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RESUMO
SILVA, P. H. F. Uso tépico de bactérias predadoras reduz a destruicdo tecidual
periodontal em ratos com periodontite experimental: estudo histoldgico,
microtomografico, imunolégico e microbioldgico. 2018. 172f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Este estudo avaliou os efeitos da administracdo tépica de Bdellovibrio bacteriovorus HD100
na periodontite experimental em ratos. 32 ratos foram alocados nos grupos CT, DPT, CT-
HD100 e DPT-HD100. No dia 0 do experimento, os animais dos grupos DPT e DPT-HD100
receberam ligaduras de seda ao redor dos primeiros molares inferiores (PMIs). Nos grupos
CT-HD100 e DPT-HD100, suspensbes de 1 mL contendo B. bacteriovorus HD100 foram
administradas topicamente na regido subgengival de PMIs nos dias 0, 3 e 7. Nos grupos CT e
DPT, administracfes tdpicas foram realizadas com uma suspensdo ndo contendo B.
bacteriovorus HD100. Todos os animais foram submetidos a eutanasia no dia 14 do
experimento. O tecido gengival, hemi-mandibulas e biofilme bucal foram coletados para
avaliacdo dos seguintes parametros: i) microarquitetura éssea, volume ésseo e nivel 6sseo
alveolar (microtomografia computadorizada por transmisséo de raios X — micro-CT); ii)
niveis de inser¢do conjuntiva (andlise histomorfométrica); iii) microbiota bacteriana
(checkerboard DNA-DNA hybridization); iv) expressdo de citocinas inflamatorias e fatores de
transcricdo (analise imunoenzimatica - Multiplex e reacdo em cadeia da polimerase por
transcriptase reversa em tempo real); iii) padrdo de imunomarcacdo para beta defensinas
(BD), receptores do tipo Toll (TLR) e grupamentos de diferenciacdo (CD) (reacOes
imunohistoquimicas). Testes in vitro foram também realizados para avaliar o potencial
antimicrobiano de B. bacteriovorus HD100 contra periodontopatogenos. Os dados foram
analisados estatisticamente (p < 0,05). O grupo DPT-HD100 apresentou menores porosidade
0ssea, separacgdo trabecular, nivel dsseo alveolar e nivel de inser¢do conjuntiva, bem como
maiores volume 6sseo e numero de trabéculas 6sseas quando comparado ao Grupo DPT (p <
0,05). O grupo DPT-HD100 apresentou maiores proporcdes de espécies semelhantes a
Actinomyces e Streptococcus e menores proporcOes de espécies semelhantes a Prevotella
intermedia, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium
polymorphum, Eikenella corrodens, Eubacterium nodatum, Campylobacter gracilis,
Capnocytophaga sputigena e Veillonella parvula quando comparado ao Grupo DPT. Nas

analises de pardmetros imunoinflamatorios, o Grupo DPT-HD100 apresentou maiores niveis



de Proteina quimioatrativa de mondcito-1 (MCP-1), Células T normais expressas €
secretadas, reguladas por ativacdo (RANTES), Osteoprotegerina (OPG), Fator de
Crescimento Transformador (TGF)-f e Interleucina (IL)-10 e menores niveis de Fator de
Necrose Tumoral (TNF)-a, bem como maior padrdo de imunomarcagdo para BD-1, BD-2 e
BD-3 quando comparado ao Grupo DPT (p < 0,05). Para os niveis de IL-1B, IL-6, Fator
Estimulador de Colénias de Macréfagos (M-CSF), Ligante do Receptor Ativador de Fator
Nuclear kappa-B (RANK-L) e padrdes de imunomarcacdo para TLR-2, TLR-4, CD-4, CD-8
e CD-57, ndo foram observadas diferencas entre os grupos DPT e DPT-HD100. Na analise de
expressao génica, o Grupo DPT-HD100 apresentou maior expressdao de IL-17, IL-10 e
Forkhead box P3 (FOXP3) quando comparado ao Grupo DPT (p < 0,05). Nos testes in vitro,
as co-culturas de periodontopatégenos (F. nucleatum, P. intermedia e A.
ctinomycetemcomitans) e B. bacteriovorus HD100 apresentaram menor densidade Optica do
que as culturas isoladas de periodontopatogenos em 48 horas. O uso topico de B.
bacteriovorus HD100 modifica os parametros imunoinflamatdérios e microbioldgicos,
promovendo um efeito protetor contra a perda éssea alveolar e perda de insercdo do tecido

conjuntivo em ratos com periodontite experimental.

