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RESUMO

O trato gastrointestinal de mamiferos, incluindo caes e gatos, € habitado por uma
microbiota intestinal altamente diversa, que exerce papel essencial na saude e na
doenca. Esse ecossistema microbiano influencia processos como metabolismo,
imunidade, desenvolvimento neuroldgico e manutencdo da homeostase. A revisao
tem como objetivo abordar os conhecimentos atuais sobre a microbiota intestinal
canina, destacando sua importancia na eubiose e os impactos da disbiose. Além
disso, discute as principais causas, metodos de diagndstico e estratégias de
tratamento da disbiose em cées. O segundo capitulo compreende um estudo clinico
sobre os efeitos dos inibidores da bomba de protons em biomarcadores séricos e
fecais de disbiose intestinal em cdes. A microbiota intestinal € composta por diversos
microrganismos que desempenham func¢des essenciais no metabolismo e na saude
do hospedeiro. Este estudo avaliou os efeitos de inibidores da bomba de proétons
(IBPs) — Omeprazol, Esomeprazol e Lansoprazol — na microbiota de cées
saudaveis. Vinte cdes da raca Golden Retriever foram divididos em quatro grupos,
recebendo tratamento por 30 dias. Os resultados mostraram que, embora nao
houvesse alteracdes clinicas ou significativas no indice global de disbiose, foram
observadas mudancas especificas na microbiota, como a reducdo do género
Turicibacter e o aumento de Streptococcus spp. em alguns individuos. Os marcadores
séricos de inflamacédo e absorcao gastrointestinal permaneceram inalterados. Conclui-
se que, nas condi¢cfes estudadas, os IBPs ndo causaram dishiose nem prejuizos

clinicos, embora alteracdes pontuais indesejadas tenham sido registradas.

Palavras-Chave: Eubiose; Esomeprazol; Lansoprazol; Microbiota; Microbioma,

Omeprazol.



ABSTRACT

The gastrointestinal tract of mammals, including dogs and cats, is inhabited by a highly
diverse intestinal microbiota that plays an essential role in both health and disease.
This microbial ecosystem influences various processes such as metabolism, immunity,
neurodevelopment, and the maintenance of homeostasis. The review aims to present
current knowledge about the canine gut microbiota, highlighting its role in eubiosis and
the impacts of dysbiosis. It also discusses the main causes, diagnostic methods, and
treatment strategies for dysbiosis in dogs. The second chapter consists of a clinical
study on the effects of proton pump inhibitors (PPIs) on serum and fecal biomarkers of
intestinal dysbiosis in dogs. The intestinal microbiota comprises various
microorganisms that play key roles in host metabolism and health. This study
evaluated the effects of PPIs — Omeprazole, Esomeprazole, and Lansoprazole — on
the microbiota of healthy dogs. Twenty Golden Retrievers were randomly divided into
four groups and treated for 30 days. Results showed no clinical signs or significant
changes in the global dysbiosis index among the treated groups. However, specific
microbial alterations were observed, including a reduction in Turicibacter (a beneficial
genus) in the Omeprazole and Esomeprazole groups, and an increase in
Streptococcus spp. (an undesirable genus) in some individuals in the Omeprazole
group. Serum biomarkers related to inflammation and gastrointestinal absorption
remained unchanged. It was concluded that, under the studied conditions, PPIs did not
induce intestinal dysbiosis or clinical impairment, although some isolated undesirable

microbial changes were noted.

Keywords: Eubiosis; Esomeprazole; Lansoprazole; Microbiota;, Microbiome;

Omeprazol.
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Capitulo 1

Disbiose Intestinal em Caes: passado, presente e futuro

Intestinal Dysbiosis in Dogs: past, present and future

Felipe Saab Romano?!, Maria Anete Lallo*

Programa de Patologia Ambiental e Experimental, Medicina Veterinaria,

Universidade Paulista (UNIP), Sado Paulo, Brasil.
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Resumo: O trato gastrointestinal dos mamiferos é colonizado por um grande niamero
de microrganismos e essa populacdo é conhecida como microbiota intestinal, que
desempenha um papel fundamental nos estados fisiolégicos e patolégicos. Em
particular em cdes e gatos, o trato gastrointestinal abriga um ecossistema microbiano
complexo e altamente biodiverso que interage de forma diversa na saude (eubiose) e
na doenca (disbiose). Estudos recentes mostram que ele esta envolvido em uma
ampla variedade de processos vitais, incluindo as necessidades energéticas, o
metabolismo, a atividade imunoldgica e o desenvolvimento neurocomportamental. O
objetivo desta revisdo foi trazer um recorte sobre os conhecimentos relativos a
microbiota e a disbiose em caes, abordando aspectos da microbiota e sua relacao
com a homeostase do hospedeiro. Também essa revisdo focou nas causas, no

diagndstico e no tratamento na disbiose.

Palavras-Chave: causas de disbiose; microbiota; microbioma; probidticos.



12

Abstract: The gastrointestinal tract of mammals is colonized by a large number of
microorganisms, known as the gut microbiota, which play a fundamental role in both
physiological and pathological states. In particular, the gastrointestinal tract of dogs
and cats harbors a complex and highly biodiverse microbial ecosystem. Recent studies
have shown that it is involved in a wide range of vital processes, including energy
requirements, metabolism, immune activity, and neurobehavioral development. The
aim of this review was to present an overview of current knowledge regarding the
microbiota and dysbiosis in dogs, highlighting aspects of the microbiota and its
relationship with homeostasis. This review also focused on the causes, diagnosis and

treatment of dysbiosis.

Keywords: causes of dysbiosis; microbiota; microbiome; probiotics.
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1. Conceitos gerais

Um ecossistema complexo constituido por bactérias, virus, fungos e
protozoarios habita o trato gastrointestinal (TGI). Para se referir a esse sistema termos
sdo empregados, como microbiota quando se refere a taxonomia (“quem esta 13”) e
microbioma quando se refere ao seu conteudo e fungédo genética (“o que eles estao
fazendo ali”) (Suchodolski, 2022). Em caes e gatos, cerca de 98% desse ecossistema
€ composto por bactérias (Swanson et al.,, 2011). Embora descritos como
componentes da microbiota, o papel dos fungos, virus e protozoarios ainda néo é
totalmente compreendido.

Na microbiota h& bactérias Gram-positivas e negativas, aerébias ou anaerdbias
a depender do segmento anatdmico intestinal e de aspectos individuais do animal, por
exemplo, o intestino delgado abriga uma mistura de bactérias aerdbicas e anaerébicas
facultativas, enquanto o colon é colonizado abundantemente por anaerébios (quadro
1). Os filos predominantes em caes e gatos sdo: Firmicutes, Fusobacteria e
Bacteroidetes. Os géneros mais notaveis sao: Clostridium, Lactobacillus,
Bifidobacterium (Pilla e Suchodolski, 2020).

As bactérias intestinais fazem parte da relacdo delicada que existe entre as
células epiteliais intestinais, a camada de muco intestinal, o sistema imune do
hospedeiro e o ambiente luminal. A composicdo da microbiota € influenciada pela
dieta, pelo ambiente, pela idade, pela genética e certamente por enfermidades e/ou
medicamentos (Garraway et al., 2018; Wernimont et al., 2020; Ziese, Suchodolski,
2022).

A maturidade do microbioma intestinal em cdes coincide com o desmame,
guando o filhote passa a ter uma composicdo mais semelhante ao adulto. Desde o
nascimento, quando existe predominancia de Proteobacteria, oscilacbes na
constituicdo das bactérias ocorrem gradativamente, com 9 semanas de idade, ocorre
reducdo de Proteobacteria e aumento de Faecalibacterium spp. e Clostridium
hiranonis. Por outro lado, irm&os da mesma ninhada adultos apresentam composi¢ao
microbiana mais semelhante entre si do que caes nédo aparentados, indicando a
participacdo genética (Hand et al., 2013).

Também sao identificadas diferencas entre as populacdes bacterianas nos
segmentos do TGI, atribuidas aos niveis de oxigénio, pH, compostos antimicrobianos

e motilidade intestinal. No estbmago canino sobrevivem bactérias resistentes ao



14

ambiente acido, predominantemente Helicobacter em menor

spp. e,
Lactobacillus spp. (Garcia-Mazcorro et al., 2012). O intestino delgado abriga uma

grau

mistura de bactérias aerObicas e anaerdbicas (Mentula et al., 2005), enquanto no
intestino grosso predominam as bactérias anaerdbicas (Honneffer et al., 2017). Além
da diversidade filogenética das bactérias constituintes da microbiota, esses
microrganismos mostram variacdes genéticas em funcao de fatores ambientais como
pH, oxigénio, metabdlicos, nutrientes, horménios, estimulos neurais, as quais podem
modificar a funcdo no microbioma. Por exemplo, Escherichia coli apresenta
modificacdo na taxa de crescimento e na motilidade dependendo da proporcdo de
acidos graxos de cadeia curta disponivel no ileo e colon (Zhang et al., 2020).
Pesquisas indicam que as microbiotas de cdes e gatos se tornaram mais diversas por

meio da domestica¢do, assemelhando-se a dos humanos (Pilla e Suchodolski, 2020).

Quadro 1. Caracteristicas e composicado da microbiota gastrintestinal de caes e gatos.

Bactérias Fungos Virus

Geralmente estao
aderidos a mucosa

O numero e a
diversidade de
bactérias aumentam
ao longo do trato
gastrointestinal

Caracteristicas
do grupo de
microrganismos

A quantidade de
virus na microbiota
geral é pequena

Cées Firmicutes, Leveduras e bolores Rotavirus,
Bacteroidetes, Cada céo tem um perfil Coronavirus,
Proteobacteria, Gnico de espécies de Parvovirus,
Fusobacteria, fungos presentes em sua Norovirus,
Actinobacteria populagdo Astrovirus,
Paramyxovirus
Gatos Firmicutes (incluindo Ascomycota (>90%); Rotavirus,
Clostridium spp.), Saccharomyces e Coronavirus,
Proteobacteria Aspergillus, Parvovirus,
Bacteroidetes, Neocallimastigomycota Bacterifagos
Fusobacteria, (>5%) Caudovirales,
Actinobacteria Crenarchaeota,
Euryarchaeota,
Korarchaeota,
Nanoarchaeota e
Thaumarchaeota

Adaptado de Breczko et al., 2024.
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O filo Firmicutes compreende cerca de 200 géneros de diferentes bactérias
Gram-positivas, aerObias, anaerObias, formadoras de esporos, saprofiticas e
patogénicas, como Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus e
Ruminococcus. Sao encontradas no solo, 4gua, pele e TGI. Alguns membros de
Firmicutes estdo envolvidos no metabolismo lipidico e dos acidos biliares no intestino,
sendo que evidéncias acumuladas sugerem que os acidos biliares desempenham
papéis essenciais na inflamacdo intestinal e no desenvolvimento da doenca
inflamatodria intestinal (DII) (Sasso et al., 2023).

