animal; 10uL da amostra foram diluidos 1:20 em PBS
estéril, sendo avaliada em citdbmetro de fluxo (Guava® easyCyte Flow Cytometer -
Merck Millipore) em 20mil eventos, diferenciando as fazes por meio da complexidade
interna e tamanho das células (POLONIO, 2017).

Na citologia vaginal, os outros 10uL da secregcdo vaginal foram
distribuidos sobre |amina de vidro e avaliados em microscopia de campo claro em
ocular 4x, determinando-se a fase do ciclo pela presenca de células epiteliais
nucleadas, cornificadas e presencga de leucécitos (BYERS et al., 2012; POLONIO,
2017).

5.4 Pesagem e coleta das amostras (fezes e 6rgaos)

Os animais foram pesados diariamente durante o periodo de tratamento e
analisados quanto a sobrevivéncia. As fezes dos animais foram coletadas a fresco
por estimulagdo do esfincter anal e armazenadas em tubos eppendorf estéril nos
dias 0 e 15 ap6s o inicio do tratamento; imediatamente apds a coleta parte das fezes
foram mantidas sob refrigeracéo (-20°C) até as proximas analises.

No 15°dia de tratamento com amoxicilina, os animais foram eutanasiados
com utilizagdo de anestésico Ketamina (70mg/Kg) e relaxante muscular Xilazina
(6mg/KQ); posteriormente o deslocamento cervical foi realizado e as amostras de

ceco e ovarios foram coletadas e armazenadas em reagente TRIzol® (Invitrogen)

5.5 Extragao de DNA e identificagao da microbiota por metabarcoding

O DNA total presente nas fezes dos animais tratados foi extraido,
utilizando-se o kit de extracdo de DNA QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). A
qualidade do DNA foi analisado por quantificagdo fluorimétrica em Qubit®,
utilizando-se sondas especificas para DNA dupla fita (ThermoFischer Scientific). O

DNA foi enviado a empresa Genone (Rio de Janeiro — RJ), onde se preparou a



36

biblioteca de amplicons do DNA codificador do rRNA 16S de regides distintas
(16SV4/16SV3/16SV3-V4/16SV4-V5) utilizando-se iniciadores especificos contendo
barcode. Todas as reagbes de PCR foram feitas utilizando-se o Phusion® High-
Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs) e os produtos de amplificagao foram
quantificados e qualificados de acordo com o tamanho (400-450pb) em gel de
agarose a 2%. Os produtos de amplificagdo selecionados misturaram-se em
quantidades iguais para a confecgao das bibliotecas segundo as recomendagdes
técnicas do kit TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit (lllumina, USA). O
sequenciamento das bibliotecas foi realizado utilizando-se a plataforma
llluminaHiSeq2500 (lllumina USA). Todo o protocolo seguiu o fluxograma seguinte
(Figura 5). O resultado do sequenciamento foi analisado utilizando-se varias
ferramentas de bioinformatica (Uparse v7.0.1001 e GreenGene Database) para
analises de similaridade e PyNAST software (Version 1.2), para analises

filogenéticas.

EXTRAGAC DO : o
DHA GENGMICO ‘\; DADCS BRUTOS

F ILTR.N;AD DAS MONTAGEM DAS REM 0;»‘10 CAS
TAGS SEQUENCIAS QUIMERAS

AMPLIFICACAD

POR PCR

AGRUPAMENTO DAS UNIDADES TAXONOMICAS

QUANTIFICACAD E ORGANIZACIONAIS [OTUS)
MISTURA DE

PRODUTOS PCR

ARVORE
FILOGENETICA

ANOTAGAO DISTRIBUIGAD

PURIFICAGAD DE
PRODUTOS PCR

v

PREFPARAGAD DA
BIBLIOTECA

SEQUENCIAMENTO
[HISEQ)