Palavras-chave: Doenca Periodontal; Predadores biologicos; Ratos; Bdellovibrio.
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ABSTRACT
SILVA, P.H.F. Topical use of predatory bacteria reduces periodontal tissue destruction
in rats with experimental periodontitis: histological, microtomographic, immunological
and microbiological study. 2018. 172f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia

de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

This study evaluated the effects of topical administration of Bdellovibrio bacteriovorus
HD100 on experimental periodontitis in rats. Thirty-two rats were allocated in the CT, DPT,
CT-HD100 and DPT-HD100 groups. At day 0 of the experiment, animals of the DPT and
DPT-HD100 groups received silk ligatures around the mandibular first molars (MFMSs). In the
CT-HD100 and DPT-HD100 groups, 1 ml suspensions containing B. bacteriovorus HD100
were topically administered in the subgingival region of MFMs on days 0, 3 and 7. In the CT
and DPT groups, topical administrations were performed with a suspension without B.
bacteriovorus HD100. All animals were submitted to euthanasia on day 14 of the experiment.
The gingival tissue, hemi-mandibles and oral biofilm were collected to evaluate the following
parameters: i) bone microarchiteture, bone volume and alveolar bone level (X-ray micro-
computed tomography - micro-CT); ii) levels of conjunctive insertion (histomorphometric
analysis); iii) microbiological profile (checkerboard DNA-DNA hybridization); iv) expression
of inflammatory cytokines and transcription factors (immunoenzymatic analysis - Multiplex
and Real-time reverse transcription polymerase chain reaction); iii) immunostaining pattern
for Beta defensins (BD), Toll-like receptors (TLR) and Cluster of differentiation (CD)
(immunohistochemical reactions). In vitro tests were also performed to evaluate the
antimicrobial potential of B. bacteriovorus HD100 against periodontopathogens. The data
were analyzed statistically (p <0.05). The DPT-HD100 Group presented lower bone porosity,
trabecular separation, alveolar bone level and connective tissue attachment level, as well as
higher bone volume and number of bone trabeculae when compared to the DPT Group (p
<0.05). The DPT-HD100 Group presented higher proportions of Actinomyces and
Streptococcus-like  species and smaller proportions of Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium polymorphum,
Eikenella corrodens, Eubacterium nodatum, Campylobacter gracilis, Capnocytophaga
sputigena and Veillonella parvula-like species when compared to the DPT Group. In the
analysis of immunoinflammatory parameters, the DPT-HD100 Group presented higher levels
of Monocyte-1 chemoattractant protein (MCP-1), Regulated on activation, normal T cell

expressed and secreted (RANTES), Osteoprotegerin (OPG), Transforming Growth Factor



(TGF)-P and Interleukin (IL) -10 and lower levels of Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, as well
as a higher immunolabeling pattern for BD-1, BD-2 and BD-3 when compared to the DPT
Group (p <0.05). For levels of IL-1pB, IL-6, Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF),
Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANK-L) and immunolabeling patterns
for TLR-2 TLR- 4, CD-4, CD-8 and CD-57, no differences were observed between the DPT
and DPT-HD100 groups. In the analysis of gene expression, the DPT-HD100 group presented
higher expression of IL-17, IL-10 and Forkhead box P3 (FOXP3) when compared to the DPT
Group (p <0.05). In the in vitro tests, co-cultures of periodontopathogens (F. nucleatum, P.
intermedia and A. ctinomycetemcomitans) and B. bacteriovorus HD100 showed lower optical
density than isolated cultures of periodontopathogens at 48 hours. Topical use of B.
bacteriovorus HD100 modifies immunoinflammatory and microbiological parameters,
promoting a protective effect against alveolar bone loss and loss of connective tissue

attachment in rats with experimental periodontitis.

Keywords: Periodontal Diseases; Biologic predator; Rats, Bdellovibrio.
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O numero de pessoas com condicdes bucais ndo tratadas no planeta aumentou de 2,5
bilhGes em 1990 para 3,5 bilhdes em 2015, com aumento de 64% nos indicadores DALY's
(disability-adjusted life year). Maiores esforcos e abordagens potencialmente diferentes séo
necessarias se 0 objetivo das politicas voltadas para satde bucal é reduzir o nivel de doencas
bucais e minimizar seu impacto até 2020 (KASSEBAUM et al., 2017).