Bacteroidetes sdo Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, anaerdbicas
ou aeroObicas, em forma de bastonete. A maioria das espécies de Bacteroidetes se
divide em trés géneros: Prevotella (sensivel a bile, moderadamente sacarolitica, com
espécies pigmentadas e ndo pigmentadas), Porphyromonas (espécie sensivel a bile,
pigmentada, assacarolitica) e Bacteroides (espécie resistente a bile, ndo pigmentada,
sacarolitica). A capacidade de alguns membros degradar polissacarideos explica por
gue eles prosperam no TGI (Sasso et al., 2023).

O filo Fusobacteria € composto por bactérias Gram-negativas, imoveis,
aerObicas facultativas a anaerdbicas obrigatorias, fermentativas, em forma de
bastonete, que geralmente tém morfologia fusiforme (em forma de fuso). As bactérias
desse filo s&o comumente associadas a membrana mucosa de humanos e animais
(Sasso et al., 2023).

Os filos Proteobacteria e Actinobacteria também sdo comumente identificados
como colonizadores do intestino delgado. No filo Proteobacteria, com bactérias Gram-
negativas, os géneros mais importantes sdo Escherichia, Salmonella, Shigella,
Desulfovibrio e Helicobacter. Membros da familia Enterobacteriaceae (como
Escherichia coli) sdo anaerdbios facultativos, o que lhes permite aproveitar o oxigénio
disponivel no intestino (Honneffer et al., 2017, Sasso et al., 2023). As Actinobactérias
sao bactérias Gram-positivas com alto conteado de DNA distribuidas ubiquamente em
ecossistemas aquaticos e terrestres. Elas também tém um extenso metabolismo
secundario e produzem cerca de dois tercos de todos os antibidticos derivados
naturalmente em uso clinico atual, bem como muitos compostos anticancer, anti-
helminticos e antifungicos. O filo inclui as Bifidobactérias, s@o colonizadores
microbianos dos intestinos de recém-nascidos e desempenham papéis importantes

no desenvolvimento de sua fisiologia, incluindo a maturacéo do sistema imune e 0 uso
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de componentes dietéticos. Algumas cepas de Bifidobacterium sdo consideradas
microrganismos probidticos devido aos seus efeitos benéficos e foram incluidas como
ingredientes bioativos em alimentos funcionais (Honneffer et al., 2017, Sasso et al.,
2023).

2. Fungoes do microbioma

Antes do nascimento, o TGI é estéril, porém vai sendo colonizado, algumas
horas ap0s o0 nascimento, por microrganismos provenientes do canal de parto da méae
e do ambiente ao redor, dos mamilos na amamentacdo e do proprio colostro. Os
mecanismos envolvidos nessa tolerancia imunolégica ainda nédo estao esclarecidos,
porém séo atribuidos a varios fatores existentes no neonato como a imaturidade do
sistema imune, caracteristicas constitutivas do epitélio intestinal, supressao de células
imunes inatas, os anticorpos maternos fornecidos no colostro, entre outros. A
microbiota permite a maturagdo completa do tecido linfoide associado ao intestino
(GALT). O GALT, que estd associado as membranas mucosas do trato digestivo,
amadurece de forma abrangente, integrando componentes de respostas celulares e
humorais (Tizard, Jones, 2018). Precocemente é gerada uma tolerancia imunolégica
aos constituintes da microbiota.

A barreira intestinal, composta pela microbiota, muco e revestimento epitelial,
é fundamental para preservar a saude gastrintestinal (fig. 1). Embora a microbiota faca
parte do conteudo intestinal, ela ndo deve entrar em contato com as células epiteliais,
por essa razao grande parte da atividade imunitaria intestinal visa manter uma relagcéo
comensal saudavel entre a microbiota e o hospedeiro. O muco, produzido pelas
células caliciformes, em associacdo com 0s peptideos antimicrobianos produzidos
pelas demais linhagens de células epiteliais intestinais, desempenham um papel
significativo na limitacdo da exposicdo a microbiota comensal (Belkaid, Hand, 2014).
De forma continua, a IgA especifica para comensais € produzida pela interacdo de
células dendriticas intestinais que coletam amostras de comensais associados ao
epitélio e interagem com células B e T das placas de Peyer, produzindo mais IgA
especifica (Tizard, Jones, 2018). A barreira imunolégica do TGI envolve a colaboracéo
entre o corpo e a sociedade microbiana intestinal. A microbiota desempenha varios
papeéis de defesa. Primeiramente existe uma competicéo entre as bactérias pelo nicho

ecologico e a disponibilidade de nutriente, fator que pode modificar a expressao
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génica de fatores de viruléncia. A presenca de microbiota comensal também gera um
estado de vigilancia, por macréfagos, células dendriticas e linfécitos, com a producao
de anticorpo IgA e das citocinas IL-1p e IL-17, disponiveis para uma resposta rapida

(Belkaid, Hand, 2014).

Microbiota e = w2 " =t = /:'.:;" i e e e
Muco l .
s N 2 ~ SV 3
Peptideos

antimicronianos

Citocinas Thl
eThl7

Macréfagos
residentes

Células Linfécitos B Linfécitos T
dendriticas

Figura 1. Desenho ilustrativo da barreira intestinal constituida pela microbiota, muco,
células epiteliais e células do sistema imune associadas ao trato gastrintestinal —

macrofagos residentes, células dendriticas, linfécitos T e B.

Normobiose ou eubiose representa o estado em que as bactérias do corpo
estdo em equilibrio, realizando fungbes especificas. Embora os microrganismos
naturalmente presentes na microbiota normalmente existam em pequenos nUmeros,
eles podem levar a doencas, sendo denominados patobiontes. Por exemplo, membros
da familia Enterobacteriaceae aumentam durante infecgoes e inflamacdes (Levy et al.,
2017).
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Até o momento, as funcdes atribuidas a microbiota saudavel, denominada
eubiose, permitem compreender o porqué de manté-la preservada ndo sé em nome
da saude intestinal como em prol da saude integrada do paciente. As atividades
metabolicas das bactérias produzem energia e substratos Uteis tanto para sua propria
proliferacdo quanto para o hospedeiro. Por exemplo, a fermentacdo de alcoois e
carboidratos nao digeriveis (amido, inulina, celulose, hemicelulose, pectina e goma)
resulta na producdo de gases e acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), como
acetato, propionato e butirato, os quais fornecem energia ao epitélio intestinal,
reduzem o pH intestinal como mecanismo de defesa primaria além de dar suporte ao
crescimento, a proliferacdo e a diferenciacéo das células epiteliais intestinais (Wong
et al., 2006, Bell et al., 2008, Schmitz, Suchodolski, 2016). As bactérias comensais
defendem o hospedeiro contra patégenos por meio da producao de bacteriocinas além
de competirem por nutrientes e vantagens ecoldgicas (Mondo et al., 2019). Outra
funcdo importante é a transformacéao tanto de acidos biliares primarios (acido cdlico e
acido quenodesoxicélico) quanto de &cidos biliares secundarios (acido desoxicdlico e
acido litocdlico), que sdo essenciais para a absorcdo de gorduras da dieta e de
vitaminas lipossoluveis no intestino (Mondo et al., 2019).

Além disso, como ja descrito anteriormente, as bactérias comensais
desempenham papel fundamental na inducdo, modulacdo e funcionamento da
imunidade do hospedeiro, o qual, contribui para o desenvolvimento da estrutura
fisiolégica do intestino e para a distincdo entre patégenos e bactérias comensais
(Capurso, 2016, Mondo et al., 2019). Essa relacdo permite que as respostas
defensivas contra patégenos sejam eficazes e regula as vias envolvidas na tolerancia
a antigenos inofensivos. A capacidade dos microrganismos de modularem o estado
imunoldgico dos tecidos, tanto local quanto sistemicamente, exige um monitoramento
constante dos micrébios e circuitos de retroalimentacdo complexos entre 0s
componentes da imunidade inata e adaptativa (Suchodolski, Simpson, 2013). A
microbiota compde um filme bacteriano com papel de “segundo epitélio” (protegao) e
interagdo com a motilidade e com as secrecOes intestinais. Resumidamente, as

fungdes atribuidas a microbiota estéo elencadas na figura 2, a seguir.
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Funcdes atribuidas ao microbioma

Digestiva Imunolégica

Digestao de constituintes da dieta l Manutengao da imunidade intestinal
para aumentar a absorgéo de
nutrientes pelas células intestinais
= Promogéao da maturidade do TGIna

montagem do muco gastrointestinal e |
promogao da atividade enzimatica da
mucosa

Converséao de dcidos biliares primarios
em secundérios |

Figura 2. Funcdes relacionadas ao microbioma intestinal.

O intestino e o cérebro se conectam por meio de uma rede neuro-imuno-
humoral de vias de sinalizacdo conhecidas como eixo microbioma intestinal-cérebro,
gue inclui o nervo vago, o0 sistema imune, os hormdénios, metabdlitos e produtos
bacterianos. Durante a perturbacdo da homeostase da microbiota causada por um
desequilibrio em sua composi¢éo funcional e atividades metabdlicas, conhecido como
disbiose, essas rotas sdo desreguladas e causam alteragbes na permeabilidade da
barreira hematoencefélica (BHE), neuroinflamacéo e outras disfuncdes patolégicas,
incluindo uma série de disturbios do neurodesenvolvimento e neurodegenerativos.
Tem sido descrito que a microbiota intestinal se comunica com o cérebro por meio de
trés rotas principais: a rota neural (pelo nervo vago e sistema nervoso entérico), a rota
imunoldgica (por citocinas e quimiocinas) e a rota endécrina (eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, hormonios digestorios e outros) (Dinan, Cryan, 2015). A microbiota intestinal
modera o eixo intestino-cérebro de varias maneiras, como preservar a permeabilidade
intestinal controlando a integridade das juncdes estreitas no epitélio intestinal e
produzindo uma grande sele¢cdo de metabdlitos que incluem neurotransmissores,
AGCCs e aminoacidos. Esse aspecto do microbioma ainda é pouco explorado na

medicina veterinaria (Sasso et al., 2023). Existem evidéncias de que alguns
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neurotransmissores essenciais para o comportamento animal sédo regulados pela
microbiota intestinal, bem como aos principais metabdlitos microbianos, tais como os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Kietbik, Witkowska-Pitaszewicz, 2024).
Outros eixos de interag&o tém sido descritos, como por exemplo, intestino-pele
e intestino-rins, evidenciado que a microbiota intestinal influencia ndo apenas no
funcionamento digestério, mas estabelece vinculo com a homeostase sistémica
(Bartochowski et al.,, 2022). Em pacientes com insuficiéncia renal crbnica sao
observadas alteragBes compativeis com dishiose, entre elas reducdo da motilidade
intestinal, aumento da permeabilidade intestinal, supercrescimento bacteriano,
translocacdo bacteriana e inflamacéo intestinal (Cosola et al., 2021). Além do papel
fundamental da microbiota cutdnea nas doencas dermatoldgicas, foi demonstrada a
associacao entre dermatite atépica e a disbiose intestinal (Thomsen et al., 2023).