Figura 5. Fluxograma representativo do preparo e sequenciamento por metabarcoding. Fonte:
Adaptado de GENOME BIOTECHNOLOGIES.
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5.6 Extragdao de RNA e analise da expressao diferencial de genes por PCR em
tempo real

Para a andlise da expressao diferencial de genes codificadores das
citocinas pro-inflamatdria (/L-16) e anti-inflamatdria (IL-10) o RNA total dos tecidos
ovariano e intestinal foram extraidos utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen). O
RNA total foi quantificado e 1ug de RNA total foi utilizado para a sintese do cDNA
fita simples de acordo com os dados do fabricante utilizando-se o kit lllustra Ready-
to-Go RTPCR Beads (GE Healthcare). As reagdes da PCR foram realizadas no
equipamento ABI 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando-se
SYBR Green para a detecgdo das fitas duplas de DNA sintetizadas. Os primers
foram wusados para amplificar um fragmento especifico de 100-120-bp
correspondente aos alvos especificos (Tabela 1). Todos os dados sao apresentados
como unidades de expressao relativa apds normalizagao para o gene codificador da
B-actina. As avaliagbes da PCR foram realizadas em triplicata. As diferengas na
expressao relativa foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores das interleucinas para ensaios de PCR em tempo real.

Primer Sequéncia
IL-1B F 5-TGACCTGGGCTGTCCAGATG-3'
IL-18 R 5'-CTGTCCATTGAGGTGGAGAG-3'
IL-10 F 5-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3'
IL-10 R 5-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3'
B-actina F 5-AGGTGTGCACCTTTTATTGGTCTCAA-3'
B-actina R 5-TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT-3'

5.7 Leucograma

Para a realizagdo do leucograma, coletaram-se amostras sanguineas pela
via de plexo retro orbital, armazenadas em tubos previamente identificados contendo
anticoagulante EDTA. Posteriormente, as amostras foram utilizadas para a
confecgao do esfregagco sanguineo em laminas de vidro, e corado pelo método de

Romanowsky (eosina, azul de metileno). Apos secagem, os mesmos foram
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avaliados em microscopica de campo claro em ocular 100x com auxilio do éleo de
imersdo, onde foi empregado o método de varredura com contador eletrébnico de
células (Leucotron LS11) para contagem diferencial (valor relativo %) dos leucdcitos

(neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcito e linfocitos).

5.8 Analise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos ao menos duas vezes com
resultados similares. As figuras apresentadas neste trabalho indicam o resultado
mais representativo obtido. Os graficos e as analises estatisticas foram feitos
utilizando-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc). Os dados
distribuicdo de normalidade foram verificados pelo teste D’Agostino-Pearson. As
médias das variaveis ndo paramétricas foram comparadas pelo teste t de Student
quando havia duas médias a serem avaliadas ou por ANOVA, seguida do teste de
Tukey, quando mais de duas médias foram avaliadas. O nivel de significancia

adotado nas analises foi de p< 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 O uso continuo de amoxicilina acarreta disbiose intestinal murina

Com o intuito de avaliar se o uso continuo da amoxicilina poderia induzir a
disbiose intestinal em camundongos fémeas com 7 e/ou 8 semanas da linhagem
129Sv/Ev, o DNA total proveniente das fezes dos animais tratados com o antibidtico
ou com PBS foi extraido e, por meio de analises de metagenémica do gene codificar
do rRNA 16S, esse DNA foi avaliado. A fim de analisar a diversidade de espécies
em cada amostra, todas as sequéncias obtidas foram agrupadas por 97% de
similaridade de sequéncia de DNA em OTUs (Unidades taxonémicas operacionais).
As analises da metagendmica demostraram que a utilizagdo da amoxicilina
acarretou alteracdo nas OTUs quando comparadas ao grupo tratado com PBS
(Figura 6). Foi possivel observar que os animais sob tratamento com a amoxicilina
apresentaram aumento na abundancia relativa do filo Proteobacteria e diminuicdo de
Bacteroidetes e Firmicutes, quando comparados com os animais tratados com PBS
(Figura 6).
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Figura 6. Abundéncia relativa dos filos bacterianos dos animais tratados com amoxicilina ou
PBS. As barras apresentadas na figura demonstram o nivel relativo dos filos bacterianos presentes
nos grupos em estudo. Cada filo esta representado por uma cor especifica, tendo, assim, uma
abundancia relativa diferente, comparando-se os grupos amoxicilina (Amox) e PBS.



