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RESUMO

A obesidade tornou-se um dos maiores desafios para a saude publica
nos ultimos anos, levando a situacdes de morbimortalidades consideradas
graves. Estudos recentes sugerem que a microbiota intestinal modificada por
antibiéticos, pode desempenhar um importante papel na obesidade e
consequentemente em desordens metabdlicas. Para avaliar a possivel
interferéncia da administracdo do uso de antibiético associado ou ndo de
Saccharomyces boulardii no peso de animais, este estudo utilizou 60 ratos
Wistar, por oito semanas, divididos em trés grupos experimentais: amoxicilina
(n=20), amoxicilina e Saccharomyces boulardii (h=20) e o controle (n=20). Os
tratamentos foram realizados ao longo de duas semanas nos dias 0, 2,4, 7,9 e
11 e realizadas seis administracdes a cada grupo. Foram conduzidas analises
de impedancia bioelétrica tetrapolar (TBIA) e avaliacbes antropométricas no
altimo dia do experimento (dia 56). O indice de massa corporal foi
significativamente menor para os animais do grupo controle (p= 0,034). O
mesmo resultado foi encontrado para o indice de Lee; o grupo controle
apresentou um indice menor quando comparado com 0S outros dois grupos
que receberam o antibidtico (p=0,0019). A relacdo da circunferéncia
abdominal/circunferéncia toracica revelou que o grupo controle apresentou o
menor indice (1,19), diferindo do grupo que recebeu amoxicilina isoladamente
(p=0,0329), indicando um maior acumulo de gordura abdominal no grupo que
recebeu apenas antibiotico. Os dados referentes a agua corporal total
mostraram que o grupo controle foi o grupo com a maior quantidade de agua
corporal (279,1g; p=0,0243). Com relacdo a composicéo corporal e acimulo de
gordura, dados antropométricos e TBIA foram homogéneos em mostrar que 0s
grupos tratados com o antibidtico demostraram um acumulo de gordura
corporal maior do que o grupo controle. Quanto a uma possivel protecéo sobre
as mudancas na microbiota por Saccharomyces boulardii associadas ou néo ao
antibiético, neste estudo, ndo houve nenhuma acgéo protetora, nas condigbes

avaliadas.

Palavras-chaves: Antibiéticos. Obesidade. Probi6ticos.



ABSTRACT

Obesity has become a major public health challenge in recent years and
is accompanied by severe medical problems. Recent studies suggest that
alterations of the gut microbiota by antibiotics could play an important role in
obesity and metabolic disorders. We investigated this topic using 60 Wistar rats,
during 8 weeks, which were divided into three experimental groups: amoxicillin,
amoxicillin plus Saccharomyces boulardii and control. Treatments were
administered over the course of two weeks on days 0,2,4,7,9 and 11, with six
administrations for each group. Tetrapolar bioelectric impedance analysis
(TBIA) and anthropometric evaluations were conducted on last day (day 56).
The body mass index was significantly lower for the animals in the control group
(p=0.034). The same result was observed for the Lee index; the control group
had a lower index than the two groups that received antibiotic treatment
(p=0.0019). The abdominal circumference/thoracic circumference ratio revealed
that the control group had the lowest ratio (1.19), which differed from that of the
amoxicillin group (p=0.0329), indicating a greater accumulation of abdominal fat
in the group that received the antibiotic alone. The total body water data
demonstrated that the control group had the greatest amount of body water
(279.19) (p=0.0243). With respect to body composition and fat accumulation,
the anthropometric data and the TBIA were consistent and demonstrated that
the groups treated with the antibiotic exhibited a greater accumulation of body
fat than the control group. With respect to the potential for protection against
changes in microbiota by S. boulardii, no microbial protective action was

observed in this study, under experimental conditions employed.

Keywords: Antibiotics. Obesity. Probiotics.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crénica resultado de um balan¢o energético
positivo, onde a ingestdo alimentar € superior ao gasto energético, influenciada
por fatores fisiologicos, metabdlicos, sociais e culturais (KOTZAMPASSI et al.,
2014). Constitui um dos mais graves problemas de saude publica, por estar
acompanhada do desenvolvimento de patologias metabdlicas e crénicas, como
diabete melito, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, osteoartrites, céncer entre outras
(DELZENNE et al., 2011; MURPHY et al., 2013).

Nos Estados Unidos da América metade da populacdo tem sobrepeso e
€, entre 0s paises ricos, 0 mais afetado pela obesidade, seguido pela Nova
Zelandia. Ja na América Latina, os mais afetados sdo México, Argentina, Cuba
e Brasil. Na Espanha e na maioria dos paises europeus a porcentagem de
obesos aumentou entre vinte a quarenta por cento nos ultimos dez anos e de
forma alarmante na populacdo infantil. A obesidade é hoje considerada uma
epidemia mundial (MILLION et al., 2012; RILEY et al., 2013).

A etiologia da obesidade € multifatorial e esta, também, associada a
fatores genéticos, individuais, auséncia de atividade fisica, bem como fatores
ambientais e culturais da vida moderna como alimentos de alto valor caldrico,
alto teor de gordura e a substituicdo das atividades humanas por mecanizadas
(MILLION et al., 2013; NEWNHAM et al., 2009; RILEY et al., 2013).

Observou-se, recentemente, que a microbiota que coloniza o intestino
tem um papel importante no desenvolvimento ou protecdo da obesidade e
outras enfermidades metabdlicas e imunologicas (CHO et al., 2012;
NEWNHAM et al., 2009; TRASANDE et al., 2013).

Os autores relatam que altera¢cées na microbiota intestinal, causadas por
antibiéticos, podem interferir no metabolismo corporal e balanco energético. A
este fato denomina-se disbiose (CHO et al., 2012; RILEY et al., 2013).