3. Disbiose

O termo disbiose refere-se a alteragdo da microbiota fisiolégica de um animal,
ou seja, a dishiose € uma condic¢ao patolégica na qual ocorreu ruptura da homeostase
desejada de microrganismos residentes, e este desequilibrio pode ser tanto em
quantidade (reducdo da estabilidade de bactérias, supercrescimento de agentes
patogénicos facultativos ou ndo, diminuicdo de bactérias anaerdbias) como em
qualidade (diminuicdo da diversidade, variedade nas propor¢des e tipos bacterianos)
(Mondo et al., 2019). Essas alteracbes resultam no declinio das funcdes
gastrointestinais associadas a microbiota, como maior suscetibilidade a inflamacéao
local e sistémica, perda das funcfes digestivas, imunes e endécrinas ao hospedeiro.
Desta forma, diarreia, colicas, flatuléncias e vomitos sdo manifestacdes clinicas
inespecificas e muitas vezes presentes em animais com disbiose.

A disbiose quase sempre é secundaria, isto €, diversas enfermidades
ocasionam disbiose — discreta ou acentuada — e € necessaria devida triagem de
investigacdo. Raramente ela sera primaria, idiopatica ou associada a fatores genéticos
e imunitarios por enquanto incompreendidos e carentes de maiores evidéncias, como
sugerida através de alguns estudos com cédes da raga Pastor Aleméao, por exemplo.
Entretanto alguns fatores podem levar a disbiose, por exemplo, a medida que os
individuos envelhecem e experimentam mudancas na dieta, em fatores ambientais e,

notadamente, em doencas, ocorrem modificagdes na microbiota intestinal, afetando o
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transcriptoma, o proteoma e o metaboloma (Pilla, Suchodolski, 2020). A microbiota
também é influenciada por fatores vinculados a criacdo, como tipo de dieta, uso
excessivo de antibiéticos ou parasiticidas.

Abaixo exemplificam-se condigBes possivelmente vinculadas a disbiose

secundaria (fig. 3):

*so de medicamentos,
principalmente antibidticos
*Endocrinopatias (sobretudo
diabetes), hepatopatias,
dermatite atdpica, doengas
neurolégicas, cardiopatias

*Parasitismo, exemplo pelo
Tritrichomonas foetus em
felinos

Figura 3. Relacao das condicdes associadas a disbiose secundaria.

Clinicamente espera-se diarreia aguda ou crénica em animais com disbiose
intestinal, contudo, a enterite ndo é a Unica possibilidade. H& casos de vémitos,
prurido, alteracdo do apetite, mudanca comportamental, dentre outras alteracdes
clinicas.

A inflamacao intestinal também pode ser desencadeada pela disbiose intestinal
por meio de um distarbio no metabolismo dos &cidos biliares, algo observado tanto
em cdes quanto em humanos. Os acidos biliares sédo essenciais para a digestao de
lipidios, mas também desempenham um papel nas defesas da mucosa e possuem
propriedades antinflamatorias. As bactérias presentes no lumen intestinal séo
responsaveis pela ndo conjugacdo e desidroxilacdo dos acidos biliares, assim a
disbiose pode prejudicar a producao de acidos biliares secundarios (Giaretta et al.,
2018). As doencgas intestinais cronicas também podem diminuir a expressao do
transportador apical de acidos biliares dependente de sédio, que é essencial para a
reabsorcdo dos acidos biliares primarios conjugados. A dishiose e a inflamacéo
intestinal podem comprometer significativamente o metabolismo dos acidos biliares, o
que, por sua vez, pode agravar ainda mais a inflamacéo intestinal (Pilla, Suchodolski,
2020).
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Alteracbes em aminoacidos como triptofano também estdo correlacionadas
com enteropatias crénicas. Em cdes, o aminoacido triptofano € precursor de
quinurenina, serotonina, melatonina e indol, importantes no eixo intestino-cérebro.
Ainda o triptofano tem influéncia direta no microbioma como precursor de compostos
inddlicos, produzidos exclusivamente por bactérias. Esses compostos melhoram a
homeostase intestinal, reduzem a permeabilidade intestinal e aumentam a producéo
de mucina. A reducao de triptofano no soro de cées ou gatos com enteropatia € um
marcador ainda incerto e carente de mais elucidacédo quanto sua relevancia (Kathrani
et al., 2018, Pilla, Suchodolski, 2020).

Os antimicrobianos séo certamente os medicamentos mais problematicos para
causar disbiose (Suchodolski et al., 2009, Marclay et al., 2022, Stavroulaki, et al.,
2023). O grupo dos antiacidos, por exemplo, foi inicialmente apontado como indutor
de disbiose por alterar o pH gastroduodenal, contudo, a ocorréncia de diarreia pelo
uso destas medicacdes é infrequente. Ainda acerca disto outras evidéncias exibiram
dados de que este potencial de disbiose é temporario - dependente ainda da dose e
do tipo de antiacido — pois a microbiota € passivel de recuperacdo espontanea apos
a suspenséao do uso destes gastroprotetores. Inclusive animais que estdo sem uso de
Omeprazol por 2 semanas podem servir como doadores de fezes caso atendam
outros requisitos (Ziese, et al., 2021; Winston, et al., 2024). Também ndo se sabe
sobre vermifugos causando ou ndo disbiose e sdo medicamentos amplamente
utilizados em pequenos animais — por vezes até indiscriminadamente — de modo que
as poucas evidéncias existentes apontam seguranca do Fenbendazol quanto a
integridade da microbiota (Fujishiro, et al., 2020, Lee, et al., 2020, Sui et al., 2024).
Acredita-se em algum potencial para disbiose — ainda carente de comprovagdo —
sobre os glicocorticoides e os antineoplasicos.

3.1. Alteragoes laboratoriais associadas a disbiose

A suspeita de disbiose geralmente comeca — em termos clinicos — com sinais
e sintomas gastrointestinais agudos ou cronicos, entre eles diarreia, flatuléncia,
vomito, presenca de muco aparente nas fezes que podem exibir odor desagradavel e
alteracéo na coloracdo (Mondo et al., 2019, Huang et al., 2020, Suchodolski, 2021).

No laboratorio clinico é possivel detectar altera¢des bioquimicas como aumento

de folato (B-9) e reducédo de cobalamina (B-12) mas isto € inespecifico, ndo sendo
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patognomonico. A cultura fecal ndo € indicada. Embora a avaliacdo de metaboloma
(metabdlitos bacterianos) e a avaliacao histolégica especifica que permite mensurar a
microbiota de mucosa (técnica de F.I.S.H.) sejam exames complementares indicados
para inferir disbiose intestinal, para a rotina clinica atual recomenda-se o exame fecal
de biologia molecular (qPCR) chamado indice de disbiose fecal (ID), sendo um exame
relativamente novo, desenvolvido em laboratério norte-americano (Universidade do
Texas) e capaz de detectar a presenca e a expresséo de alguns grupos bacterianos
associados a eubiose (normalidade) e a disbiose (doenca), mas nada disso informa a
causa da disbiose nem se existe relevancia clinica destes achados, ou seja, nada
substitui 0 exame clinico (anamnese + exame fisico) para o raciocinio clinico e tomada
de decisao.

As bactérias mensuradas no ID sdo: Faecalibacterium spp. (bactéria benéfica,
produtora de butirato); Fusobacterium spp., Turicibacter spp., Clostridium hiranonis
gue metaboliza acidos biliares — marcador importante, Blautia spp, Streptococcus spp.
(pode crescer em casos de disbiose), e Escherichia coli (crescimento exagerado em
disbiose) (Schmitz, Suchodolski, 2016). Além disso, o teste calcula o total bacteriano
geral para normalizar os resultados. Através de uma férmula matematica e utilizando
as quantidades de bactérias observadas, um indice € obtido, ID. Na interpretacéo do
ID pode-se dizer que o animal apresenta eubiose quando o resultado do ID esta abaixo
de zero, qualquer numeral entre 0 e 2 sugere possivel disbiose e resultados acima de
2 apontam disbiose relevante (Schmitz, Suchodolski, 2016). Como limitacbes para
esse método diagndstico deve-se considerar: a) falta de informacédo sobre a causa da
disbiose, b) custo elevado, c) basear ou inferir um diagnéstico na presenca de
somente 7 taxons de bactérias. No entanto, sua realiza¢do favorece no entendimento
da disbiose quando esta associada a manifesta¢cdes clinicas. Por outro lado, exames
fecais que acusam disbiose em um animal sem diarreia ndo tem significado clinico de
valor.

A tecnologia envolvida na analise do microbioma intestinal tem sofrido grande
transformacao e se aprimorado muito nos ultimos anos, assim € possivel que novas
opcoes de diagnodstico sejam disponibilizadas em breve. Em estudo recente com caes
saudaveis, foi relatado o papel fundamental da dieta e do sexo na microbiota intestinal,
confirmando a ideia de que os microrganismos que habitam o intestino podem ser

considerados como uma impresséo digital individual (Marshall-Jones et al., 2024).
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Assim, sdo necessarias outras evidéncias cientificas que ampliem o conhecimento
que favorecam a clinica veterinaria individualizada ou de precisao.

Por fim, testes diagnésticos especificos para descartar doencas sistémicas
como aquelas mencionadas anteriormente (exames séricos como dosagem de
tripsinogénio, exame de endoscopia para coleta de biopsias e se necessario posterior
uso de imunossupressores, coleta de fezes para realizacdo de PCR fecal para
deteccdo de algum patdégeno especifico) e com isso compreender a causa da disbiose

que quase sempre sera secundaria, devem compor o planejamento (etapas).

3.2. Tratamentos

A terapéutica para disbiose pode incluir varias modalidades de intervencédo com
a finalidade de reconstituir a microbiota. A modulacédo da dieta € uma das ferramentas
mais eficazes e deve ser o ponto de partida terapéutico. As modificacdes dietéticas
incluem: utilizacdo de ragao de prescrigao “Gastrointestinal” (moderada em gordura,
alta na digestibilidade e energética); uso de dietas ricas em fibras e prebi6ticos (por
exemplo; Psyllium, polpa de beterraba, linhaca); uso de dieta hipoalergénica para
pacientes com suspeita de hipersensibilidade alimentar (uso de dieta com proteina
hidrolisada como terapia quase sempre indicada para animais com quadro cronico
gastrointestinal e que exibem melhora com esse tratamento dietético pois reacdes
adversas ao alimento também cursam para disbiose secundaria e a dieta hidrolisada
pode reduzir a inflamacéo e modular a microbiota a favor da eubiose). Ainda acerca
de alimentacdo € possivel obter melhorias com o uso de dieta caseira balanceada
(cozida e suplementada), formulada por veterinario nutrélogo que considere uma
proteina inédita e/ou de alto valor biolégico (Pilla, Suchodolski, 2021, Ing Steiner,
2024).