40

Avaliando os géneros bacterianos prevalentes nos animais em disbiose,
foi possivel observar que houve uma abundéncia relativamente alta dos géneros
Klebsiella, Helicobacter e Morganella quando comparados ao grupo PBS. Ja nos
animais tratados com PBS, foi possivel identificar maior abundancia relativa de
bactérias das familias Porphyromonadaceae, Provotellaceae, Rikenellaceae,
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae (Figura 7).

A partir dos dados de metagendbmica, os cem géneros prevalentes nas
duas amostras foram selecionados, e a arvore evolutiva foi montada, usando-se as

sequéncias representativas alinhadas que podem ser observadas na Figura 8.



41

Porphiroiond sl _
o L i Odoribacter
1.960, 3.3
. Amax
Alkeprevatells
3 313R5.71%
Eirbiridalns . r;. P— . Frctalpcann
10 53(m 18 13% 105N LA LN L0, S, LA L 41 3% 40N

Fraseel o sme, KRR growg
LOzIs, L 7

Rikenellaceas
4. 22E% 7 2R% Aiid tipas
4.21R% 7.2R%
Lachnaspiraceas
38 10% & 56 . T — . s s 04

Ruminacoctsoass
f.‘.!']l'l:'l.Eﬂﬁ:'. .l-,.-l el adtidium_%
CEEFCENT Y

Firmicutes
% o5

Bacteria
58.068%
100,008

il e oo
RO AR

el b cier
Epullon pro echucten Campylohacreral sa il cobuc e rac sas . T,
oo ek _.... u_...,.._.,.. T . 3.099%, 5.34%

Frioteoha o eia
&7 7D T3 P06
hetsiela
T Klbnislls_sari kol
s o e e Momanella
0.030%,1.62%

4. Proteus

0.923%,1 59%
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6.2 A disbiose induzida pela amoxicilina nao altera a sobrevida de

camundongos nem a contagem diferencial de leucécitos circulantes

Com o objetivo de avaliar a sobrevida dos animais tratados com
amoxicilina ou PBS durante os dias experimentais incluindo as coletas das amostras
de fezes e sangue, os grupos foram monitorados diariamente. Apesar das diferengas
nos grupos bacterianos intestinais, ndo houve influéncia na sobrevida dos animais.
Ambos os grupos obtiveram uma sobrevida de 100% durante todo o tratamento e

coleta de amostras (Figura 9).
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Figura 9. A disbiose intestinal induzida pela amoxicilina ndo influencia na sobrevida dos
animais. Camundongos tratados com amoxicilina (quadrado vazio) (n=4) ou com PBS (circulo cheio)

(n=4), ndo apresentaram o6bito durante todo o tratamento, incluindo a etapa de coleta das amostras
de fezes e de sangue. (*) p<0,05.

A fim de avaliar se houve alteragcdo na contagem relativa dos leucécitos
circulantes presentes nos grupos tratados com amoxicilina ou PBS, foram coletadas
amostras de sangue dos animais e o numero relativo dos leucécitos foram avaliados
pela técnica do esfregago sanguineo e analisados por microscépica de campo claro.
Os resultados demostraram que os linfécitos, os neutrofilos, os mondcitos e os
eosindfilos apresentaram valores relativos (%) diferentes para cada tipo celular,
porém nao houve diferengas estatisticas entre os grupos tratados com amoxicilina e
os tratados com PBS. Ja os basdfilos, ndo foram encontrados em ambos os grupos
estudados (Figura 10).
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Figura 10. Contagem diferencial dos leucécitos circulantes presentes nas amostras de sangue
dos camundongos disbioticos (n=4) (colunas pretas) e nao disbiéticos (n=4) (colunas
brancas). Os valores relativos (%) do numero de células leucocitarias ndo apresentaram diferenga
estatistica entre os grupos tratados com amoxicilina e o PBS. (*) p<0,05.