Dentre as doengas bucais, a doenca periodontal ainda é uma condicdo altamente
prevalente na populacdo mundial e possui um carater imunoinflamatério polimicrobiano
(DARVEAU, 2010; KASSEBAUM et al., 2017). A prevaléncia das formas severas de
periodontite praticamente dobrou de 1990 a 2015 no mundo todo (Kassebaum et al., 2017).

Raspagem e alisamento radicular (RAR) é a terapia de escolha para a maioria dos
clinicos e é amplamente considerada o "padrdo-ouro™ para o tratamento da periodontite.
Embora a RAR possa reduzir o nimero de agentes patogénicos periodontais, é incapaz de
obter a sua erradicacdo completa, predispondo pacientes a recidivas de doencas e a
disseminacéo bacteriana por via sisttmica (MOMBELLI et al., 2000). Dessa forma, diferentes
protocolos antimicrobianos tém sido utilizados como recurso adjuvante para melhor controle
da doenca (FERES et al., 2015; MOMBELLI et al., 2011; MOMBELLLI, 2018).

Com intuito de limitar o uso de antibidticos e evitar os efeitos nocivos de terapia
repetidas e a promoc¢do de resisténcia bacteriana, novas estratégias de combate a infecoes
devem ser investigadas, como a bacterioterapia. Esta terapia caracteriza-se pelo uso de
bactérias inofensivas para deslocar organismos patogénicos (HUOVINEN, 2001).

Bdellovibrio e organismos semelhantes (BALOs) sdo proteobactérias altamente
moveis que destroem outras bactérias Gram-negativas. BALOs séo predadores obrigatorios,
desde que eles necessitam capturar macromoléculas de suas presas como fonte de energia para
multiplicacdo. A cepa mais estudada deste grupo € a Bdellovibrio bacteriovorus HD100

(VAN ESSCHE et al., 2009; SOCKETT & LAMBERT, 2004).
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Estudos in vitro prévios demostraram que BALOs possuem capacidade predatoria
sobre espécies patdgenas bucais apresentando um perfil antimicrobiano (VAN ESSCHE et al.,
2009; DASHIFF & KADOURI, 2011; LOOZEN et al., 2015). B. bacteriovorus HD100 foi
capaz de eliminar Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans em
amostras ex vivo (saliva e biofilme subgengival) de pacientes com periodontite, bem como
promoveu aumento nas concentracdes de Actinomyces naeslundii e Streptococcus mitis,
influenciando a ecologia geral do biofilme (LOOZEN et al., 2015). Os resultados obtidos
precisam ser validados em modelos experimentais in vivo.

Os estudos in vivo até o presente momento avaliaram os efeitos de BALOs no
tratamento de infeccbGes em frangos, ratos, bovinos, peixes-zebra e camardes brancos
(ATTERBURY et al., 2011; CAO et al., 2015; SHATZKES et al., 2015; BOILEAU et al.,
2016; WILLIS et al., 2016; SHATZKES et al., 2016; SHATZKES et al., 2017a). Os efeitos de
BALOs foram também avaliados na morfologia e microbiota intestinal de ratos saudaveis
(SHATZKES et al.,, 2017b). Todos esses estudos demonstraram a seguranga do usO
terapéutico de BALOs.

Nenhum estudo in vivo investigou ainda a acdo de BALOs na periodontite. O
proposito deste estudo foi avaliar microbiologicamente, histomorfometricamente,
microtomograficamente e imunologicamente os efeitos da administragdo de B. bacteriovorus

HD100 em ratos com periodontite experimental.
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2.1 O MICROBIOMA BUCAL

A comunidade microbiana bucal representa a associacdo mais bem caracterizada
entre microrganismos e hospedeiro. Existem correlacbes bem estabelecidas entre a
composicdo qualitativa da microbiota bucal e o estado de saude/doenca (CURTIS et al.,
2011). Essas bactérias originam-se de comunidades distintas e altamente especializadas que
residem em uma variedade de nichos ambientais na boca humana. Assim, o microbioma bucal
humano pode ser visto como um somatorio de comunidades microbianas residentes nas
superficies mucosas da lingua, mucosa jugal, palato, amigdalas e nos biofilmes que se
acumulam nas superficies dos dentes (CURTIS et al., 2011).