O uso de probidticos tem como finalidade manipular a microbiota intestinal a
fim de promover a salde do hospedeiro. Os probidticos exercem atividades
profilaticas ou terapéuticas em enfermidades como doenca inflamatoria intestinal,
diarreia associada ao uso de antibiéticos, cancer intestinal, alergias, diabetes tipo-2 e
dermatite atépica em humanos (Li et al., 2021, Simon et al., 2021, Gu et al., 2022). A
microbiota fecal de caes saudaveis € dominada pelos filos Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Fusobacteria e Actinobacteria, sendo os géneros Lactobacillus,

Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus e Pediococcus sao predominantes nas
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fezes de céaes (Pilla, Suchodolski, 2021). Os probidticos de maior potencial no
tratamento de diarreias agudas ou crénicas sdo aqueles dotados com mais de um tipo
bacteriano (Yan, Polk, 2020, Compare et al., 2022). A quantidade (carga
biodisponivel) também esté relacionada a maior ou menor possibilidade de colonizar
a mucosa intestinal e competir naquele microambiente em detrimento de bactérias
indesejadas ali presentes. A forma farmacéutica também deve ser bem selecionada,
uma vez que, ha estudos com seres humanos que apontam maior eficdcia em
probidticos na forma de p6 e na forma de capsula (Menni et al., 2023), embora as
apresentacoes de pasta oral sejam mais manejaveis em animais (aceitacdo —
palatabilidade).

Os probidticos sdo apresentacdes terapéuticas amplamente empregadas para
pessoas e para animais com doencas intestinais. SG0 compostos por microrganismos
benéficos — idealmente sabidos para cada espécie de animal ou hospedeiro — que tem
algum potencial de colonizar os intestinos e competir em prol da restituicdo da
eubiose, além disso podem produzir metabdlitos desejados durante sua passagem
pelo trato alimentar. Poucos estudos em medicina veterinaria que respaldaram algum
probidtico com base na avaliacao clinica (melhora do aspecto fecal) e laboratorial
(como dosagem sérica de B-12 e folato, indice fecal de dishiose) de modo que o uso
seja considerado ainda incerto e sujeito a resposta individual do paciente. Acredita-se
que o melhor horario de seu uso seja a noite para que ele tenha maior tempo de
passagem na luz do trato gastrointestinal e ndo seja interferido pelo bolo alimentar
(peristalse). De modo geral os melhores probiéticos possuem mais de um grupo
bacteriano como Lactobacillus, Enterococcus e Bifidobacterium — alguns ainda com
leveduras como Saccharomyces — e aqueles dotados de outros elementos como
prebiodticos e nutracéuticos sdo denominados simbi6ticos e suplementos (Yang, Wu,
2023). A associacao de probidticos com prebiodticos e/ou nutracéuticos pode otimizar
sua eficacia na reducdo de toxinas provenientes de bactérias indesejaveis e na
recuperagdo da barreira intestinal, garantindo menor permeabilidade (Yang, Wu,
2023). Suas principais indicagcdes — com base em evidéncias — sdo para casos de
gastroenterite aguda (onde existe provavel supercrescimento bacteriano associado ao
estresse ou ainda imprudéncia alimentar), uso reparador de microbiota apoés terapias
com antibioticos, adjuvante também em quadros de parasitismos doencas orais
(Rossi, et al., 2020; Li, et al., 2021; Yang Q, Wu Z., 2023).
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Os prebioticos sédo carboidratos fermentaveis (fibras solGveis) que constituem
substrato para o crescimento de bactérias benéficas da microbiota. Alguns dos mais
conhecidos incluem fruto-oligossacarideos (FOS), manano-oligossacarideos (MOS),
galacto-oligossacarideos (GOS), inulina e beta-glucanas e podem ser alternativas
simples e eficazes no controle da gastroenterite e disbiose. E muito recomendéavel que
eles sejam implementados em parceria com probiéticos (Li et al., 2021, Ing, Steiner,
2024).

Outra terapéutica ndo medicamentosa descrita em medicina veterinaria € o
transplante de microbiota fecal (TMF). Consiste no transplante de matéria fecal de um
doador saudavel para um paciente com doenca gastrointestinal que nao responde as
terapias convencionais. Esse transplante pode ser realizado por meio de
colonoscopia, endoscopia, sigmoidoscopia ou enema por meio de sondagem retal
(Cammarota et al., 2014). Essa terapia € valida nos quadros de diarreia, porém deve-
se realizar o indice fecal de disbiose do animal doente e dos possiveis doadores, uma
vez que o doador deve ter uma diversidade e qualidade bacteriana capazes de auxiliar
na recuperacao da microbiota do receptor (Chaitman et al., 2020, Reisinger et al.,
2024). Nao é considerado um procedimento invasivo, tem demonstrado eficacia em
casos de gastroenterite aguda como Parvovirose em caes filhotes e Gastroenterites
Hemorragicas Idiopaticas em cées adultos e em menor potencial, mas com papel
adjuvante em Enterites Cronicas em caes (Chaitman et al., 2020, Gal et al., 2021,
Niina et al., 2021, Toresson et al., 2023). Nada obstante, apesar do aumento crescente
das evidéncias acerca desta técnica ainda a resposta clinica se mostra individual entre
0s pacientes e alguns animais (gatos) foram atendidos com desconforto, célicas e
apatia adquiridos ap6s o procedimento (Lee, et al., 2025).

Embora o TMF pareca relativamente seguro e eficaz no tratamento da disbiose, mais
estudos clinicos sdo necessarios para compreender melhor seus mecanismos e 0s
potenciais riscos para 0s pacientes que recebem essas infusées.

Os antibiéticos Metronidazol, Tilosina e aqueles do tipo quinolonas séo
frequentemente usados para conter quadros de diarreia aguda ou crénica em animais,
nao obstante devem ser evitados na auséncia de risco de sepse, pois Ssao
medicamentos que reduzem quantidades e variedades microbianas nos intestinos
(Marclay et al., 2022). Embora o uso de antibi6ticos possa melhorar o escore fecal nos

casos de diarreia, seu uso pode ter sido substituido por outras condutas terapéuticas
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gue ndo causam danos e seletividade da microbiota original, lembrando que tal dano
pode requerer semanas ou meses para se restabelecer mesmo apos o término do
tratamento.

Compreender o impacto dos antibidticos no microbioma canino € essencial para
avaliar efeitos de médio e longo prazo. Um exemplo dos efeitos dos antibiéticos foi
demonstrado em estudo com 22 cdes com sintomas gastrointestinais (diarreia e/ou
vomito) que receberam metronidazol para tratamento de giardiase. Pelo
sequenciamento genético das amostras fecais desses cées foi observada reducéo na
diversidade microbiana até trés dias ap0s o término do tratamento, com alteracfes
persistentes por até quatro a seis semanas. No entanto, todos os caes recuperaram
uma composi¢do microbiana semelhante a do inicio. Vale ressaltar que bactérias
associadas a fermentacdo de carboidratos estavam reduzidas, fato que indica
potencial para intervencdes que favorecam a saude gastrointestinal e a recuperacao
do microbioma. Por outro lado, a Tilosina comumente utilizada em doencas
gastrointestinais tém impacto relevante sobre o microbioma intestinal. O uso de
antibiéticos pode induzir a disbiose intestinal, causando quedas rapidas e
significativas na riqueza taxonémica, diversidade e uniformidade microbiana. Com a
interrupcédo do tratamento, muitas espécies bacterianas se recuperam, mas raramente
a composicao microbiana retorna completamente ao estado original (Suchodolski et
al., 2009). Sabe-se que na disbiose induzida por inflamacé&o crénica gastrointestinal,
como na DIl (enterite crdnica idiopatica) ou induzida pelo uso de antimicrobianos é
possivel notar reducdo de bactérias desejadas como Blautia spp., Clostridium
hiranonis e Turicibacter spp. e maior expressao de bactérias indesejadas como
Clostridium perfringens, Salmonella spp, E. coli e Streptococcus spp.

Tem sido proposto o uso de nutracéuticos constituidos por prebidticos,
probioticos, beta-glucanas, vitaminas do complexo B (acido félico e cobalamina) e
alguns minerais como alternativa ao uso de antibiéticos (Bela et al., 2024).

Por fim, h& poucos estudos bem delineados que mostram a eficacia de todas
as classes de medicamentos no tratamento da disbiose. Isto certamente ainda vai
levar tempo e demandar muitas pesquisas até que seja compreendido o que tem
baixo, alto ou nenhum potencial de reverter a disbhiose em animais, uma vez que a
microbiota € uma digital individual e suas variagbes estdo associadas a fatores

geneéticos, escore corporal, tipo de alimentacéo e idade.
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4. Conclusao

Apesar dos avancos significativos na pesquisa sobre o microbioma intestinal,
definir o que constitui uma microbiota intestinal saudavel continua sendo um grande
desafio. A variabilidade individual sob influéncia de fatores genéticos, dieta, ambiente
e estilo de vida, dificulta o estabelecimento de um padrdo universal para um
microbioma saudavel. Adicionalmente, a metodologia para diagnostico de disbiose
esta em continua evolucéo, fato que ainda ndo permite indicar um teste de diagnéstico
padrdao-ouro. Também é relevante a evolucdo na terapéutica da disbiose, com a
inclusédo de técnicas de manejo e suplementacao alimentar, incluindo o uso de pre- e
probidticos que promovam o restabelecimento da microbiota e da homeostase
intestinal. Ainda € para o veterinario um grande desafio o diagndstico e tratamento da

disbiose intestinal.
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RESUMO

A microbiota intestinal corresponde a populacdo de todos os microrganismos -
bactérias, virus, fungos e protozoarios - presentes no trato gastrointestinal. Os
antiacidos que séo inibidores da bomba de protons (IBPs) sdo amplamente utilizados
em medicina veterindria, indicados em casos de Ulcera, refluxo gastroesofagico e
inflamacdo da mucosa gastrica. Contudo, evidéncias indicam que seu uso pode
causar alteracdes indesejadas na microbiota intestinal, ou seja, disbiose. O objetivo
desse estudo foi avaliar o impacto de alguns IBPs (Omeprazol, Esomeprazol e
Lansoprazol) na microbiota de cdes saudaveis por meio de andlises séricas e do
indice de disbiose fecal (ID). Para tal, 20 cédes da raca Golden Retriever, machos (n=9)
e fémeas (n=11), com idades variando entre 2 e 6 anos (3,8 + 2,36), foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (com 5 animais cada) denominados: Grupo Omeprazol
(OMP), Grupo Esomeprazol (ESO), Grupo Lansoprazol (LSP) e Grupo Controle-
Placebo (CTL). Antes do tratamento e apés 30 dias de tratamento, os animais foram
avaliados para o indice de disbiose fecal (ID) através de técnica da gPCR e quanto
marcadores de absorcdo intestinal como cobalamina, acido fdlico, albumina e
minerais. N&o foi notada relevancia estatistica nas alteracbes quanto ao indice de
disbiose global dos grupos tratados com antiacidos em relagdo ao placebo, contudo
algumas alteracGes especificas foram verificadas na microbiota, como reducdo da
expressdo de Turicibacter (agente desejado) no grupo Omeprazol. Todos demais
parametros séricos ndo apresentaram alteracdes significativas, apontando que este
tempo e estas doses empregadas ndo impactaram nos marcadores de absorcéo
gastrointestinal. Conclui-se que o uso de antiacidos ndo determinou disbiose
intestinal, prejuizo de absorcdo ou repercussdo clinica. A selecdo de animais
saudaveis somada a rigorosa padronizacdo possivelmente contribuiu para os
resultados deste estudo.