6.3 A disbiose intestinal induzida pela amoxicilina altera o ciclo estral dos
camundongos, aumenta o peso dos animais e diminui o numero absoluto de

células na citologia vaginal

Para caracterizar e confirmar as fases do ciclo estral presentes nos
camundongos da linhagem 129Sv/Ev, foram utilizadas as técnicas de analise visual
das caracteristicas e da abertura vaginal, preconizados por Byers et al. 2012 e
Champlin, et al 1973, assim como a citologia vaginal e a citometria de fluxo (Figura
11). Os resultados obtidos pelas andlises visuais das caracteristicas e da abertura
vaginal demostraram que, na fase do ciclo estral caracterizada como proestro, a
estrutura vaginal apresentou-se com tecido vaginal edemaciado, com coloragéo
rosa, presenga de umidade vaginal e abertura ampla com presenca de rugas nas
regides dorsais e ventrais do tecido vaginal. Ja na fase do estro, houve uma
diminuicdo no edema do tecido vaginal, bem como na coloragdo rosada, na
presenca de umidade vaginal e a abertura da vagina se torna mais fechada quando
comparada com a fase do proestro. Os estagios de metaestro e de diestro
apresentaram abertura vaginal pequena, sem edema de tecido vaginal,
diferenciando-se apenas pela presenga de tipos celulares no estagio de metaestro
(Figura 11A).
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Por meio da avaliagéo citolégica, foram caracterizadas as fases do ciclo
estral, de acordo com os seguintes parametros: auséncia, presenga ou propor¢ao de
tipos celulares, bem como a densidade celular e a disposicdo das células nas
laminas (Figura 11C). Os resultados obtidos das andlises da citologia vaginal
demostraram que, na fase do ciclo estral caracterizado como proestro, observou-se
uma abundancia de células epiteliais nucleadas, enquanto que, na fase do estro, as
caracteristicas celulares foram de células corneificadas. Ja na fase do metaestro,
havia poucas células corneificadas e algumas nucleadas acompanhadas por
leucdcitos. No diestro, observou-se exclusivamente um grande infiltrado leucocitario
sem células epiteliais (Figura 11C).

A fim de confirmar os resultados obtidos pela citologia vaginal, as células
presentes em cada fase do ciclo estral foram analisadas por citometria de fluxo,
caracterizando-as pela complexidade e tamanho celular (Figura 11B). Os resultados
obtidos das analises pela citometria de fluxo demonstraram que, na fase do proestro,
as células se apresentaram em duas populacbes definidas, com diferentes
tamanhos e complexidades, enquanto que no estro as células estavam em uma
unica populagcdo com menor complexidade que na fase anterior. Na fase de
metaestro, as células mostraram alteragbes na complexidade e no tamanho.
Entretanto, na fase de diestro, foram observadas duas populagdes distintas com
células maiores e mais complexas quando comparadas as outras fases do ciclo