Em individuos adultos saudaveis, a maioria das espécies do microbioma bucal
pertence aos filos bacterianos Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e
Fusobacteria (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Além disso, archaea,
protozoa, viruses e fungi estdo presentes. Das 700 espécies de bactérias bucais identificadas
(Human Oral Microbiome Database, 2016), um individuo saudavel é colonizado por 100 a
200 bactérias (DEWHIRST et al., 2010; GRIFFEN et al., 2012; ROSIER et al., 2017). A
variacdo da composi¢cdo da microbiota entre os individuos é resultante de diferencas no meio
ambiente, genética, idade e estilo de vida do hospedeiro (KILIAN et al., 2016; ROSIER et al.,
2017).

As bactérias bucais desenvolveram adesdes altamente especificas para proteinas e
carboidratos da pelicula adquirida, as quais sdo bastante diferentes dos mecanismos de adesao
de outras bactérias comensais e patogénicas que manifestam tropismos para tecidos altamente
especificos. No processo de formacdo do biofilme bucal, os colonizadores iniciais
estabelecem-se na superficie do dente por meio de interagdes com a pelicula adquirida do
hospedeiro e servem como locais de ligacdo adicionais para colonizadores intermediarios e

tardios. Este processo demonstra que cada etapa na formacao do biofilme dental € altamente
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especifica e representa uma coevolugdo entre as diferentes espécies bacterianas bucais e 0
hospedeiro (SOCRANSKY & HAFFAIJEE, 2005; CURTIS et al., 2011).

Estudos recentes que examinaram a interacdo hospedeiro-bactéria revelaram que as
bactérias comensais ndo so protegem o hospedeiro de bactérias patogénicas pela ocupacao de
nichos, mas podem também promover o desenvolvimento de estrutura e funcdo adequadas dos
tecidos. Esses dados indicam que as comunidades polimicrobianas associadas ao hospedeiro,
como aquelas encontradas na cavidade bucal, evoluiram em conjunto com 0 mesmo e se
tornaram parte integrante de um mesmo organismo (LEY et al., 2008; ROBERTS &
DARVEAU, 2015).

No intestino, por exemplo, as bactérias comensais podem influenciar a morfologia de
vilos e criptas, bem como contribuir para a homeostase do tecido epitelial e desenvolvimento
de um sistema imune maduro (GORDON & PESTI, 1971; HOOPER et al., 2001; UMESAKI
& SETOYAMA, 2000; XU & GORDON, 2003; MACPHERSON & HARRIS, 2004).
Bactérias comensais podem modular a expressdo de genes envolvidos em varias fungdes
intestinais importantes, incluindo absor¢do de nutrientes, funcdo da barreira mucosa,
metabolismo xenobid6tico, angiogénese e maturacdo intestinal pds-natal (HOOPER, 2001;
ROBERTS & DRAVEAU, 2015).

No que se refere aos tecidos periodontais, a comunidade odontoldgica esta apenas
comecando a entender as contribuicGes relativas de bactérias comensais bucais para a
organizacdo tecidual altamente especializada e para o padrdo de expressdo de mediadores
inflamatorios seletivos (CURTIS et al., 2011). A colonizacdo comensal parece influenciar o
estado de defesa periodontal. Um estudo piloto revelou que ratos livres de patdgenos
especificos (SPF) contém niveis mais elevados de interleucina (IL)-1b do que ratos grem free
(GF) (DIXON et al. 2004). Foi também relatado que a perda éssea alveolar de ocorréncia

natural esta significativamente comprometida em camundongos GF quando comparados a
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animais SPF. A inflamacdo induzida por bactérias comensais contribui para o controle de
patdgenos potenciais e, consequentemente, auxilia na manutencdo da homeostase dos tecidos

periodontais (DIXON et al., 2004; CURTIS et al., 2011).

