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Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos do Bacillus subtilis sobre a microbiota fecal, metabdlitos de fermentacdo e
indicadores inflamatérios e antioxidantes em cées adultos. Dezesseis Beagles foram divididos em controle e teste, com
administragdo de uma capsula ao dia contendo B. subtilis (2,5 x 108 UFC/animal). Os animais receberam dieta de alta
digestibilidade (AD) por 20 dias, seguida de troca abrupta para dieta de baixa digestibilidade (BD) no dia 21. Os cades foram
alimentados por mais 20 dias com a dieta BD. Nos dias 20, 23 e 40, fezes frescas e sangue foram coletados para analises de
metabdlitos de fermentac@o e microbiota fecal e NF-?B e capacidade antioxidante total (CAT). O grupo teste apresentou
menor pH fecal e tendéncia a reducdo de valerato e isovalerato nas fezes (P<0,05). Houve aumento de acidos graxos de
cadeia ramificada nas fezes apenas do grupo controle alimentado com a dieta BD e menor putrescina fecal no grupo teste
alimentado com adieta AD (P<0,05). Observou-se alteracéo no perfil da microbiota fecal e maior afa-diversidade no grupo
teste (P<0,05). Cées do grupo teste alimentados com a dieta AD apresentaram maior CAT (P<0,05). Os resultados indicam
potenciais efeitos benéficos do B. subtilis sobre a funcionalidade intestinal e sistema antioxidante de caes.
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EFFECTSOF BACILLUSSUBTILISON THE GUT MICROBIOTA AND FERMENTATION
METABOLITES, AND INFLAMMATORY AND OXIDATIVE PROFILE OF DOGS
SUBJECTED TO AN ABRUPT DIETARY CHANGE

Abstract: The objective was to evaluate the effects of Bacillus subtilis on the gut microbiota, fermentation metabolites, and
inflammatory and antioxidant markers in adult dogs. Sixteen Beagles were divided into control and treatment groups, with the
treatment group receiving one capsule/day of B. subtilis (2.5 x 108 CFU/animal). The animals received a highly digestible
diet (HD) for 20 days, followed by an abrupt change to alow-digestible diet (LD) on day 21. Dogs were fed the LD diet for
20 days. Fresh feces and blood were collected on days 20, 23, and 40 to analyze fecal metabolites and microbiota and NF-7B
and total antioxidant capacity (TAC). The test group exhibited lower fecal pH and a tendency toward reduced fecal valerate
and isovalerate (P<0.05). There was an increase in fecal branched-chain fatty acids in the control group fed the LD diet and
lower fecal putrescine in the test group fed the HD diet (P<0.05). A change in the fecal microbiota profile and higher alpha-
diversity was observed in the test group (P<0.05). Dogs from the test group fed the HD diet exhibited higher TAC (P<0.05).
The results indicate potential beneficial effects of B. subtilis on gut functionality and antioxidant system of dogs.
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Introducdo: Probidticos do género Bacillus, como Bacillus subtilis, destacam-se pela formagdo de esporos resistentes ao
sistema gastrointestinal (SGI) e pelo potencial de modular a microbiotaintestinal, alterando beneficamente a sua composicéo
e aumentando a diversidade (Hong et al., 2004; Bastos et al., 2020; Lima et al., 2020). Além disso, metabdlitos derivados da
fermentac&o microbiana associada ao B. subtilis, como o propionato e butirato, podem apresentar efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios no SGI, podendo interferir na resposta sistémica (Padilla et al., 2017). Apesar disso, estudos em cées que
avaliaram simultaneamente a microbiota intestinal e os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios dessa cepa probi6tica sdo
escassos. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de Bacillus subtilis sobre o microbioma,
metabdlitos de fermentac&o intestinal e marcadores inflamatorios e antioxidantes em cées adultos submetidos & mudanca
abrupta de dieta.