estral dos animais. (Figura 11B).
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Figura 11. Caracterizagao do ciclo estral murino pelas andlises de visualizagao vaginal (A), citometria de fluxo (B) e citologia vaginal (C). Ambas as
técnicas apresentadas demonstraram diferengas nas caracteristicas visuais do aparelho reprodutor feminino e dos tipos celulares presentes em cada fase do
ciclo estral dos camundongos da linhagem 129Sv/Ev (n=4).
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Observando o numero de animais em cada fase do ciclo estral dos grupos
tratados com amoxicilina ou PBS, foram encontrados no dia 0, em ambos os grupos,
trés animais em proestro, um em estro, um em metaestro e trés em diestro. No 5°
dia, havia no grupo controle dois animais em proestro e diestro e, no grupo
amoxicilina, um animal em proestro, um, em metaestro e dois, em diestro. No 10°
dia, foi encontrado no grupo controle um animal em cada fase e, no grupo
amoxicilina, um animal em proestro, dois, no estro e um, no metaestro. Ja no 15°
dia, foram encontrados um animal em proestro, um em metaestro e dois em diestro
no grupo controle e, no grupo amoxicilina, trés animais em proestro e um em diestro
(Figura 12).

De acordo com os resultados obtidos das caracterizacbes das fases do
ciclo estral presente nos camundongos da linhagem 129Sv/Ev, foi avaliado se a
disbiose poderia alterar as fases do ciclo estral dos animais quando comparados
com o grupo PBS. As fases do ciclo estral foram analisadas nos seguintes tempos:
0, 5° 10° e 15° dias de tratamento com amoxicilina ou PBS. Os resultados obtidos
demostraram que os animais disbidticos apresentaram alteragdes nas fases do ciclo
estral quando comparados com o grupo tratado com PBS durante todo o tempo de
tratamento (Figura 12). O grupo tratado com PBS apresentou no 15° dia de
tratamento um maior numero de animais na fase de diestro e numeros iguais de
animais nas fases de proestro e metaestro, sendo encontrada esta ultima fase
somente neste grupo. Ja o grupo disbiético, apresentou mais animais nas fases de
proestros do que de diestro e ndo apresentou a fase de metaestro encontrada no
grupo tratado com PBS no décimo quinto dia de tratamento. Ambos os grupos n&o
apresentaram a fase de estro e de metaestro no décimo quinto dia, sendo
encontrada a fase de estro somente no 0 e 10° dias em ambos os grupos tratados
(Figura 12).
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Figura 12. A disbiose intestinal induzida por amoxicilina altera o ciclo estral murino. A figura representa o nimero de camundongos da linhagem 129Sv/Ev
(n=8) presentes em cada fase do ciclo durante 0, 5°, 10° e 15° dias de tratamento com amoxicilina (n=4) ou PBS (n=4). As cores presentes nos circulos
representam as fases do ciclo estral, sendo a fase de proestro representada pela cor cinza; o estro, pela cor azul; o metaestro, pela cor laranja e o diestro, pela cor
preta. Os tamanhos dos circulos correspondem ao nimero de animais presentes em cada fase do ciclo. Grupo controle se refere ao tratamento com PBS (n=4) e
amoxicilina (n=4) se refere ao grupo tratado com amoxicilina.
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Diante dos resultados obtidos pela citologia vaginal, foi realizada a
contagem e a média do numero total de células presentes no 15° dia de tratamento
em ambos os grupos. Os resultados obtidos dessa contagem demostraram uma
reducdo no numero total de células presentes nas fases de proesto e de diestro no
grupo tratado com amoxicilina em relagdo ao grupo tratado com PBS, mostrando
que a disbiose do intestino induzida pela amoxicilina diminuiu o numero total de
células quando comparada com a mesma fase do ciclo estral com o grupo PBS
(Figura 13).
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Figura 13. Alteragdo do numero absoluto de células presentes nas fases de proestro ou de
diestro em animais tratados com amoxicilina. Contagem do numero total de células presentes no
15° dia de tratamento nos grupos tratados com PBS (barras pretas) ou tratados com amoxicilina
(barras cinzas).