2.2 Periodontite — da simbiose a disbiose

Em individuos saudaveis com bons habitos de higiene bucal e dieta, a microbiota
bucal vive em simbiose com o hospedeiro, evitando a colonizagdo de agentes patogénicos e
contribuindo para a fisiologia tecidual (HEZEL & WEITZBERG, 2015). Simbiose pode ser
definida como uma composicdo microbiana, atividade e/ou ecologia que mantém uma
relacdo equilibrada com o hospedeiro, resultando em um estado saudavel. No entanto, as
perturbaces no microbioma causadas por certos fatores de estresse (consumo de
carboidratos ou acimulo de biofilme) podem levar ao desenvolvimento de doencgas bucais,
como caries ou doencas periodontais (MARSH 1994, 2003). Nestas doencas bucais,
observa-se uma mudanca de espécies e funcdes bacterianas, caracterizando a disbiose
(BELDA-FERRE et al., 2012; GRIFFEN et al., 2012; WANG et al., 2013; JORTH et al.,
2014; ROSIER et al., 2017).

A periodontite € uma doenga polimicrobina imunoinflamatéria crénica, sendo a
causa mais comum de perda dentaria em todo o mundo. Esta doenca parece ter maltiplas
etiologias, as quais envolvem desordens microbianas e imunoldgicas (BEREZOW &
DARVEAU, 2011). No que se refere as desordens imunoldgicas, € reconhecido que o
sistema de defesa imune inato do hospedeiro é altamente ativo em tecidos saudaveis. Um
desequilibrio ou ruptura na expressdo de mediadores inflamatérios contribui de forma
significativa para a destruicdo dos tecidos de suporte dentario (PAGE & KORNMAN,

1997; CHAMPAGNE et al., 2003; VAN DYKE, 2008; DARVEAU, 2010).



Revisao de Literatura | 48

As pesquisas envolvendo a identificagdo de receptores Toll-like (TLR), os quais
estdo diretamente envolvidos no reconhecimento de microrganismos, contribuiram para a
constatacdo de que bactérias comensais e periodontopatogénicas podem ativar respostas
imunes inatas (BEUTLER et al., 2003; O'NEILL, 2008; DARVEAU, 2010). Pesquisas que
também melhor elucidaram a natureza da comunidade microbiana bucal como um
verdadeiro biofilme demonstraram que as interacdes da comunidade microbiana podem
modular a expressdo dos mediadores imunes inatos no hospedeiro (DARVEAU et al.,
1997; KOLENBRANDER et al., 2006; DARVEAU, 2010; BEREZOW & DARVEAU,
2011). De fato, a resposta inata do hospedeiro as bactérias bucais comensais pode
contribuir para a defesa dos tecido periodontais (DIXON et al., 2004). Em resposta as
bactérias bucais, as camadas mais externas do epitélio gengival, que estdo em intimo
contato com as bactérias bucais comensais, produzem IL-8 e B-defensinas (TONETTI et
al., 1994; DARVEAU et al., 1998; KRISANAPRAKORNKIT et al., 2000; HUANG et al.,
2004; LU et al., 2005; CHUNG et al., 2007; HASEGAWA et al., 2007; DARVEAU, 2010).
Esse estado inflamatorio controlado e dirigido por bactérias comensais nos tecidos
periodontais clinicamente saudaveis é muito semelhante aquele encontrado no intestino
(CHADWICK & ANDERSON, 1992; CEBRA, 1999; DARVEAU, 2010). Muitas citocinas
que normalmente estdo associadas a inflamacdo, tais como IL-1p, Fator de necrose tumoral
(TNF) e prostaglandina E2 (PGE2), sdo encontradas no fluido crevicular gengival (FCG)
de locais clinicamente saudaveis (KAMMA et al., 2009). Entdo, pode-se constatar que o
periodonto expressa continuamente citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo celular
que estdo intimamente envolvidas na manutencdo da homeostase do tecido periodontal
(DARVEAU, 2010). O aumento ndo controlado desses mediadores inflamatorios pode
levar a reabsorcdo do osso alveolar, uma vez que afetam a proporcao de Receptor Ativador
de Fator Nuclear kappa-B (RANK-L) e Osteoprotegerina (OPG), os quais estdo envolvidos
nos processos de reabsorcao e aposicdo 0sseas (BOYLE et al., 2003; NAGASAWA et al.,