Estudos recentes determinaram a existéncia de diferencas da microbiota
intestinal entre individuos eutréficos e obesos (MILLION et al., 2013; YIN et al.,
2010). Um estudo apresentou a confirmacéo de que uma espécie de bactéria

esta ligada a obesidade. O trabalho envolveu humanos e, para confirmacéo
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dos resultados, os pesquisadores usaram o mesmo estudo em ratos. Os
resultados demonstraram que a manipulacdo, tanto da dieta como da
microbiota intestinal por meio de farmacos, pode representar uma nova
estratégia para o tratamento da obesidade e de suas complicacfes (FEI et al.,
2013).

Para a equipe de Jeffrey Gordon, da Universidade de Washington, os
microrganismos que povoam o intestino de ratos obesos tém uma maior
capacidade de extrair energia dos alimentos, visto que a colonizacdo do
intestino estéril de ratos com popula¢cdes microbibdticas de animais obesos
aumenta mais as gorduras corporais, do que com microbiota de animais nao
obesos (TURNBAUGH et al., 2006).

Ha& mais de cinquenta anos, a microbiota do trato gastrintestinal dos
animais de abate tem sido manipulada empiricamente mediante o uso de doses
subterapéuticas de antibioticos promotores de crescimento (APC) como
aditivos para ganho de peso (CHO et al., 2012).

A proibicdo dos antibidticos promotores de crescimento, na Unido
Européia, urgiu o desenvolvimento de alternativas que fossem eficazes quanto
ao efeito, sobre a producdo animal e seguras para a saude humana, a saude
animal e o meio ambiente (LIN et al., 2013).

As opcles para a substituicdo do uso de antibidticos promotores de
crescimento foram surgindo como: acidos organicos, enzimas, extratos
vegetais e especialmente os probidticos e os prebidticos. O uso de probidticos
em animais de corte modularam a microbiota do trato intestinal, melhoraram a
barreira intestinal, o0s processos metabdlicos, imunologicos, e como
consequéncia, diminuiram as enfermidades infecciosas, o estado de bem estar
animal e melhoraram a taxa de ganho de peso, ou seja, aumento de massa
muscular e ndo de tecido adiposo (DIBNER et al., 2005; LIN et al., 2014).

Em vista do apresentado, este trabalho buscou informagbes a respeito
dos reflexos do tratamento com antibiético (amoxicilina) associado ou ndo ao
uso de probidtico (Saccharomyces boulardii) no ganho de peso e composigao

corporal de ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

O sobrepeso € definido pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS)
como o indice de massa corporal (IMC) igual ou acima de 25 e abaixo de 30
Kg/m2, € um estagio intermediario entre o peso normal e a obesidade. A
obesidade é definida, para adultos, como indice de massa corporal igual ou
maior que 30 Kg/m? (RILEY; RAPHAEL; FAERSTEIN, 2013), considerada hoje
um dos maiores problemas de saude publica gerando preocupacdes devido as
comorbidades que podem desencadear: diabete melito, hipertensao arterial
sistémica, desordens respiratorias, doenca isquémica do coracdo, acidente
vascular cerebral, cancer, entre outras (MILLION et al., 2012; MOREIRA et al.,
2012; MURPHY et al., 2013).

A obesidade é um estado de inflamacéo crénica, de carater subclinico, e
tem como consequéncia complicacfes metabdlicas (SHEN et al., 2013). Esta
resposta inflamatéria cronica € caracterizada por producdo anormal de
adipocitocina, ativacao de vias de sinalizacdo proé-inflamatérias e a inducéo de
marcadores inflamatoérios. A insulina € um anabolizante que sinaliza o grau de
adiposidade a médio e longo prazo. O principal indicador de adiposidade é a
leptina que sinaliza o estado nutricional e as concentracdes de proteina
presente no plasma, altamente correlacionados com o nimero de adipdcitos e
o teor de gordura (ANGELAKIS et al., 2013).

A prevaléncia de obesidade aumentou progressivamente entre adultos,
adolescentes e criancas, dobrando, desde o ano de 1980, sendo considerada
uma epidemia mundial. Dados da Organizacdo Mundial de Salude mostram que
a obesidade afeta mais de 400 milh6es de pessoas em todo o mundo e 1,6
bilhdes de individuos, jA4 estdo com sobrepeso. Por volta de 2015,
aproximadamente 2,3 bilhdes estardo com sobrepeso e mais de 700 milhdes
serdo obesos (GENNE-BACON, 2014).

Héa cada vez mais evidéncias de que a obesidade tem suas origens no
inicio da vida (NEWNHAM et al., 2009). Compreender oS mecanismos e

caminhos que sustentam as primeiras origens da obesidade é vital para fazer


http://pt.wikipedia.org/wiki/Organiza%C3%A7%C3%A3o_Mundial_da_Sa%C3%BAde
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de_Massa_Corp%C3%B3rea
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progressos na resolucao deste grande problema da vida moderna (NEWNHAM
et al, 2009). A prevencdo da obesidade, principalmente na infancia, €&
fundamental pelo grande risco do ser humano se tornar um adulto obeso
(VAEL et al., 2011).

Estudos recentes demonstram que alguns individuos sdo mais
suscetiveis ao ganho de peso, que outros (MILLION et al., 2012; YIN et al.,
2010). Recentemente, descobriu-se que alteracdes na microbiota intestinal
podem interferir diretamente no nosso metabolismo corporal e balanco
energético (MILLION et al., 2013; MURPHY et al., 2013; RILEY; RAPHAEL;
FAERSTEIN, 2013). Alguns autores identificam o uso de antibiéticos como um
dos causadores da alteracdo da microbiota intestinal e, consequentemente,
responsaveis pelo ganho de peso. (MILLION et al., 2013; MURPHY et al.,
2013; RILEY; RAPHAEL; FAERSTEIN, 2013; TRASANDE et al., 2013).