Palavras-chaves: cdo; eubiose; gastroprotetor; microbioma.
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ABSTRACT

The intestinal microbiota is the collection of all microorganisms — including bacteria,
viruses, fungi, and protozoa — present in the gastrointestinal tract. Proton pump
inhibitors (PPIs) are widely used drugs in veterinary medicine, indicated for the
treatment of ulcers, esophageal reflux, and inflammation of the gastric mucosa.
However, evidence suggests that prolonged use of these medications can lead to
undesirable alterations in the intestinal microbiota, i.e., dysbiosis. The aim of this study
was to evaluate the impact of the PPIs Omeprazole, Esomeprazole, and Lansoprazole
on the microbiota of healthy dogs using the fecal dysbiosis index. For this purpose, 20
healthy Golden Retrievers — males (n=9) and females (n=11), aged between 2 and 6
years (3.8 £ 2.36) — were randomly assigned to 4 groups (5 animals each):
Omeprazole Group (OMP), Esomeprazole Group (ESO), Lansoprazole Group (LSP),
and Placebo-Control Group (CTL). Before treatment and after 30 days of treatment,
the animals were evaluated for the fecal dysbiosis index (DI) using gPCR, as well
cobalamine, folic acid, magnesium, calcium, iron, and albumin levels. Quantification of
Turicibacter DNA revealed a decrease in the OMP group. The other parameters
assessed did not show significant changes. In conclusion, the use of Omeprazole,
Esomeprazole and Lansoprazole did not induce dysbiosis in this clinical study using

dogs from healthy and standardized groups.

Keywords: dog; dysbiosis; gastroprotectant agents; microbiome.
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INTRODUGAO

A microbiota intestinal € constituida por bactérias, fungos, virus, entre outros
organismos eucariotas (Swanson et al., 2011). As bactérias sdo 0s microrganismos
mais abundantes e possuem funcdes digestivas fundamentais, como a fermentacao
de fibras. O microbioma intestinal é considerado um novo 6rgdo metabdlico com
diversas fungdes, desempenhando papel fundamental no dos processos fisico-
quimicos e imunitérios do trato gastrointestinal (TGI), modulando o sistema imune a
partir dos intestinos, protegendo o hospedeiro contra patdégenos, auxiliando no efeito
de barreira intestinal e fornecendo metabdlitos benéficos (Ziese, Suchodolski, 2021).
No conjunto das bactérias constituintes da microbiota intestinal em cées e gatos, o filo
mais abrangente é o Firmicutes e 0s géneros mais notaveis sdo Clostridium,
Lactobacillus, Bifidobacterium (Suchodolski, 2022). A quantidade das diferentes
bactérias presentes no microbioma é fator importante para a salde e homeostasia do
individuo (Sasso et al., 2023). Algumas bactérias sdo consideradas mais desejadas
no microbioma, como por exemplo Blautia spp., Clostridium hiranonis e Turicibacter
spp., enquanto outras sdo consideradas menos desejaveis e devem existir em
guantidades pequenas, como Salmonella spp., Clostridium perfringens e
Streptococcus spp (Zhang et al., 2020, Sasso et al., 2023).

Entende-se por disbiose a alteracéo qualitativa ou quantitativa na microbiota,
gue deixa o estado de homeostase (eubiose) e assume um estado de desequilibrio
entre as proporcdes de microrganismos favoraveis e desfavoraveis (Paul, Stayt, 2019,
Breczko et al., 2024). Sabe-se que fatores variados impactam na microbiota, entre
eles, destacam-se: obesidade, doencas pancreéticas, doencas de pele, neuropatias,
neoplasias e certamente doencas inflamatérias do trato gastrointestinal. Ha
medicamentos que também ameacam a homeostase entre microbiota e hospedeiro,
como: quimioterapicos (imunossupressdo do hospedeiro e maior dano tecidual em
células germinativas das criptas), corticoides (possivel alteracdo de permeabilidade)
e principalmente antibioticos (Fujishiro et al., 2020, Lee et al., 2020, Wernimont et al.,
2020, Habermaass, et al., 2023, Stavroulaki et al., 2023, Filippo et al., 2024, Marshall-
Jones et al., 2024). Desta forma entende-se que disbiose quase sempre sera
secundaria. A disbiose resulta em declinio das funcdes gastrointestinais associadas a

microbiota e causa perda das funcbes digestivas, imunologicas e endocrinas
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relacionadas aos intestinos, também aumenta suscetibilidade a inflamacéo intestinal
local (maior permeabilidade intestinal) e sisttmica e ainda afeta os eixos formados
entre o intestino e outros sistemas, como por exemplo o eixo intestino-cérebro,
intestino-pele (Ziese, Suchodolski, 2021, Belkaid, Hand, 2014, Summers, Quimby,
2024, Sacoor et al., 2024). Desta forma, diarreia, célicas, flatuléncias e vémitos sao
manifestacdes clinicas inespecificas, porém muitas vezes presentes em animais com
disbiose (Pilla, Suchodolski, 2021, Barko et al., 2023).

A andlise da microbiota intestinal é dificil por ela ser altamente diversificada do
ponto de vista filogenético e os métodos baseados no sequenciamento do gene RNA
ribossdmico 16S (rRNA) ndo terem resolucédo suficiente para identificar todas as
bactérias convenientes para esta finalidade analitica. O Indice de Disbiose (ID) da
microbiota realizado com qPCR quantifica a abundancia de sete taxons bacterianos e
apresenta os resultados individualmente para cada grupo bacteriano. O valor de ID
acima de zero é considerado indicativo de algum grau de disbiose, e quanto maior o
ID, maior o desvio da microbiota em relacdo ao normal (nmeros entre 0 e 1 apontam
disbiose discreta e numeros acima de 2 apontam disbiose relevante). Os alvos
bacterianos (por ora sdo 6 a 8 grupos bacterianos) demonstraram estar alterados em
varios estudos com cées que apresentam enteropatias crénicas (EC) e disbiose
induzida por antibiéticos, conforme detectado por sequenciamento do gene 16S rRNA
(Suchodolski et al., 2012).

Os inibidores da bomba de protons (IBPs) e outros supressores da secrecdo
do &cido gastrico (HCL) sdo amplamente utilizados na clinica veterinaria em animais
com suspeita de distlrbios no trato gastrointestinal (TGI) ou para mitigar os efeitos
adversos de farmacos antinflamatérios e antibiéticos. Esse grupo farmacolégico inibe
a secrecdo de acido gastrico ao bloquear a enzima ATPase-hidrogénio-potassio
(bomba de protons) das células parietais presentes no fundo e no corpo do estémago,
aumentando o pH gastrico, ou seja, tornando-o menos acido (Ben Ghezala et al.,
2022). O Omeprazol € o principal representante desse grupo e ja foi relacionado com
disbiose em cées (Garcia-Mazcorro et al., 2012) embora néo tenha sido elucidada a
relevancia clinica desta alteracdo que mais tarde foi entendida como branda e passivel
de reversdo espontanea com a interrupc¢ao do tratamento e em alguns estudos sem
relevancia estatistica (Garcia-Mazcorro et al., 2012; Schmid, S.M. et al, 2018; McAtee,
R, et al, 2023; Winston, J.A. et al, 2024; Handa, A. et al, 2025). Mais recentemente,
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foi demonstrado discreto aumento no ID de caes que receberam Esomeprazol, no
entanto foi um aumento menos notavel do que aqueles que receberam Omeprazol
naquele delineamento (McAtee et al., 2023). Nao tendo — até agora — estudos que
avaliaram Lansoprazol neste sentido. Portanto, tem sido demonstrado que o uso de
IBPs determina menor diversidade da microbiota intestinal e aumento de agentes
indesejaveis, ou seja, resulta em disbiose. Nesse sentido, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar o impacto dos IBP (Omeprazol, Esomeprazol e Lansoprazol) na
microbiota de cées saudaveis em comparacdo com um grupo controle (placebo) por
meio do indice de disbiose fecal e analises séricas.

Descobrir potenciais alteracbes na microbiota intestinal de cédes saudaveis
mediante a influéncia de 3 tratamentos com IBPs em comparag¢ao a um grupo controle
(placebo) e ainda associar eventual prejuizo em marcadores séricos de absorcéo

intestinal nestes animais

MATERIAL E METODOS

Aprovacao pelo comité de ética e pesquisa com o uso de animais

O Comité de Etica e Pesquisa com o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Paulista — UNIP em S&o Paulo aprovou este estudo clinico sob o n® 5414170323 (ID
000966) em 11 de maio de 2023 (Sao Paulo, Brasil).

Populacéo de estudo

Vinte cées adultos (n=20) da raca Golden Retriever foram selecionados de
forma randomizada para o estudo. A populacdo amostrada foi constituida por machos
(n=9) e fémeas (n=11), com idades variando entre 2 e 6 anos (3,8 + 2,36) (Figura
suplementar 1). Todos os animais pertenciam ao mesmo canil, localizado na cidade
de Cotia, na regido metropolitana de Sao Paulo, Brasil.

Antes de incluidos neste estudo, os animais foram submetidos a uma triagem
clinica a partir de exame fisico e exames complementares para avaliacdo do estado
de saude. Entre os exames foram realizados hemograma, bioquimica para analise da
funcao renal (ureia e creatinina) e bioquimica hepatica (fosfatase alcalina e alanina-
aminotransferase), mensuracdo de colesterol e triglicérides e exames

coproparasitolégicos (métodos de Willis e Faust). Adicionalmente, mesmo com
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exames parasitologicos negativos, levando em conta que existe possibilidade de falso-
negativo e ainda considerando que pertenciam a um plantel numeroso de animais,
todos os caes do estudo foram vermifugados com vermifugo de amplo espectro 30
dias antes do inicio deste estudo (Fenbendazol na dose de 50 mg/kg uma vez ao dia
por 3 dias e depois novo ciclo em 15 dias). Dentro dos poucos estudos existentes
sobre o impacto de vermifugos na microbiota, o Fenbendazol aparentemente &
considerado pouco ou nada prejudicial. Nenhum animal incluido na amostragem
exibia diarreia ou prurido antes do estudo. Todos eles tinham escore corporal 3/9 ou
4/9 ou 5/9, ou seja, nenhum exibia magreza, sobrepeso ou obesidade. A dieta padréo
para todos o0s animais, ja utilizada antes do estudo, consistia em alimentacao
comercial superpremium importada (Hill's®), sem o uso de petiscos ou suplementos

durante o estudo.

Critérios de incluséo

Os animais incluidos nos grupos experimentais deveriam estar clinicamente
saudaveis, livres de sintomas ou sinais gastrointestinais aparentes nos ultimos 30
dias, assim como auséncia qualquer alteracdo clinica outra natureza. Nao poderiam
ter recebido medicamentos com impacto na microbiota, principalmente antibiéticos ou
guimioterapicos. Assim como nao poderiam ter qualquer alteracdo na dieta e no
comportamento. Certamente tinham que ter exibido normalidade nos exames

complementares de triagem mencionados anteriormente.