Para averiguar a influéncia da disbiose no peso dos animais, foi utilizada
a pesagem e a monitorizagdo diaria dos animais durante todo o tratamento. Os
resultados demonstraram que os camundongos disbioticos ganharam peso quando
comparados ao grupo tratado com PBS, de forma significativa a partir do sétimo dia

de tratamento com a amoxicilina, como indicado na Figura 14.
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Figura 14. O tratamento continuo com amoxicilina acarreta ganho de peso corporal de
camundongos. A figura representa a razdo do peso corporal dos animais em relagdo ao primeiro dia
de tratamento dos grupos tratados com PBS (n=4) (circulo cheio) ou tratado com amoxicilina (n=4)
(quadrado vazio). O peso é representado como indice relativo ao dia 0. Diferencas estatisticamente
significativas de peso sdo denotadas por um asterisco *(p <0,05).

6.4 A disbiose intestinal causada pela amoxicilina altera o estado proé-

inflamatério do ovario e do ceco de camundongos

Para a avaliagao do estado inflamatério do ceco e do ovario dos animais
sob tratamento com amoxicilina ou PBS, o RNA total de cada 6rgao foi extraido para
se analisar a expresséao diferencial do gene pro-inflamatério /IL-18 ou do gene anti-
inflamatorio IL-10. A PCR quantitativa indicou que a /L-1 foi regulada positivamente
nao apenas no ceco (Figura. 15A) de camundongos disbidticos, mas também no
ovario (Figura. 15C) quando comparado ao grupo PBS. Por outro lado, a expresséo
da /L-10 diminuiu em ambos os o6rgdos dos camundongos disbidticos quando
comparados com os controles PBS (Figura. 15B e 15D). Os resultados da expresséao
diferencial de ambos os genes indicam que a disbiose intestinal induzida pela

amoxicilina pode influenciar em um estado pro-inflamatoério do ovario e do ceco.
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Figura 15. A disbiose intestinal causada pela amoxicilina aumenta a expressao do gene IL-18 e
diminui da IL-10 no ovario e no ceco dos camundongos. A expressao diferencial do gene da IL-1
foi avaliada no ovario (A) e no ceco (C), do grupo tratado com amoxicilina (n=4) (barra preta) ou PBS
(n=4) (barra branca). A expressao génica da /L-10 foi avaliada no ovario (B) e no ceco (D), do grupo
tratado com amoxicilina (barra preta) ou PBS (barra branca). Diferengcas estatisticamente
significativas na expressao génica de citocinas sao denotadas por um asterisco *(p <0,05).
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7. DISCUSSAO

O ftrato intestinal € amplamente colonizado predominantemente com
bactérias do filo Firmicutes (Bacilli e Clostridia) e Bacteroidetes (Bacteroides,
Parabacteroides e Prevotella) (KHANNA; PARDI, 2016). Os resultados deste estudo
mostraram uma diminuicdo nas OTUs nas fezes dos camundongos tratados com
amoxicilina quando comparados aos tratados com PBS. Além disso, os resultados
confirmam achados anteriores que demonstraram uma diminuicdo no filo de
Firmicutes e um aumento no filo de Proteobacteria de ratos Wistar tratados com
amoxicilina (TULSTRUP et al., 2015). O uso da amoxicilina também esta associado
a diminui¢ao da diversidade bacteriana intestinal, predominantemente pelo aumento
do filo Proteobacteria, o que esta fortemente associado a incidéncia de enterocolite
necrosante (TULSTRUP et al., 2015).

A microbiota intestinal de roedores, especificamente de camundongos,
apresentam micro-organismos Gram-positivos e/ou negativos constituidos pela
grande maioria dos filos Bacteriodetes, seguida de Firmicutes e, posteriormente, de
Proteobacterias e outros microrganimos (DONALDSON et al., 2015). A microbiota
cecal de camundongos desempenha um papel fundamental na digestdo murina
(DONALDSON et al., 2015). Silveira, 2018 e Donaldson et al., 2015, destacaram que
0 ceco murino representa a porgao inicial do intestino grosso, e que apresentam
intensa atividade microbiana neste 6rgao, demonstrando grande importancia nos
processos de digestdo, de metabolismo e de manutengdo microbiana em
camundongos (DONALDSON et al., 2015; SILVEIRA, 2018).