2.2 Interferéncia dos antibi6ticos na obesidade

Os antibioticos tem sido prescritos em larga escala em todo o mundo,
sendo o0 uso mais frequente em criancas, por vezes, com emprego abusivo e
inapropiado. No entanto, hoje ha uma importante preocupacdo sobre o uso
excessivo dos antibiéticos e suas consequéncias, entre elas a resisténcia
bacteriana (CHO et al.,, 2012). Além disso, o uso abusivo de antibiéticos
também traz como consequéncia as alteracdes na microbiota intestinal, que se
torna pior quando ocorre na infancia, pois estas sdo mais vulneraveis e
suscetiveis as mudancas comparado aos adultos (MARQUES et al., 2014;
MOREIRA et al., 2012).

O impacto dos antibiéticos sobre a composi¢cdo da microbiota coldénica
dependera da concentracdo da droga no trato digestério, do limem intestinal e
de seu espectro de agdo, podendo provocar varios efeitos indesejaveis, como a
inducdo a colonizacdo por patdogenos em potencial, além de influenciar
negativamente a atividade metabolica da microbiota gastrintestinal. O retorno
ao estado normal da microbiota gastrintestinal ocorre somente trinta dias apos

o término do tratamento com antimicrobianos (PALONE et al., 2014).
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No utero, o bébe é estéril, mas torna-se colonizado precocemente
através do contato com a microbiota vaginal, regido anal e a cutis materna
logo ao nascimento (TRASANDE et al., 2013) e apos, compartilhando a
microbiota com os outros membros da familia. A composicdo da microbiota
depende da idade, sexo, geografia, etnicidade, familiaridade e dieta, e pode ser
modulada por antibidticos e ainda, probiéticos e prebiéticos (MILLION et al.,
2012).

Desde a década de 40, ha relatos da utilizacdo de antibiéticos em doses
baixas adicionados a ragédo animal, a fim de aumentar o ganho de peso em até
quinze porcento. Este efeito aumenta a eficiéncia energética do alimento em
aves, porcos e gado (LIBBY; SCHAIBLE, 1955; LIN et al.,, 2013) e, em
particular quando os antibiéticos sdo administrados nos primeiros dias de vida
dos animais (TRASANDE et al., 2013).

Com a administragdo do antibiotico se obtém a alteracdo da microbiota
intestinal, promovendo mudancas na fisiologia do corpo, causando a disbiose
(RILEY; RAPHAEL; FAERSTEIN, 2013). Cerca de setenta e cinco porcento
dos antibidticos administrados aos animais em confinamento ndo s&o
absorvidos pelo organismo e, portanto, sdo excretados através das fezes,
contaminando o meio ambiente. Assim, considerando que os seres humanos
sdo de fato expostos cronicamente a antibiéticos em baixas dosagens a partir
do meio ambiente ou através da exposicdo a um desses animais
contaminados, h4 uma boa razéo para acreditar no ganho de peso e obesidade
em individuos, em virtude dessa exposicao (RILEY; RAPHAEL; FAERSTEIN,
2013).

Outra preocupacdo com o uso desmedido de antibiéticos em animais,
como promotores de crescimento, diz respeito a resisténcia bacteriana. No
entanto, os antimicrobianos para este fim foram proibidos para uso em animais
na Unido Européia em 2006, apesar de continuarem a ser utilizados como
profilaxia e promotores de crescimento em varios outros paises (ANGELAKIS
et al., 2013).

O mecanismo pelo qual os agentes antibacterianos afetam o
desempenho em relagdo ao ganho de peso ndo é bem conhecido, mas varias
hipéteses tém sido propostas: (I) nutrientes sao eficientemente mais absorvidos

por causar um adelgacamento no epitélio do intestino delgado; (Il) os nutrientes
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sao mais absorvidos, pois 0s microrganismos concorrentes séo reduzidos; (ll1)
0S microorganismos responsaveis por infec¢gBes subclinicas séo reduzidos ou
eliminados; (IV) a producédo de toxinas ou metabdlitos sdo deprimidas, devido
a reducdo da microbiota intestinal; ou (V) alteracdes na atividade de enzimas
bacterianas melhoram a eficiéncia na absorcdo do alimento (THUNY et al,
2010).

Os efeitos de ganho de peso ocasionados pelo uso de antibidticos séo
observados em muitas classes diferentes de agentes antibacterianos (incluindo
macrolideos, tetraciclinas, penicilinas) e isso indica que ndo depende da classe
do antibidtico. Nao foram observados tais efeitos com antifungicos ou antivirais
(CHO et al., 2012). Em humanos, um estudo relatou que o uso de azitromicina
por tempo prolongado para fibrose cistica foi acompanhado de ganho de peso
e aumento do indice de massa corporal (IMC) através da melhora na absorcéo
dos nutrientes permitida pela administracdo do antibiético (PIRZADA et al.,
2003). Muitos estudos tem sido conduzidos com o objetivo de verificar as
modificacdes que o antibidtico ocasiona na microbiota intestinal (CHO et al.,
2012; MILLION et al., 2013; PIRZADA et al., 2003).

2.3 Interferéncia do antibiético na microbiota intestinal

No corpo humano, temos dez vezes mais bactérias do que células
humanas (BELKAID et al., 2014). Grande parte delas vive em nosso sistema
gastrintestinal e tem um efeito significativo sobre muitos aspectos da fisiologia
humana, incluindo o metabolismo, a absorcdo de nutrientes e funcao
imunolégica (TURNBAUGH et al., 2008; WALSH et al., 2014). Habitam nosso
corpo, em torno de 10 a 100 trilhdes de microorganismos que povoam O
intestino do adulto, sendo que a vasta maioria reside no colon (MILLION et al.,
2012). A distribuicdo dos microrganismos ao longo do trato gastrintestinal ndo é
homogénea. O ambiente hostil (suco gastrico, bile, suco pancreatico,
peristaltismo) no estdbmago e intestino delgado limita o crescimento bacteriano
e 0 numero de microrganismos. O ileo € um sitio de transicdo entre a
populacdo bacteriana escassa do jejuno e a populacdo densa e diversificada

do colon. O colon proporciona condicbes Otimas para 0 crescimento de



15

microrganismos, devido a auséncia de secrec¢des digestivas, peristaltismo lento
e de abundante suprimento nutricional (MOREIRA et al., 2012). A matriz da
microbiota contém setecentos e setenta e cinco diferentes espécies de
bactérias intestinais (AGANS et al., 2011).