Critérios de excluséo ou afastamento

A presenca de diarreia ou prurido antes do estudo, ou ainda manifestacfes
clinicas de doencas crbnicas, como: nefropatia, hepatopatia ou neoplasia foram
fatores de exclusao para o animal. Presenca de ectoparasitas, uso de antimicrobianos
ou corticoides ou quimioterapico, ou ainda modificacdo na dieta em seu histérico nos
altimos 6 meses foram critérios excludentes. As fémeas ndo poderiam estar prenhez
ou no estro. Animais com habito de coprofagia ndo foram selecionados. Obesidade
também foi considerado um fator de exclusdo. E ainda afastamento, a presenca de
diarreia com sangue, comportamento deprimido ou falta de apetite foram

considerados.
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Sobre os medicamentos IBPs selecionados para o estudo e placebo

Os medicamentos utilizados nos tratamentos orais foram: Omeprazol na dose
de 1 mg/kg a cada 12 horas, Esomeprazol na posologia de 1 mg/kg a cada 12 horas,
Lansoprazol na dosagem de 0,5 mg/kg a cada 12 horas. Todos foram manipulados
em farmacia licenciada para animais, com o mesmo loe de principio ativo e preparados
pelo mesmo técnico responsavel. O grupo Placebo recebeu capsulas com a mesma
aparéncia e tamanho das outras, mas contendo apenas elemento inerte. Todos o0s
tratamentos foram feitos por um periodo de 30 dias continuos monitorados pelos

mesmos dois tratadores.

Delineamento experimental

Os 20 céaes foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, cada um com 5
animais, sendo assim denominados: Grupo Omeprazol (OMP), Grupo Esomeprazol
(ESO), Grupo Lansoprazol (LSP) e Grupo Controle-Placebo (CTL). Este estudo
clinico foi caracterizado como simples cego, portanto as pessoas que manejavam 0S
animais diariamente ndo tinham conhecimento do tratamento que estes estavam
recebendo. A razdo de terem sido divididos em grupos contendo 5 animais foi visando
poupar o N do estudo no sentido ético e também por verificacdo prévia de que esta
guantidade seria suficiente para o poder do teste desde que os grupos fossem bem

delineados (analise estatistica).

Na linha do tempo de execucado experimental destacamos:

Dia -30: data em que todos os caes selecionados para 0 estudo passaram pelo exame
fisico e pelos exames complementares (hemograma, bioquimica para analise das
funcdes renal e hepética, mensuracdo de colesterol e triglicérides e exames
coproparasitolégicos), conforme mencionado anteriormente, também receberam
vermifugacgao.

Dia 0: data da coleta de sangue por venopunc¢ao da veia jugular ou da veia cefalica
mediante jejum alimentar de 8 horas em todos os animais do estudo. Com 0 soro
foram mensuradas: vitamina B-12, acido foélico, magnésio, calcio total, ferro e

albumina. Nessa data também foi realizada coleta de fezes através de palpacéo retal
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com luvas estéreis para avaliacdo do indice de disbiose através de técnica da qPCR
(fezes frescas que foram congeladas até a chegada no laboratorio de referéncia).

Dia 1: Inicio dos tratamentos orais em todos os cées do estudo.

Dia +31: Ap0s 30 dias consecutivos de tratamento, no dia 31°. dia foram realizadas as
coletas de novas amostras de sangue e de fezes. Com o soro foram mensuradas:
vitamina B-12, acido folico, magnésio, calcio total, ferro e albumina. Nessa data
também foi realizada nova coleta de fezes para avaliacdo do indice de disbiose

atraves de técnica da qPCR.
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Controle - Placebo (n=5) ’Omeprazol (n=5) | | Esomeprazol (n=5) Lansoprazol (n=5)
Grupo CTL Grupo OMP ’ Grupo EMP Grupo LSP
I
Dia -30: 30 dias antes Dia 1 - Inicio Dia +31: ap6s
dos tratamentos do 30 dias de
tratamento tratamento
com placebo
*Padronizagdo da e inibidores
dieta da bomba de
*Tratamento com prétons *Coleta de fezes para
Fembendazol andlise do indice de
Dia 0: disbiose fecal
» Coleta de fezes para Coleta de sangue
analise do indice de para mensuragao da
disbiose fecal proteina C reativa,
* Coleta de sangue para vitamina B12, 4cido
mensuragao da proteina félico, magnésio,
C reativa, vitamina B12, célcio, ferro e
acido félico, magnésio, albumina
célcio, ferro e albumina

Figura 1. Delineamento experimental. Quatro grupos constituidos por 5 animais cada
foram constituidos de acordo com o tipo de tratamento: Grupo Controle- Placebo-CTL,;
Grupo tratado com Omeprazol (OMP), Grupo tratado com Esomeprazol (EMP), Grupo
tratado com Lansoprazol (LSP). Trinta dias antes do tratamento todos os animais
foram clinicamente avaliados e tratados com Fenbendazol. No dia anterior (dia 0) ao
inicio dos tratamentos, todos foram submetidos a coleta de sangue e fezes. No dia 1,

todos os tratamentos foram instituidos simultaneamente. No 31°. dia, apds o término
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de 30 dias consecutivos de tratamento, todos o0s animais foram novamente
submetidos a coleta de sangue e fezes. A partir do exame de fezes foi realizado o
indice de disbiose fecal. Com o soro foram mensuradas: vitamina B-12, acido fdlico,

magneésio, calcio total, ferro e albumina.

Amostras de sangue e marcadores séricos avaliados

Cerca de 5 mL de sangue coletados foram armazenados em frasco seco e
usados para obtencdo de soro. Os marcadores séricos foram analisados antes dos
tratamentos (dia 0) e no final dos mesmos (dia +31). Os indicadores avaliados visaram
mensurar absorcao gastrointestinal e os distarbios que uma possivel disbiose poderia
determinar. A seguir, indicamos 0s parametros empregados e seus valores de
referéncia dos laboratérios que analisaram estes analitos (empresas PROVET e
LAPAVET): albumina (2,2 a 4 g/dL), ferro (40 a 200 pg/dL), cobalamina (250 a 900
pg/mL), folato (4 a 14 ng/mL), calcio total (9 a 12 mg/dL), magnésio (1,9 a 2,4 mg/dL).

Para os animais do Grupo LSP também foi realizada a dosagem de gastrina
sérica (sabe-se que o valor de referéncia em cées ainda € subjetivo e bastante amplo,
sendo de 10 a 90 pg/mL). Essa dosagem se deu tanto no dia 0 como no dia +31
visando definir se o este farmaco desempenhou seu efeito antiacido, uma vez que, ha
poucos estudos com este medicamento e para inferir tal efeito supressor gastrico,

espera-se que ele cause aumento da gastrina sérica (efeito compensatorio esperado).

Amostras de fezes e avaliacdo do ID fecal

As analises fecais foram realizadas no Gastrointestinal Laboratory, Department
of Small Animal Clinical Sciences, School of Veterinary Medicine & Biomedical
Sciences, Texas A&M University, College Station, Texas, USA. Contamos com a
participacdo do laboratério Stonewell situado em S&o Paulo e conveniado ao
Gastrointestinal Laboratory para garantir a recepcdo dos materiais, preparo inicial das
amostras, que estavam congeladas, antes de serem enviadas para os Estados
Unidos. O exame consiste na extracdo e expansao do DNA bacteriano através da
técnica de gPCR. Os resultados sédo expressos em logaritmo, refletindo a quantidade
de cada grupo bacteriano para cada 10 ng de DNA total isolado. Os resultados
individuais de cada bactéria sdo combinados por meio de um algoritmo para gerar um

anico numero - indice de disbiose ou ID. O laboratorio padronizou a técnica como
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padrao-ouro para identificar e quantificar a disbiose intestinal, sendo que ID < zero
sugestivo de eubiose e ID > 1 sugestivo algum grau de disbiose e ID acima de 2
aponta disbiose notavel. Vale considerar que este método ndo permite identificar a
causa da disbhiose nem permite inferir a alteracao ali notada é fruto de afeccéo aguda
ou crbnica, ou seja, apesar de sofisticado e tecnoldgico, ndo € um exame com
potencial de mudar a importancia do histérico clinico do paciente (Alshawagfe et al.,
2017).

Analise estatistica

Para saber se ocorreram alteragcdes nos cées da raca Golden Retriever
analisados antes e apés os tratamentos com estes inibidores da secrecéo do acido
cloridrico, foram feitos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e teste ROUT para
identificacdo de “outliers” nos diversos parametros analisados, como cobalamina,
albumina, folato, magnésio, calcio e ferro, e a quantificacdo de microrganismos
intestinais conhecidos, como: Streptococcus spp., Escherichia coli, Blautia spp., C.
hiranonis, Faecalebacterium spp., Turicibacter spp. e Fusobacterium spp. Caso os
resultados para todos os grupos submetidos aos testes de normalidade demonstraram
a ndo confirmacao da HO através da identificacdo dos p-valores <0,05, foram feitos
testes ndo parametricos como o de Kruskal-Wallis e teste posterior de Dunn’s para
comparacao de medianas, uma vez que foram comparados mais de trés grupos. Caso
a HO tenha sido confirmada (p>0,05), procedeu-se a ANOVA de medidas repetidas de
duas vias e teste de comparacdo de médias de Tukey, apOs identificacdo da
ocorréncia de “outliers”. Para o caso de comparagdo entre dois grupos, como na
avaliacao da gastrina, realizou-se o teste-T (GraphPad Prism). Para todos os testes

foi considerado 0,05% de significancia.

Conflito de interesse

Este estudo ndo teve apoio ideolégico ou financeiro de nenhuma empresa
privada, portanto esta livre de conflito de interesses. Houve apoio do Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) através da concessao de

bolsa de doutorado (Governo Federal).
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RESULTADOS

Os IBPs utilizados ndo causaram disbiose

Os IDs de cada céo foram mensurados antes e depois do tratamento com 0s
IBPs selecionados ou com placebo, sendo esse o primeiro critério de comparacao
entre os grupos. Os IDs dos animais experimentais foram analisados em funcao dos
tratamentos e do tempo (antes/depois). A interacdo entre o tratamento e o tempo foi
responsavel por 13,87% de variancia [F (3,16) = 2,30; p = 0,1163] e n&o foi significativo
(Fig. 2A). O tempo foi responsavel por 7,641% de variancia [F (1,16) = 3,80; p =
0,0690] considerado pouco significativo (Fig. 2A). O tratamento foi responsavel por
10,16% de variancia [F (3,16) = 1,50; p = 0,2529] considerado pouco significativo (Fig.

2A). Para todos esses dados ndo houve diferencas observadas entre 0s grupos.

Adicionalmente, foram realizadas analises entre os IDs obtidos antes e apds,
individualizadas de acordo com os tratamentos, sendo que essa andlise nao
demonstrou diferencas significativas (OMP [t (8) = 1,494]; EMP [t (8) = 1,019]; LSP [t
(df 8) = 1,399]). Os animais do grupo OMP apresentaram a maior amplitude do ID,
antes do tratamento os animais tinham ID entre 0 e -2 e ap0s o tratamento os IDs

ficaram entre -2 e 2.