Material e Métodos: O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais. Foram utilizados 16 cées Beagle
adultos (8 machos e 8 fémeas), castrados, com 3 anos, peso médio de 11,3 + 1,36 kg e escore de condicdo corporal de 4,25 (1:
muito magro a 9: obeso). Os animais foram distribuidos ao acaso em dois grupos: Controle (sem probidtico) e Teste
(administrag&o de capsula contendo B. subtilis - 2,5 x 108 UFC/animal/dia). Os caes receberam dieta de alta digestibilidade
(AD) por 20 dias, seguida de troca abrupta para dieta de baixa digestibilidade (BD) por mais 20 dias (dias 21-40). Foi feita
coleta total de fezes para andlises de digestibilidade das dietas entre os dias 15-20 e 35-40. Amostras fecais frescas foram
coletadas nos dias 20, 23 e 40 para andlise de matéria seca (MS), escore, pH, amonia, &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
e ramificada (AGCR) e aminas biogénicas, por cromatografia gasosa, além de microbiota por sequenciamento do gene 16S
rRNA. Nos mesmos dias, coletaram-se amostras sanguineas para andlise de NF-?B por ELISA e capacidade antioxidante total
(CAT), por espectrofotometria. Metabdlitos de fermentagdo e varidveis sanguineas foram analisados por ANOVA ou
Kruskal-Wallis (P<0,05), com comparacdo de médias por Tukey ou Dunn (P<0,05). Valores de P>0,05 e <0,10 foram
considerados tendéncia. A microbiota fecal foi analisada por LEfSe (P corrigido<0,05).

Resultado e Discussédo: Os cées do grupo teste (6,78 + 0.06) apresentaram menor pH fecal que o controle (7,09 £ 0.10),
independente da dieta (P<0,05), além de tendéncia a menor concentragdo fecal de isovalerato (P=0,058) e valerato (P=0,081).
Corroborando, observou-se aumento de AGCR totais apenas nas fezes do grupo controle alimentado com dieta BD (P<0,05,



Figura 1) e menor putrescina no grupo teste alimentado com dieta AD (P<0,05, Figura 1). Esses resultados indicam que o
probidtico pode contribuir para a redugéo de metabdlitos putrefativos oriundos da fermentagdo de compostos nitrogenados no
colon, concordando com o observado por Bastos et al. (2020). O grupo teste apresentou maior alfa-diversidade independente
dadieta (P<0,05, Figura 2). O aumento na alfa-diversidade da microbiota € um biomarcador de melhora da funcionalidade
intestinal em cées (Félix et al., 2022). As bactérias enriquecidas no grupo teste alimentado com a dieta AD incluiram
Gallintestinimicrobium propionicum, Faecalibacillus intestinalis e Phocaeicola plebeius (P<0,05). Durante a troca de dieta,
também foram enriquecidas no grupo teste Peptacetobacter hiranonis, Collinsella intestinalis e Sutterella, associadas a
eubiose (Lopes et al., 2024). No controle, houve maior abundéancia de bactérias potencialmente patogénicas, como
Peptostreptococcus russellii (P<0,05). O grupo teste (196,3 + 4,82 uM Trolox) apresentou maior CAT, que o controle (167,1
+ 4,82 uM Trolox), quando alimentados com a dieta AD (P<0,05), indicando efeito benéfico sistémico. Nao houve diferenca
nas demais variaveis (P>0,05, dados ndo apresentados).
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Figura 1. Concentragdo fecal de acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR, mMol/Mol) totais e
putrescina (mg/kg) de cdes alimentados com dietas de alta (AD) ou baixa (BD) digestibilidade
recebendo (teste) ou ndo (controle) probidtico. P<0,05 para tratamento x dieta. *®Médias com letras
distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 2. Nimero de ASVs da microbiota fecal de caes alimentados com dietas de alta (AD)
ou baixa (BD) digestibilidade recebendo (teste) ou ndo (controle) probidtico. P<0,05 para
controle x teste e AD x Troca (TR) x BD.

Conclusdo: A suplementac@o com Bacillus subtilis reduziu o valerato, isovalerato e putrescina fecal dos cédes. Ainda,
contribuiu com o aumento da diversidade da microbiota fecal, assim como aumento da capacidade antioxidante total,
indicando potenciais beneficios a salide intestinal e sistémica dos caes.
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