Os diferentes compartimentos do trato gastrintestinal sdo habitados por
populacdes de microrganismos. A maior concentracdo de microrganismos
encontra-se no colon onde ocorre a verdadeira simbiose, chave para o estado
de bem estar e saude (ROBERFROID et al., 2010). Os autores relatam que
alteracdes na microbiota intestinal, causadas por antibioticos, podem interferir
no metabolismo corporal e balanco energético. A este fato denomina-se
disbiose (CHO et al., 2012; RILEY et al., 2013).

Uma das funcbes mais importantes da microbiota intestinal consiste na
protecdo contra a colonizagdo por microganismos potencialmente patogénicos -
“‘resisténcia a colonizagao”, sendo os anaerobios 0s principais microrganismos
envolvidos nesse processo. Esta resisténcia esta relacionada a competicédo por
substratos, sitios de colonizacéo e a producéo de acidos organicos, que inibem
0 crescimento de muitos outros patégenos. Alguns tipos de bactérias séo
capazes de produzir bacteriocinas, substancias semelhantes aos antibioticos,
as quais inibem o crescimento bacteriano de algumas espécies e exercem
efeito autorregulador sobre as produtoras (PALONE et al., 2014).

A microbiota intestinal desempenha diferentes papéis importantes para o
ser humano (AGANS et al.,, 2011). A microbiota intestinal exerce um efeito
trofico no epitélio intestinal, que favorece o0 desenvolvimento das
microvilosidades, que por sua vez, favorecem a absorcéo de nutrientes (BUTEL
et al.,, 2013; MOREIRA et al., 2012). A influéncia da microbiota na maturacdo
do sistema imune inato e adaptativo contribui para a homeostase sistémica e
imunolégica local o que leva a tolerancia & uma variedade de antigenos. A
modulacdo da atividade do sistema imune pode influenciar na funcdo da
barreira intestinal (MARQUES et al.,, 2014; MOREIRA et al., 2012). A
capacidade da microbiota de quebrar moléculas nao-digeriveis em metabalitos,
tais como &acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e sintetizar vitaminas,
demonstra também a sua importancia para a nutricdo humana (MOREIRA et
al., 2012).
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Observou-se, recentemente, que a microbiota que coloniza o intestino
tem um papel importante no desenvolvimento da obesidade e outras
enfermidades metabdlicas e imunolégicas. Recentemente a microbiota
intestinal passou a despertar interesse, pois acreditava-se que essa relacdo era
simplesmente comensal (TURNBAUGH et al., 2008). No entanto, nenhuma
atencdo foi dada a maioria das bactérias do intestino, cujo papel e a relagédo
com a saude do hospedeiro permaneceram desconhecidos por muito tempo
(BUTEL et al.,, 2013). Atualmente, cada vez mais os autores relatam as
interacdes benéficas entre essa microbiota comensal e o corpo humano, que
ocorrem desde o nascimento (BUTEL et al., 2013).

Abordagens baseadas em sequenciamento de DNA, hoje, revelam que
a microbiota intestinal humana compreende mais de 1000 filotipos, sendo
capaz, portanto, de identificar as bactérias que residem no intestino do
humano. Em individuos saudaveis, estas podem ser classificados em seis
divisbes bacterianas (filos): Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobactérias, Fusobactérias e Verrucomicrobia (SHEN et al., 2013). As mais
abundantes sao Firmicutes e Bacteroidetes, em torno de 90% (KOTZAMPASSI
et al., 2014; SHEN et al., 2013; WALSH et al., 2014). Em relacdo ao género, 0s
principais constituintes da microbiota intestinal humana s&o anaerébios
obrigatérios dos géneros Bacteroides, Eubacterium,  Clostridium,
Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium e
Fusobacterium, e em menor numero anaerébios facultativos, tais como
Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus e Proteus
(SHEN et al., 2013; XU et al., 2013).

Evidéncias recentes tém revelado que as microbiotas intestinais de
individuos obesos e eutroficos sdo diferentes (TURNBAUGH et al, 2008).
Conseguiu-se identificar que as duas bactérias em maior propor¢cdo sao
Firmicutes (60-80%), associada ao individuo obeso, e a Bacteroidetes (20-
40%), ao individuo eutréfico (MILLION et al., 2013; YIN et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais, certos microorganismos, da microbiota
intestinal levam ao ganho de peso, ainda sao incertos. Muitos estudos trazem a
teoria que 0s microrganismos gue povoam o intestino de ratos obesos tém uma
maior capacidade de extrair energia dos alimentos, visto que a coloniza¢do do

intestino estéril de ratos com populagcbes microbianas de ratos obesos
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proporciona aumento das gorduras corporais € 0 ganho de peso, comparado a
microbiota de ratos eutréficos (CHO et al., 2012; GORDON et al., 2013;
MILLION et al., 2013).

Alguns estudos referem que a microbiota intestinal pode converter
carboidrato em acido graxo de cadeia curta (AGCD). Assim a alta producao de
AGCD leva ao aumento da capacidade de extrair maior energia e de obter um
maior valor calorico dos alimentos. De fato, os obesos tém uma maior
concentracdo de AGCD nas fezes em comparacdo aos eutroficos (MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2011). No entanto, é possivel que calorias adicionais
fornecidas para o hospedeiro a partir da fermentacdo de moléculas nao
digeriveis causadas pela microbiota intestinal, sdo suficientes para produzir
mudancas significativas no peso. Um dos argumentos para apoiar essa
hiptese € que o consumo de uma dieta rica em fibras pode aumentar a
producdo de AGCD, desde que o ser humano esteja em disbiose (BACKHED
et al., 2004; BUTEL et al., 2013; MUSSO; GAMBINO; CASSADER, 2011).