A
4- B antes

Bl depois

indice de disbiose
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Figura 2. indice de disbiose fecal (ID) de cdes mensurado antes e apds 0s tratamentos
com Omeprazol (OMP), Esomeprazol (EMP) e Lansoprazol (LSP) e grupo controle
tratado com placebo.

A) Comparacao dos IDs das amostras fecais obtidas antes e depois da terapéutica
com Controle (tratado com placebo), OMP (tratado com Omeprazol), EMP (tratado
com Esomeprazol) e LSP (tratado com Lansoprazol). Analise de variancia Anova de
duas vias.

Os IDs foram obtidos pela quantificacdo de DNA das bactérias do microbioma
na base logaritmica pela qPCR, sendo obtidos resultados do log total de DNA e das
fracbes para Turicibacter, Blautia, Clostridium hiranonis, E. coli, Streptococcus,
Faecalibacterium e Fusobacterium. De forma geral, o DNA quantificado de todas as
bactérias ndo variou em funcdo dos tratamentos ou dos grupos amostrados (Fig. 3A).
A guantificacdo de DNA de Turicibacter demonstrou diminuicdo nos grupos controle,
tratado com OMP (p =0.0083) e EMP (p = 0.0017) na segunda mensuracédo, apos o
tratamento [F(3,16) = 0,51] (Fig. 3B). A comparagdo da quantificacdo de DNA de
Streptococcus entre 0s grupos controle e tratado com OMP ap6és o tratamento mostrou
aumento dessa bactéria no grupo tratado com OMP (p =0.0298) (Fig. 3C). Em relacao
a Faecalibacterium, a diferenca entre os grupos estava presente antes do tratamento,
portanto sem significado clinico (Fig. 3D). As quantificacdes do DNA de Blautia,
Clostridium hiranonis, Fusobacterium e E. coli mensuradas como parte do ID nao
apresentaram mudancas significativas antes e ap@s os tratamentos, ou ainda entre 0s

grupos distintos (Fig. 4).
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Figura 3. Quantificacdo do DNA (em logaritmo) total e em separado de bactérias
(Turicibacter, Streptococcus, Faecalibacterium) constitutivas do indice de disbiose nas
fezes de cdes mensurados antes e ap0s os tratamentos com inibidores da bomba de
prétons: Omeprazol (OMP), Esomeprazol (EMP), Lansoprazol (LSP) e Placebo
(Controle).

A) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela gPCR do total das bactérias
que compde o indice de disbiose.

B) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela gPCR da bactéria
Turicibacter [F(3,16) = 0,51].

C) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela qPCR da bactéria
Streptococcus [F (3,16) = 1,881].

D) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela gPCR da bactéria
Faecalibacterium [F (3,16) = 0,2870].

Andlise de variancia Anova de duas.
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Figura 4. Quantificacdo do DNA (em logaritmo) das bactérias Blautia, Clostridium
hiranonis, Fusobacterium e E. coli constitutivas do indice de disbiose nas fezes de
caes mensurados antes e ap0s os tratamentos com inibidores da bomba de proétons:
Omeprazol (OMP), Esomeprazol (EMP), Lansoprazol (LSP) e Placebo (Controle).

A) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela gPCR da bactéria Blautia.
B) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela gPCR da bactéria
Clostridium hiranonis.

C) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela qPCR da bactéria
Fusobacterium.

D) Valor em logaritimo da quantidade de DNA obtido pela qPCR da bactéria E. coli.

Anélise de variancia Anova de duas vias.

Os parametros séricos e clinicos ndo apresentaram alteracdes mediante os
tratamentos

Os niveis séricos de albumina variaram de 2,4 a 3,2 mg/dL, portanto estavam
dentro dos valores de referéncia antes dos tratamentos e ndo mostraram alteracao
apos as terapias ou alteragbes entre os grupos (Fig. 5A), no entanto vale citar que
apesar da albumina sérica ser uma proteina negativa de fase aguda da inflamacéao,
ela exibe meia vida de até 10 dias na circulacado de modo que dificiimente ela reduziria
num estudo como este. As variacdes na dosagem sérica de folato (vitamina B-9) que
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podem ser indicativos inespecifico de disbiose quando ele se eleva, nesse estudo nao
apresentaram relevancia estatistica. Por sua vez, os dados obtidos quanto a dosagem
sérica de cobalamina (vitamina B-12) apontaram discretas alteragcfes, sem relevancia
estatistica, marcando uma tendéncia geral no sentido de reducdo, fato
sugestivamente associado a déficits na absorcéo intestinal (Fig. 5C). A maior queda
foi notada no grupo OMP, fato que pode indicar certo prejuizo na manutencéo da
vitamina B-12 em animais tratados com antiacidos, embora os resultados tenham

estado majoritariamente dentro da referéncia de normalidade.
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Figura 5. Parametros séricos albumina, folato e cobalamina mensurados antes e apos
os tratamentos com inibidores da bomba de prétons: Omeprazol (OMP), Esomeprazol
(EMP), Lansoprazol (LSP) e Placebo (Controle).

A) Albumina sérica (mg/dL);

B) Folato sérico (ng/dL);

C) Cobalamina sérica (ng/dL).

Anélise de variancia Anova de uma via.

A analise sérica incluiu a quantificacdo de alguns minerais que sofrem
oscilacbes importantes em condi¢cfes patolégicas gastrintestinais que cursam com
alteracOes absortivas. Os valores obtidos na dosagem de magnésio (Fig. 6A), calcio
total (Fig. 6B) e ferro (Fig. 6C) mostraram variacdes, porém dentro dos valores
referenciados para caes. Nao houve reducédo mediante o tratamento com os diferentes
IBPs.

Como o LSP é pouco utilizado na clinica veterinaria de caes e gatos e existem
poucos dados sobre sua eficacia na espécie canina, foi realizada a dosagem de
gastrina em laboratorio brasileiro que se dedica exclusivamente as dosagens
hormonais. Observou-se que o tratamento com LSP aumentou a secrec¢éo de gastrina
em todos os animais deste grupo apos 30 dias de uso do medicamento (t (8) = 2,695,
p =0,0273) (Fig. 7A). A figura 7B, indica que os valores de gastrina aumentaram em
média 7 pontos por individuo, ou seja, quase o dobro do seu valor inicial.

Clinicamente, apenas 2 cdes apresentaram diarreia branda, sem sangue e
autolimitada em até 8 horas, ou seja, foram basicamente dois episddios nao
sustentados. Esses cées pertenciam ao grupo Placebo (1) no segundo dia do estudo
e ao grupo OMP (1) no vigésimo quinto dia do estudo e eles ndo precisaram ser

afastados do experimento pois o quadro foi resolvido espontaneamente.
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Figura 6. Parametros séricos de magneésio, calcio e ferro avaliados antes e apos 0s
tratamentos com inibidores da bomba de protons: Omeprazol (OMP), Esomeprazol
(EMP), Lansoprazol (LSP) e o Placebo (Controle).

A) Magnésio sérico (mg/dL);

B) Calcio sérico (mg/dL);

C) Ferro sérico (ug/dL).

Analise de variancia Anova de uma via.
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Figura 7. Gastrina sérica mensurada em cées antes e ap0s o0 tratamento com o
inibidor da bomba de prétons Lansoprazol (LSP).

A) Quantificacdo de gastrina antes e apos o tratamento. Teste-T (t (8) = 2,695, p =
0,0273).

B) Indicativo da evolucdo na secrecdo de gastrina antes e depois do tratamento por

individuo do grupo.
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DISCUSSAO

Os IBPs estédo entre os medicamentos mais utilizados no mundo para pessoas
e para animais e sdo empregados no tratamento de disturbios relacionados a acidez,
como: Ulceras pépticas, refluxo gastroesofagico e dispepsia, aléem de serem usados
no tratamento de gastroduodenopatias, hernia de hiato e até mesmo em doencas
neurolégicas especificas. Como os IBPs séo eficazes no controle da acidez gastrica
e na reducgéo de sinais e sintomas de desconforto associado a baixo custo e baixo
potencial de toxicidade, seu uso aumentou rapidamente nas ultimas décadas, tanto
na medicina humana como veterinaria (Weersma et al., 2020, Xiao et al., 2024). A
inibicdo do &cido géstrico pela administracdo de IBPs pode resultar em um aumento
da carga microbiana (supercrescimento da microbiota) no intestino delgado (Vesper
et al.,, 2009). Uma das consequéncias apontadas para o uso indiscriminado e sem
prescricdo médica dos IBPs é a disbiose (Vesper et al., 2009). No presente estudo,
demonstrou-se que o uso de IBPs em caes saudaveis, na posologia habitual e
recomendada por 30 dias, n&o resultou em disbiose intestinal, indo em contraméo a
Garcia-Mazcorro et al. (2012) onde demonstraram que o0 Omeprazol possui efeitos
negativos sobre a microbiota intestinal, causando disbiose. De forma similar, em gatos
(Schmid et al., 2028) e equinos (Cerri et al., 2020) o uso de Omeprazol também foi
associado a disbiose discreta em animais saudaveis. Todos estes estudos néo
partiram de uma amostragem uniformizada e bem padronizada quanto a idade, perfil
genético (raca) e alimentacdo dos individuos incluidos.

Por outro lado, os presentes resultados mostraram auséncia de disbiose
intestinal com o uso de ESP, evidéncia que corroborou nos resultados de McAtee et
al. (2023), e ainda acerca disso neste presente estudo foi empregado maior rigor
metodoldgico nos grupos (triagem clinica inicial) do que anteriormente conhecida para
esta finalidade. Os efeitos do IBP Lansoprazol (LSP) foi mensurado pela primeira vez
em caes saudaveis e os resultados também mostraram auséncia de mudancgas na
constituicdo da microbiota pelo ID, ou seja, foi notada auséncia de disbiose. Portanto,
0 uso dos antiacidos Esomeprazol e Lansoprazol ndo impactou em mudangas —
discretas ou acentuadas — na microbiota intestinal nos animais deste estudo, enquanto
os caes do grupo OMP exibiram tendéncia global de aumento do indice de disbiose

em comparacdo ao estagio original (antes do medicamento) mesmo que sem
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significancia estatistica. Embora o0s presentes resultados tenham apontado
consequéncias supostamente autolimitadas com o emprego dos antiacidos, ndo se
pode esquecer que os efeitos aqui descritos sédo resultados do uso de IBPs em
animais saudaveis, ou seja, com microbiota saudavel. Mais estudos devem ser
realizados para avaliar os efeitos desses medicamentos em pacientes com doencas
gue consideram o uso de antiacido como protocolo, uma vez que tais pacientes ja
podem cursar com disbiose de base e ndo se sabe completamente se esse uso seria
um fator agravante na situacao de doenca intestinal.