Foi demonstrado que o uso de antibidticos contendo anel B-lactamico
como penicilina, meticilina, amoxicilina, ampicilina e uma série de cefalosporinas
relatados por Ferreira et al., 2013, podem causar discrasias sanguineas em raras
situagdes, como leucopenia pela reducado de neutréfilos (FERREIRA et al., 2013).
Neste estudo, ndo se observou alteracdo na contagem relativa dos leucécitos
circulantes presentes nos grupos tratados com amoxicilina em relagdo ao grupo
controle. Ghirlinzoni et al., 2012, relatou a nao frequéncia de consequéncias de
alteracdes sanguineas pelo uso de antibidticos, em que 3,3% dos casos de animais
e humanos que fazem uso de antibiticos sofrem com alteragbes sanguineas
(GHIRLINZONI et al., 2012). Os resultados obtidos dos valores relativos (%) para

cada tipo celular dos leucdcitos circulantes em camundongos fémeas da linhagem
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129Sv/Ev seguiram padrdes semelhantes aos preconizados por Santos et al., 2016,
em camundongos da linhagem C57BL/6 e BALB/c, apresentando valores relativos
(%) maiores de linfécitos seguidos de neutrdéfilos, mondcitos, eosindfilos e basofilos
(SANTOS et al., 2016).

Corroborando os nossos resultados de sobrevivéncia, ja foi descrito que o
uso da amoxicilina n&o influencia na sobrevida de ratos e de camundongos. Vivan et
al., 2017; Tulstrup et al., 2016 e Moreal et al., 2015, descreveram que 0 uso de
antibioticoterapia pode causar diversos disturbios metabdlicos, imunoldgicos e
outros. Entretanto, os mesmos autores demonstraram que o uso de antibidticos,
como amoxicilina, n&o interferem na sobrevivéncia de camundongos, assim como os
processos de coletas de amostras biolégicas para analises (VIVAN et al., 2017;
TULSTRUP et al., 2015; MOREAL et al., 2015).

Apesar das crescentes evidéncias que correlacionam o desequilibrio da
microbiota com o status reprodutivo, demonstrou-se, neste estudo, pela primeira
vez, como a disbiose intestinal pode afetar o ciclo estral, enquanto outros trabalhos
demonstraram o papel da dieta, influéncia da microbiota vaginal ou endometrial na
maturagcdo oocitaria, sobrevivéncia pré-natal e tamanho da ninhada (CHEN et al.,
2017). Aléem disso, observou-se, neste estudo, uma redu¢cdo no numero de células
em cada fase do ciclo estral de animais disbiéticos em comparagdo com a mesma
fase no grupo controle. A relagao da disbiose intestinal com a saude geral alterada é
mais uma vez evidente, com implicagdes em locais distantes do trato
gastrointestinal.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que a
disbiose causada pela amoxicilina afetou o ciclo estral reprodutivo dos animais.
Karaman; Budak e Ciftci, 2018, evidenciaram que camundongos machos tratados
com amoxicilina e gentamicina desenvolveram uma falha na espermatogénese,
distorcendo a viabilidade, a motilidade e a morfologia dos espermatozoides,
influenciando negativamente na fertilidade reprodutiva (KARAMAN; BUDAK e
CIFTCI, 2018). Sendo assim, ambos os estudos ressaltam a importancia do
entendimento no mecanismo pelo qual os antibidticos interferem na reprodugéo,
contudo este trabalho demonstra, de forma pioneira, como um antibiético tdo usado
como a amoxicilina gera a disbiose intestinal, alterando a composi¢cao da microbiota

e, consequentemente, afetando o7 status reprodutivo dos animais.
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Foi possivel notar que os animais disbidticos ganharam peso durante o
tratamento com a amoxicilina. Esse resultado ndo é novidade, no entanto, desde
pouco depois da descoberta da penicilina, notou-se que esses antibidticos
melhoraram a taxa de crescimento dos animais de produg¢ao quando adicionados a
alimentacao (MIKKELSEN; ALLIN; KNOP 2016). Ratos Wistar ganharam peso e
apresentaram um ceco maior quando tratados com o antibiotico (TULSTRUP et al.,
2015). Ha evidéncia de que filhotes de roedores recém-nascidos de méaes tratadas
com antibiéticos alteraram a composicdo da comunidade bacteriana intestinal no
inicio da vida (TULSTRUP et al., 2018).