As bactérias produzem um arsenal de enzimas capazes de quebrar
carboidratos em acucares simples, os quais sdo fermentados em acidos graxos
de cadeia curta e podem ser absorvidos por células humanas e contribuir com
mais de dez porcento das calorias que a nossa prépria célula requer (INMAN
et al., 2013).

Ha, também, na membrana celular das bactérias, lipidios que podem
ativar receptores no ser humano. Assim, mesmo quando a bactéria morre, o
organismo absorve seus restos e 0s mesmos podem ativar o crescimento de
tecido adiposo (CARVALHO et al., 2013).

A dieta é ainda um dos fatores de maior contribuicdo para a composicao
e diversidade da microbiota intestinal. Desde o nascimento, o leite materno é
considerado o melhor alimento para a maturacdo do intestino e, com a
introducdo de alimentos sélidos, ocorre a selegcdo das bactérias, formando
assim a microbiota do adulto (MARQUES et al., 2014).
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2.4 Interferéncia dos probidticos na microbiota intestinal e
obesidade

A palavra probiético foi utilizada pela primeira vez por Lilly e Stillwellem
em 1965, em oposi¢cdo ao termo antibidticos, para qualificar uma "substancia
microbiana capaz de estimular o crescimento de um outro microrganismo".
Entdo, a nocédo de origem microbiana foi introduzida, redefinindo os probiéticos
como "microrganismos vivos com efeitos benéficos ao hospedeiro, levando ao
equilibrio da sua microbiota intestinal" (BUTEL et al., 2013).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que exercem um beneficio a
salude do hospedeiro, estimulam o crescimento de outros microrganismos
benéficos, modulam a mucosa intestinal e imunidade sistémica e melhoram o
equilibrio nutricional e microbiano no trato intestinal (KOTZAMPASSI et al.,
2014; MILLION et al., 2013).

Os efeitos benéficos dos probidticos sdo: 1. Prevencao e/ou reducéo da
duracdo ou queixa de diarreias induzidas por rotavirus ou associadas a
antibiéticos, bem como o alivio de queixas devido a intolerancia a lactose; 2. A
reducdo da concentracdo de enzimas que promovem O cancer e / ou
metabdlitos de putrefacdo (bacterianas) no intestino; 3. Prevencédo e a reducao
de queixas inespecificas e irregulares das vias gastrintestinais em pessoas
saudaveis; 4. Efeitos benéficos sobre aberracées microbianas, inflamacéo e
outras patologias como: doencas inflamatorias do trato gastrintestinal, infec¢éo
por Helicobacter pylori ou crescimento excessivo de bactérias; 5. Normalizacdo
da passagem das fezes e de sua consisténcia em individuos que sofrem de
obstipacdo ou um colon irritavel; 6. Prevencado ou alivio de alergias e doencas
atopicas em criancas; 7. Prevencao de infec¢des do trato respiratorio (resfriado
comum, gripe) e outras doengas infecciosas, assim como o tratamento de
infec¢bes urogenitais (VRESE; SCHREZENMEIR, 2008).

A utilizacdo terapéutica potencial de microrganismos é feita ha quase
duzentos anos e é anterior a confirmacao experimental da teoria das doencas
microbianas. Os mecanismos benéficos dos probidticos ainda ndo estéo claros,
mas incluem efeitos ndo-especificos, tais como a inibicdo do crescimento de
patégenos, de alteragdo da composicdo de acidos graxos de cadeia curta no

lumen intestinal, estimulacdo da producdo de mucina do coélon, ou
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potencializagdo da resposta imunoldgica e secretora da atividade antibidtica
(ANGELASKIS et al., 2013).

Uma das primeiras recomendacdes para o uso de probioticos foi como
tratamento e/ou prevencédo de diarreia. Os autores da recente meta-andlise
através de sessenta e trés (63) ensaios clinicos relataram um significativo
beneficio dos probidticos no tratamento da diarreia aguda, com duragdo
encurtada para um dia na diarreia que persiste por mais de quatro dias, além
da diminuicdo de sua frequéncia (ALLEN et al., 2010).

Foi relatada também a habilidade de probidticos em inibir patégenos
como prevencgdo ou tratamento das diarreias associadas ao uso de antibiéticos
e na diarreia dos viajantes. Além disso, probiéticos diminuem a incidéncia de
diarreias associadas ao Clostridium difficile e pode melhorar os sintomas da
sindrome do intestino irritvel e doencga inflamatoria intestinal (ANGELASKIS et
al., 2013).

Por décadas, os probidticos tem sido usados na pecuaria, em animais de
abate, por seus efeitos de promocdo do crescimento e usados desde a
proibicdo dos antibiéticos como promotores de crescimento na Europa a partir
de 1° de janeiro de 2006 (TURNBAUGH et al., 2008). O uso destes probidticos
em animais de abate modulam a microbiota do trato intestinal, melhoram a
barreira intestinal, o0s processos metabdlicos, imunoldgicos e, como
consequéncia, diminuem as enfermidades infecciosas e levam ao ganho de
peso, aumentando a massa muscular e ndo o tecido adiposo (DIBNER et al.,
2005; LIN et al., 2014).

As bactérias mais comumente utilizadas pertencem aos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus e Streptococcus. As mais
significativas séo a Bifidobacterium e Lactobacillus (MILLION et al., 2012).

Os Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri sdo os mais comumente
utilizados na pecuéria. Sugere-se que probidticos contendo Lactobacillus
podem ter impacto na alteracdo do peso em seres humanos e animais
(MILLION et al., 2012). Os Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum e
Lactobacillus ingluviei foram associados ao ganho de peso, enquanto
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus gasseri, a perda de peso
(TURNBAUGH et al., 2008; MILLION et al., 2012; ANGELAKIS et al., 2013).
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A Bifidobacterium é uma bactéria comensal, encontrada em maior
namero no intestino dos mamiferos (YIN et al., 2010). E a primeira bactéria a
colonizar o intestino do recém-nascido (AGANS et al., 2011; KOTZAMPASSI et
al., 2014). Demonstrou-se neste estudo citado, duas cepas de Bifidobacterium
com propriedades antagonistas, a Bifidobacterium L66-5, que aumenta a
producdo de Bacteriodetes e, como resultado, a perda de peso. Ja, a presenca
de Bifidobacterium M13-4 esta relacionada ao ganho de peso por melhorar a
absorcéo de gordura no lumem intestinal (YIN et al., 2010).