Ademais, deve-se considerar que a constituicido da microbiota & extremamente
complexa e envolve outros microrganismos distintos dos avaliados nessa pesquisa,
uma vez que mensuramos o ID como exame padrao-ouro de diagndstico de disbiose
atualmente disponivel, no entanto o incremento de outros grupos bacterianos deve
aumentar a qualidade deste método para inferir disbiose, também em razdo deste
exame ter maior sensibilidade para apontar eubiose do que disbiose. Os animais
amostrados nesse estudo eram da mesma racga, recebiam a mesma dieta, tinham o
mesmo estado reprodutivo (ndo castrados), encontravam-se na fase adulta (filhotes e
idosos ndo participaram), exibiam escore corporal semelhante e foram submetidos a
mesma triagem de exclusdo quanto eventuais doencas pregressas. Estudos sobre
disbiose sdo desafiadores pois ela quase sempre é secundaria a uma gama de
afeccbes. Além disso, a maioria dos estudos sobre a relacdo entre IBPs e disbiose
intestinal partiram de amostras sem a padronizacdo de raca, idade, tipo de
alimentacéo e outros potenciais fatores que podem interferir na microbiota.

A presenca de diarreia branda e livre de sangue ocorreu em um céo do grupo
OMP e nao requereu seu afastamento do experimento, apenas foram adicionadas
fibras (1 colher de farelo de aveia em trés refeicbes depois da diarreia) e o quadro de
normalidade se restaurou. Conforme descrito por Paul, Stayt (2019), a ocorréncia de
diarreia € uma consequéncia esperada em quadros de disbiose e isto pode acontecer
de forma pontual. Por outro lado, foi notada diarreia em um animal do grupo CTL
(Placebo) e a causa permaneceu desconhecida, relativizando a relagédo entre o
emprego do OMP e a repercussao clinica notada em apenas um animal. Deste modo,
destaca-se a importancia de diferenciar disbiose intestinal e disbiose intestinal com
repercussao clinica, uma vez que 0s outros quatro caes do grupo OMP néao tiveram

diarreia. O microbioma intestinal € considerado um “novo o6rgédo vital” por estar
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intimamente ligado a todos os sistemas organicos e ele certamente apresenta
dinamismo e particularidades ainda pouco elucidadas e isto torna este tema cada vez
mais importante em Medicina Veterinaria.

Em humanos, o uso cronico de OMP e outros IBPs pode ser associado a
prejuizos neuroldgicos, ao maior risco de doenca celiaca, ao potencial para
desenvolvimento de alguns tipos de cancer, a piora da saude dos 0ssos e a
deficiéncias nutricionais (Lespessailles, Toumi, 2022). Algumas metanalises sugerem
que o aumento de bactérias indesejadas e diminuicdo de bactérias desejadas podem
estar associados ao maior risco de inflamacéao intestinal em pessoas que receberam
IBPs por muitos anos, assim como foi associada a ocorréncia de peritonite e ao
agravamento de cirrose (Bajaj, et al., 2028; Naito, et al., 2018; Zhang et al., 2022) e
todas essas informagdes ocasionaram numa tendéncia mundial quanto a cautela no
emprego e duragdo destes tratamentos. Aqui, os resultados mostraram que o uso de
OMP cursou com alteracdo qualitativa especifica nesse grupo de animais pois houve
reducdo da bactéria Turicibacter, um componente do microbioma muito desejavel, no
entanto ndo associada a diminuig&o de outros elementos desejados como C. hiranonis
ou aumento de oportunistas como E. coli. As bactérias do género Turicibacter sédo
muito prevalentes e convenientes na microbiota intestinal de varios animais (Winston,
et al, 2024). Turicibacter pode atingir abundancias relativas superiores a 20% no
intestino delgado de roedores e cerca de 0,5% na microbiota fecal humana (Lynch et
al., 2023). Seu papel é crucial no metabolismo lipidico do hospedeiro e na producao
de acidos graxos. Em estudo anterior com cées a administracdo de OMP aumentou a
porcentagem de Streptococcus (Garcia-Mazcorro et al., 2012), fato que corrobora os
resultados observados no presente estudo, uma vez que houve discreto aumento de
Streptococcus, um patégeno da microbiota cuja aumento ndo € desejado. No entanto,
o grupo Placebo também exibiu reducdo da presenca de Turicibacter e este dado
alerta sobre o potencial dinamismo da microbiota de cdes que coexistem sob mesmo
manejo ambiental.

A favor dos resultados desse estudo clinico, resultados anteriores descritos em
cées saudaveis (Gil-Vicente, et al., 2024) e em gatos saudaveis (Gould, et al., 2016)
ndo identificaram deficiéncias nutricionais nos marcadores séricos como albumina,
cobalamina e folato dos pacientes que receberam OMP e os demais IBPs. Outros

marcadores séricos como magnésio, calcio e ferro também ndo demonstraram
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variacdo com os tratamentos dos antiacidos. Ao contrario do que foi observado nesse
estudo, em pacientes humanos é plausivel a inducdo de deficiéncias pelo uso de
antiacidos, em especial hipocalcemia, hipoferremia, hipocobalaminemia
provavelmente por conta da durabilidade destas medicagbes nas terapias (Yu et al.,
2017, Koyyada, 2021).

Os gastroprotetores selecionados para esse estudo foram escolhidos com base
na alta aplicabilidade na rotina clinica como Omeprazol que era e ainda € o mais
empregado IBP para animais. A escolha destes também se deu devido recente
evidéncia de uso como alternativa supostamente menos problematica para a
microbiota de cdes, como Esomeprazol que é — em termos — mais moderno enquanto
farmaco. Os resultados evidenciados com o uso de Lansoprazol no sentido de tentar
inferir disbiose e de considerar contraprova de eficacia com a relagdo a partir de
gastrina sérica sdo inéditos em cdes. Todos os animais desse Ultimo grupo de
antiacidos (LSP) mostraram elevacao da gastrina sérica apds o tratamento na dose
de 0,5 mg/kg duas vezes ao dia, fato que pode justificar seu uso em substituicdo ao
Omeprazol em sentido de menos impactar na microbiota intestinal.

Estudos anteriores com Omeprazol empregado em caes saudaveis — embora
provenientes de metodologia questionavel no sentido de padronizacdo — investigaram
a disbiose causada por tal medicamento e ela foi associada a resolugao espontanea
em até duas semanas apo0s a suspensdo do seu uso e acredita-se que ndo foram
necessarias melhorias de dieta ou uso de probidticos para otimizar este processo de
recuperacdo da microbiota, razdo pela qual a repeticao dos indices de disbiose duas
semanas apos o fim dos tratamentos néo foi realizada no presente estudo. Ou seja,
disbiose fecal transitoria induzida por Omeprazol foi notada em estudos anteriores e
mais heterogéneos do que este e tal tendéncia ao aumento do ID em algum grau
também foi verificada neste atual estudo e ela ndo é uma alteracdo que pode ser
banalizada ou considerada conveniente, no entanto ndo estéd associada a relevancia
clinica - até 0 momento. Inclusive ha diretrizes internacionais recentes permitem que
um céo seja doador de fezes para eventual transplante de microbiota desde que esteja
duas semanas sem receber antiacido e tenha obviamente um indice adequado
(Winston, et al, 2024).

N&o ha certezas, todavia, pode ser cogitada a possibilidade de particularidades
genéticas (individuais) estarem associadas a maior ou menor potencial de dano com

0 uso de Omeprazol, como por exemplo o sistema complexo de metabolizacao
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hepatica citocromo P-450 (proteinas e/ou enzimas catalisadoras). Esomeprazol e
Lansoprazol sdo farmacos mais modernos e modificados e isto também pode justificar
um comportamento distinto em termos de farmacocinética, farmacodindmica e
farmacoterapia. (Masa, K. et al., 2001; McAtee, R. et al, 2023).

Fatores de limitagdo por conta de fatores éticos ou de custos ou sobre
disponibilidade ou grau de invasdo nos animais deste estudo, destacam-se: a) ndo
realizacdo da Calprotectina fecal que embora nao confira diagnostico poderia inferir
maior permeabilidade e deduzir inflamacéo intestinal a ser correlacionada ou ndo com
o aumento do indice de disbiose; b) nimero reduzido de animais estudados por cada
grupo - mesmo que submetidos a padronizagéo elevada, pois diante das variaveis e
dinamismos que s&o conhecidos acerca da microbiota intestinal quanto mais animais
submetidos ao mesmo delineamento maior serd a chance destes dados serem
refletidos como evidéncias; ¢) ndo realizacdo de indice de disbiose (ID) apés 2
semanas dos antiacidos (principalmente do grupo OMP) para endossar aquilo
sugerido em outros estudos anteriores quanto a recuperagdo espontanea da
microbiota; d) ndo realizacdo de mensuracdo de inflamacdo tecidual através de
amostras histopatologicas que ainda poderiam ter permitido identificacdo e
quantificacdo microbiana (técnica de F.I.S.H.); e) dosagem de célcio total como
marcador de absorcéao intestinal é considerado menos adequado do que a dosagem
do célcio livre e menos interferido (célcio ibnico); f) apesar de serem mais conhecidos
e mais estabelecidos como inibidores da secrecdo do &cido gastrico, Omeprazol e
Esomeprazol também poderiam ter sido grupos incluidos na dosagem sérica
comparativa entre antes e depois dos tratamentos e ndo apenas 0s animais do grupo
Lansoprazol.

Reforca-se que os farmacos IBPs podem conferir variados beneficios
terapéuticos devido sua indicacdo nas afeccBes relacionadas a inflamacédo e
ulceracao gastrintestinais. Os resultados desse estudo mostraram gque o uso dos IBPs
na dose terapéutica e por 30 dias ndo resultou em disbiose, porém em animais
doentes ou predispostos a disbiose o impacto negativo dos antiacidos pode ser maior.
Assim, outros estudos devem ser realizados para esclarecer o impacto dos IBPs em
cées. Investigacbes com maiores populacdes de cédes saudaveis pertencentes a
grupos adequadamente padronizados quanto alimentacdo e auséncia de disbiose
pregressa podem revelar eventuais particularidades de raca (genética) e outras

variaveis.
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CONCLUSAO

Esse estudo apontou que o uso de Omeprazol, Esomeprazol e Lansoprazol em
cées saudaveis e provenientes de elevado grau de padronizacdo quanto a raca, faixa
etaria e historico dietético ndo determinou disbiose intestinal mensurada por
marcadores fecais e sanguineos. Isto permite o questionamento sobre o verdadeiro
potencial dos inibidores da bomba de protons serem — isoladamente — promotores da
disbiose intestinal ou se dependem de um quadro inflamatorio ja existente ou ainda
da associacdo com outros medicamentos para serem deletérios. Nao foi notada
relevante deficiéncia de nutrientes nos animais tratados com antiacidos. Lansoprazol
mostrou-se sugestivamente eficaz como supressor do HCL e indutor de aumento da

gastrina sérica nos caes deste estudo, podendo tornar-se uma alternativa terapéutica.
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ANEXOS

Figura Suplementar 1. Fotos ilustrativas do canil da raca Golden Retriever localizado
na cidade de Cotia, na regidao metropolitana de Sao Paulo, Brasil. Fotografia dos
medicamentos antiacidos utilizados na pesquisa. Notam-se fotografias mostrando
diferentes ambientes dos animais (baias para confinamento e alimentacdo
individualizada, patios com grama lavavel e sintética, areas externas para exercicios

fisicos, zonas separadas entre filhotes e adultos).