Para explicar como a alteragcdo da microbiota intestinal induzida pela
amoxicilina foi capaz de promover alteragdes sistémicas, como alteracdes no ciclo
estral dos animais e ganho de peso, avaliou-se, neste estudo, o estado inflamatério
no ceco e no ovario dos animais. Muitos estudos forneceram informagdes sobre o
papel de toda a microbiota no sistema imunologico, havendo evidéncias de que a
microbiota intestinal € essencial para o hospedeiro controlar a inflamacdo. A
microbiota intestinal parece ser critica para a manutencgao de subgrupos de células T
que sao importantes para a imunidade sistémica. A microbiota intestinal é
necessaria para a expansao das células T CD4 +, células T reguladoras, respostas
Th1 ou Th2 e células T Th17 (SAMUELSON; WELSH; SHELLITO, 2015). Este
trabalho mostrou que a disbiose induzida pela amoxicilina promoveu uma alteragao
imunoldgica, com um perfil pro-inflamatério aumentado no ceco e no ovario dos
animais, com expressdo aumentada do gene codificador da interleucina IL-13 e uma
diminuicdo na expressao de IL-10 em ambos os 6rgaos. Sabe-se que a IL-13 tem
papel fundamental na inflamagdo aguda e esta associada a uma variedade de
padrdes inflamatoérios quando a microbiota intestinal é alterada (SINGH, 2019). Ja a
IL-10, apresenta uma agao antinflamatdria e esta envolvida no equilibrio do intestino
(Yl, 2019). Meijer et al., 2010, demostraram que mudang¢as na razdo do filo
Firmicutes para Bacteroidetes afetam diretamente o estado inflamatério intestinal
(MEIJER et al., 2010). Os acidos graxos de cadeia curta sdo produzidos a partir do
metabolismo das fibras realizado pelos componentes bacterianos da microbiota,
havendo evidéncias de que esses acidos graxos tém uma func¢do anti-inflamatoria,
pois afeta a migracdo de células do sistema imune, a adesdao e a expressdo de

citocinas (MEIJER et al., 2010) .Esse mesmo trabalho ressalta que mudancgas
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nesses filos levam a uma diminui¢do no metabolismo das fibras, culminando em um
perfil pré-inflamatério intestinal (MEIJER et al., 2010).
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8. CONCLUSAO

A amoxicilina altera a microbiota intestinal, induzindo a disbiose intestinal
murina.

Demonstra que alteragcdes no peso corporal sdo promovidas, usando-se
um antibidtico, um farmaco de moderado espectro, no caso a amoxicilina.

A disbiose intestinal induzida pela amoxicilina nao altera a sobrevivéncia e
a abundancia relativa (%) dos tipos celulares sanguineos de camundongos.

Acarreta um estado pro-inflamatorio no ovario e no ceco de camundongos
isogénicos fémeas da linhagem 129Sv/Ev.

Proporciona uma alteracéo no ciclo estral murino.

E de suma importancia que os resultados apresentados nesta pesquisa
reforcem os estudos da influéncia dos antibiéticos, uma vez que o desequilibrio da
microbiota intestinal promovida por este grupo de farmacos pode acarretar
alteracbes sistémicas no individuo como o estado pro- ou anti-inflamatério nos

diversos tecidos, incluindo-se a influéncia sobre a reprodugao animal.
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