A Bifididobacterium ainda pode auxiliar a cepa de Bacteriodetes a
degradar polissacarideos e inibir a absor¢cdo de colesterol exégeno na por¢ao
do intestino delgado, auxiliando assim a reducdo dos niveis séricos de
colesterol. Existem diversas pesquisas que demonstram o efeito positivo de
Lactobacillus e hipocolesteremia; este estudo mostra que uma cepa de
Bifidobacterium longum exibiu um dos efeitos mais significativos na reducéo do
colesterol total no soro, tanto em ratos como em seres humanos (YIN et al.,
2010).

A administracdo de Saccharomyces boulardii em ratos apresentou
resposta favoravel em relacdo a reducdo do peso, da massa adiposa, da
esteatose hepatica e do grau de inflamacéo. Portanto, pode-se concluir que o
S. boulardii tem uma acdo benéfica como probidtico no tratamento da
obesidade (EVERARD et al., 2014).

Em geral, tanto os probidticos ingeridos, como 0s comensais, S&o
importantes e determinantes ao favorecimento da obesidade ou a perda de
peso, e possivelmente diversos produtos comercializados com probidticos
estdo sendo consumidos sem saber seu real objetivo (MILLION et al., 2013).
Em contrapartida, a melhor compreensdo da capacidade das bactérias
probiéticas em levar a perda de peso é importante, pois seria uma nova
alternativa de tratamento no combate a obesidade (ANGELAKIS et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interferéncia do uso do antibiético (amoxicilina) associado ou
ndo ao uso do probidtico (Saccharomyces boulardii) no peso e composicédo

corporal de ratos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as variacbes nas medidas antropométricas e de

bioimpedancia dos animais apds os tratamentos empregados.

Avaliar a suposta protecdo oferecida pelo probiético (Saccharomyces
boulardii) no ganho de peso e composic¢ao corporal de ratos.
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ABSTRACT

Obesity has become a major public health challenge in recent years and is accompanied
by severe medical problems. Recent studies suggest that alterations of the gut
microbiota by antibiotics could play an important role in obesity and metabolic
disorders. We investigated this topic using 60 Wistar rats, which were divided into three
experimental groups: amoxicillin, amoxicillin plus Saccharomyces boulardii and
control. Treatments were administered over the course of two weeks on days 0,2,4,7,9
and 11, with six administrations for each group. Tetrapolar bioelectric impedance
analysis (TBIA) and anthropometric evaluations were conducted. The body mass index
was significantly lower for the animals in the control group (p=0.034). The same result
was observed for the Lee index; the control group had a lower index than the two
groups that received antibiotic treatment (p=0.0019). The abdominal
circumference/thoracic circumference ratio revealed that the control group had the
lowest ratio (1.19), which differed from that of the amoxicillin group (p=0.0329),
indicating a greater accumulation of abdominal fat in the group that received the
antibiotic alone. The total body water data demonstrated that the control group had the
greatest amount of body water (279.1g) (p=0.0243). With respect to body composition
and fat accumulation, the anthropometric data and the TBIA were consistent and
demonstrated that the groups treated with the antibiotic exhibited a greater accumulation
of body fat than the control group. With respect to the potential for protection against
changes in microbiota by S. boulardii, no microbial protective action was observed in

this study.

Keywords: antibiotics, obesity, probiotics
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Introduction

Obesity has become a major public health challenge in recent years
and is now being treated as a true pandemic, particularly in Western countries [1]. In
addition to the difficulties in locomotion that are caused by obesity, the severe medical
problems that accompany this disease include diabetes, hypertension, dyslipidemia [2].

The multifactorial etiology of obesity is linked to an individual's
unique factors, such as genetic background and physical activity, and to environmental
and cultural factors associated with modern life, such as high-caloric food, high-fat diets

and the gradual replacement of human activities by mechanized activities [2, 3].

To better understand the role of the gut microbiota in this disease,
scientists recently began to evaluate the possibility that antibiotic-induced changes in
the intestinal microbiota could interfere directly with body metabolism and energy
balance [1, 2, 4]. Some authors referred to this change in intestinal microbiota as
dysbiosis, and many studies attributed these changes to antibiotics. The emergence of
dysbiosis may be a possible explanation for the occurrence of a worldwide epidemic of
obesity [2, 5-7].

Since the 1940s, antibiotics have been added to animal feed in low
doses to increase weight gain. This process increases the efficiency of feeding poultry,
pigs and cattle [8-11], particularly when the antibiotics are administered in the first days

of an animal’s life [6].

Babies acquire their microbiota in early life via contact with
contaminated surfaces, such as maternal vaginal surfaces, fecal microbiota [12] and
other family members. The composition of the microbiota varies and is highly
susceptible to changes during childhood. A level of stability is acquired in adulthood
and is affected by age [13, 14], sex [15], geography [16], diet [17] and environmental

factors, such as early exposure to antibiotics [6].

The administration of antibiotics to children during childhood and
associated alterations in gut microbiota (i.e., dysbiosis) could be responsible for the
significant increases observed in the indicators of childhood and adult obesity [18]. This

phenomenon has been the focus of numerous studies that demonstrated that a significant
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direct relationship exists between the use of antibiotics in childhood and the emergence
of obesity [2, 5-7, 17, 19].

To obtain more information and search for potential probiotic-based
treatments, this study evaluated the interference of the administration of amoxicillin in
the presence and absence of probiotics with the weight and body composition of rats.

Methods

Animal Care: Sixty male Wistar rats with an age of 12 days were
used. The animals were received at the University of Sorocaba Vivarium and were
allowed to adapt to the experimental conditions for 10 days. A standard laboratory

rodent diet (Presence®) and water were provided ad libitum.

The project was approved by the University of Sorocaba Ethics
Committee on Animal Research (number 010/2013) and was conducted in accordance
with the Brazilian Regulations for Animal Experimentation. The animals were housed
in cages under an alternating 12-hour light/dark cycle. The room temperature was
maintained at 22°C.

The 60 animals were divided into three experimental groups: Group
AMOX received amoxicillin (n=20), Group AMOX+SB received amoxicillin plus
Saccharomyces boulardii (n=20) and Group CONTR contained the controls (n=20).

Treatments: Group AMOX received 150 mg/kg of amoxicillin per
oros as a single daily dose. Group AMOX+SB received 150 mg/kg of amoxicillin per
oros and 0.1 mL of a suspension of S. boulardii (2.8x10° c.f.u.) 2 hours later. Both
treatments were administered as a single daily dose. Group CONTR received 0.1 mL of
0.9% NaCl as a single daily dose. Amoxicillin was used because it is the most widely
used antibiotic in childhood, when the microbiota is more susceptible to change. The

dose used was the maximum allowed in children[20].

The treatments were administered over the course of two weeks on

days O, 2, 4, 7, 9 and 11, with a total of six administrations for each group. The
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lyophilized S. boulardii cells were dissolved in saline (i.e., 0.9% NaCl) for
administration to the animals. S. boulardii was used as microbiota repositor because of

its widespread use in children.[21]

Weight gain evaluation: To evaluate weight gain, the animals were
weighed weekly for 8 weeks, on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56.

Assessment of body composition: To assess body composition, the
animals underwent anthropometry and bioelectrical impedance testing.

Bioelectrical impedance: Tetrapolar bioelectric impedance analysis
(TBIA) was performed according to the procedure described by Hall et al [22]. Whole
body reactance (WBXc) and whole body resistance (WBR) were measured using a
tetrapolar phase-sensitive bioelectrical impedance analyzer that introduced a 425 pA
current at 50 KHz (Bioelectrical Body Composition Analyzer, Model: Quantum I1). The
animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital (30 mg/Kg)
and placed in the prone position on a non-conductive plastic surface. The hair was
removed, and four electrodes (i.e., two sources and two detectors) made from
hypodermic needles were placed as described by Hall et al [22] and Yokoi et al [23].
Electrode 1 (i.e., a source) was placed at the anterior edge of the orbit, electrode 2 (i.e.,
a source) was placed 4 cm from the base of the tail, electrode 3 (i.e., a detector) was
placed at the anterior opening of the pinna and electrode 4 (i.e., a detector) was placed
at the mid-pelvis of the rats.

Anthropometrical determinations: For anthropometric evaluation of
the animals, the following measurements were made, as described by Novelli et al [24]:
abdominal circumference (AC) was measured immediately anterior to the forefoot,
thoracic circumference (TC) was measured immediately behind the foreleg and body
length (BL) was measured as the nose—anus length. The anthropometrical measurements
were made using a plastic, non-extensible measuring tape, with an accuracy of 0.1 cm.

All measurements were made on anaesthetized animals after TBIA.

Using the data obtained from TBIA (i.e., WBXc and WBR) and
anthropometry (i.e., AC, TC and BL) and the animal weights (i.e., AW), we evaluated

the following parameters for all animals:
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- the body mass index (BMI) was calculated by dividing the weight of the animal
in g (AW) by the square of its length in cm (BL) [24].

- the Lee index was determined by dividing the cubic root of the animal weight in
g (AW) by the length in cm (BL) [25].

- the AC/TC ratio was determined by dividing the AC in cm by the TC in cm.

- the total body water in g (TBW) was estimated as follows, using the empirical
formula described by Hall et al [22]: TBW = 15.47 + 97.44 BL*/WBR, where BL is
body length in cm and WBR is WBR in Q from the TBIA.

- the percentage of body water (% BW) was calculated by dividing the TBW in g
by the animal weight in g (AW). The result was multiplied by 100 to obtain a

percentage.
Statistical Analysis

All measurements were performed in duplicate. The statistical
significance of differences among the three groups was evaluated using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey-Kramer test. A difference

between groups was considered statistically significant when the p value was <0.05.

Results

Weight gain: The animals were weighed weekly. Table 1 shows the
mean initial weight (i.e., day zero), the mean final weight (i.e., day 56) and the mean
weight gain (g) of the studied groups. Although we observed a higher rate of weight
gain in the group AMOX+SB, this result was not statistically significant (p=0.13).
Figure 1 shows the mean weekly weight gain for all of the groups. Interestingly, the two
groups that received antibiotic treatment (i.e., AMOX and AMOX+SB) gained less
weight in the first two weeks than the CONTR group. However, this difference was not
statistically significant (p=0.504). This tendency was reversed after the third week,
when the control group began to gain less weight. Interestingly, of all of the weeks

studied, a significant difference in the weekly weight gain of the animals was observed
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only in the last week (i.e., Week 8), when the CONTR group gained less weight (15.15
g) than the groups receiving amoxicillin (p=0.0134).

Tablel. Initial weight, final weight and weight gain of animals (mean) (g), according to
the treatment employed in the AMOX, AMOX+SB and CONTR groups.

AMOX AMOX+SB CONTR
Inicial weight (g) 101.05 (+9.68)° 103.75 (+8.09)° 102.15 (8.72)°
Final weight (g) 381.00 (+6.80)° 396.75 (+8.71)° 375.10 (£8.47)°
Weight gain (g) 279.95 (£26.16)  293.00 (+35.25)  272.95 (+32.86)°

Different superscripted letters indicate statistical significance p<0.05.
Equal superscripted letters indicate no statistical significance p>0.05.

Figure 1. Mean weekly gain weight (g) for the AMOX, AMOX+SB and CONTR groups.
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DAMOX +SB| 3305 | 52,8 | 4995 | 4395 | 3765 | 322 | 2315 | 20,25
OCONTR 348 | 56,75 | 44,25 | 41,15 | 34,05 25 21,8 | 1515
Body composition
Table 2. TBIA data for the AMOX, AMOX+SB and CONTR groups.
AMOX AMOX+ SB CONTR p
Whole Body Reactance 25.77 (5.41)% 21.94 (+8.82)% 25.30 (+9.60)*  0.2889

(WBXc)
Whole Body Resistance ~ 267.72 (#42.46)"  257.95 (+65.00)°  258.97 (+29.45)* 0.7819
(WBR)

Different superscripted letters indicate statistical significance p<0.05.
Identical superscripted letters indicate the absence of statistical significance p>0.05.
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Table 2 shows the results of the TBIA. No differences were observed
among the groups.

Table 3. BMI, Lee index, AC/TC ratio, TBW and BW in the AMOX, AMOX+SB and
CONTR groups.

AMOX AMOX+ SB CONTR p
BMI (g/cm?) 0.599 (+0.053)? 0.606 (+0.072)* 0.544 (+0.055)°  0.0034
Lee index 0.287 (+0.011)? 0.286 (+0.013)* 0.274 (+0.011)*  0.0019
AC/TC ratio 1.254 (+0.090) 1.250 (+0.054)>" 1.199 (+0.066)"  0.0329
TBW (g) 252.95 (+39.90)° 252.61 (+17.73) 279.12 (+38.88)"  0.0243
BW (%) 66.32 (+8.64)° 63.84 (+5.99) 74.96 (+11.70)°  0.0012

Different superscripted letters indicate statistical significance p<0.05.
Identical superscripted letters indicate the absence of statistical significance p>0.05.

The data presented in Table 3 are the results obtained from anthropometry
and TBIA. The BMI was significantly lower for the animals in the CONTR group. The
same result was observed for the Lee index, for which the group that received no
antibiotic treatment (i.e., CONTR) exhibited a lower value (p=0.0019) than the two
groups that received the antibiotic (i.e., AMOX and AMOX + SB).

With respect to the AC/TC ratio, the results demonstrate that the CONTR
group had the lowest value (1.199) and that this value differed from that of the AMOX
group (p=0.0329). The AC/TC ratio indicates that a greater accumulation of abdominal
fat occurred in the group that received amoxicillin alone [24, 26].

The TBW data demonstrate that although the CONTR group exhibited the
lowest average weight gain (272.95 g) and the lowest final weight (375.10 g), this group
had the greatest amount of body water (279.1 g) (p=0.0243). When evaluating the
percentage of water in the bodies of the animals, this difference was even greater
(p=0.0012).

In the CONTR group, 74.96% of the body weight was water, while the

AMOX and AMOX+SB groups exhibited body water percentages of 66.32% and
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66.84%, respectively (p=0.0012). The BW data demonstrate very clearly that a greater

fat-free mass existed in the group that did not receive amoxicillin [27, 28].

Discussion

With respect to the weight gain of the animals, this study demonstrated
that less weight gain occurred in the first two weeks for the group that received
amoxicillin (Figure 1). This loss is explained by the diarrhea experienced during those
two weeks by the animals who received the antibiotic (i.e., AMOX and AMOX+BD).
From the third week on, there was an inversion and the groups that received the
antibiotic began gain more weight. In Week 8, this result became even more significant

(p=0.0134).

Although some authors reported similar results (i.e., changes in body
composition occurred without weight changes [5, 29, 30]), the data from this study
suggest that weight changes could appear in subsequent weeks if the study was
extended. This prediction is plausible because in Week 8, significant differences were
observed between the groups that used amoxicillin and those that did not. Other studies
found similar responses, in which animals and humans treated with antibiotics gained
weight, particularly in cases in which the antibiotics were administered early in life [6,
31-33].

With respect to body composition and fat accumulation, the
anthropometric data (i.e., BMI, Lee index and AC/TC ratio) and the TBIA data (i.e.,
TBW and BW) were consistent and demonstrated that the groups that were treated with

amoxicillin exhibited a larger accumulation of body fat than the CONTR group.
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The literature has reported this effect for years, since the first use of
antibiotics [34, 35] as growth promoters in chickens, piglets and calves. This effect was
discovered in the United States in 1946, when chickens were fed tetracycline derivatives
[36].

Although some studies demonstrated the effectiveness of S. boulardii for
resetting alterations caused by antibiotic treatment [21, 37, 38] we found no microbial
protective effects in this study; the results of the group that received S. boulardii were
identical to those of the group that received amoxicillin alone (i.e., an increase in body
fat was observed).

Other studies demonstrated the anti-obesity effect of microorganisms
such as Bifidobacterium animalis and Lactobacillus species [39, 40], but this effect was
not replicated with S. boulardii in the present study.

Recent studies of humans and animals provided increasing evidence for a
strong association between the consumption of antibiotics and weight gain and
demonstrated a significant role of the human microbiota in this process [5, 6, 41-45].
Studies of microbiota transplantation demonstrated that germ-free animals accumulated
less fat, despite eating more. After receiving transplanted microbiota from obese
animals, these animals gained more weight in fat [46, 47].

The role of the microbiota in obesity and the interference of antibiotics
with the microbiota are well documented. More studies that manipulate the microbiota
with probiotics and prebiotics are needed to create a new front for the treatment of

obesity.
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5 CONCLUSOES

Com base na metodologia proposta e nas condi¢cdes nas quais o estudo

foi realizado, pode-se concluir:

1. O uso da amoxicilina interferiu na composicéo corporal de ratos,
aumentando a proporc¢ao de gordura corporal;

2. O uso do Saccharomyces boulardii ndo demonstrou efeito protetor
em relacao a alteracdes na composicao corporal dos animais.

3. O uso de amoxicilina, associada ou ndo ao Saccharomyces
boulardii ndo interferiu, de forma significativa, no peso dos animais tratados.

4. O uso de Saccharomyces boulardii ndo interferiu na composicao

corporal dos animais.
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