2007; COCHRAN, 2008; DARVEAU, 2010).
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Considerando a etiologia da periodontite no contexto das desordens microbiologicas,
a Periodontite Cronica parece ser verdadeiramente uma doenca associada a comunidade
microbiana. Portanto, a estabilidade da composi¢do microbiana do biofilme pode ser um bom
preditor da salde periodontal, uma vez que alteracBes nessa comunidade estdo associadas a
mudancas no estado clinico dos tecidos do hospedeiro (KUMAR et al., 2006). Recentemente,
foi proposto o modelo PSD (disbiose e sinergismo polimicrobiano) para explicar a patogénese
da periodontite. De acordo com Hajjishengallis & Lamont (2012), a periodontite é iniciada
por uma comunidade microbiana sinérgica e disbidtica e ndo somente por
periodontopatdgenos especificos, como aqueles do "complexo vermelho” prosposto por
Soncrasky et al. em 1994. Ainda, segundo os autores, diferentes membros ou combinacdes de
genes especificos dentro da comunidade polimicrobiana cumprem papéis distintos que podem
contribuir para a formacdo e estabilizacdo de uma microbiota compativel com doencas. Um
dos principais requisitos para o surgimento de uma comunidade potencialmente patogénica
envolve a capacidade de certas espécies, denominadas “patégenos-chave”, em modular a
resposta do hospedeiro, prejudicando a vigilancia imunolégica e convertendo a homeostasia
em um estado dishiotico (HAJJIISHENGALLIS & LAMONT, 2012). Os “patogenos-chave”
também elevam a viruléncia de toda a comunidade microbiana por meio de uma comunicagao
interativa com agentes patogénicos acessorios (HAJJISHENGALLIS & LAMONT, 2012).
Outras funcBes importantes para a patogenicidade exigem a expressao de moléculas diversas
(adesinas apropriadas, receptores relacionados, enzimas proteoliticas e estruturas ou ligantes
de superficie pré-inflamatorios), as quais atuam de forma combinada como fatores de
viruléncia para sustentar nutricionalmente uma comunidade microbiana disbidtica que causa
uma resposta no hospedeiro de natureza ndo-resolutiva e destrutiva (HAJJISHENGALLIS &

LAMONT, 2012).
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2.3 Tratamento periodontal mecanico — limitacdes

RAR é a terapia de escolha para a maioria dos clinicos e € amplamente considerada o
"padrdo-ouro” para o tratamento da periodontite. No entanto, a RAR sozinha ndo produz os
resultados clinicos desejados em casos mais graves de doenca (BEREZOW & DARVEAU,
2011). Embora a RAR possa reduzir o numero de agentes patogénicos periodontais, é incapaz
de obter a sua erradicacdo completa, predispondo pacientes a recidivas de doencas e a
disseminacdo bacteriana por via sisttmica (MOMBELLI et al., 2000). Esse fato pode ser
explicado pela habilidade das bactérias periodontopatogénicas para penetrarem e se
instalarem em células epiteliais gengivais, cemento e dentina radicular, escapando assim da
reacdo imunoldgica do hospedeiro e dos tratamentos mecanicos convencionais (ADRIAENS
et al., 1988; TRIBBLE & LAMONT, 2010). A persisténcia de periodontopatdgenos no
interior de tecidos moles e duros contribui para a recorréncia da periodontite e para a
destruicdo progressiva dos tecidos de suporte dentario (SILVA et al., 2015; GIANNELLI et
al., 2018).

Como a terapia mecanica isolada ndo pode eliminar completamente todas as
bactérias envolvidas na periodontite, protocolos antimicrobianos auxiliares foram testados e
avaliados em vérias revisdes publicadas na literatura (DRISKO & LEWIS, 1996; ELLEN &
MCCULLOCH, 1996; FERES et al., 2015; MOMBELLI et al., 2011; MOMBELLLI, 2018).
Numerosos ensaios avaliaram o0s beneficios de antibidticos sistémicos, agentes
antimicrobianos administrados localmente e enxaguatérios antissépticos. Mais recentemente,
foi também demonstrado que o efeito antimicrobiano de algumas substancias pode ser ativado
em bolsas periodontais usando o principio da terapia fotodindmica (MARTINS et al., 2017;
MOMBELLLI, 2018).

Atualmente, o protocolo antimicrobiano mais investigado para tratamento da

periodontite trata-se do uso sistémico de amoxicilina e metronidazol combinado com RAR.
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Entretanto, o uso de antibidticos pode ter um efeito a curso prazo no que se refere a
recolonizacao bacteriana. Mdala et al. (2013) e Bizzarro et al. (2016) acompanharam por 2
anos e 1 ano, respectivamente, pacientes tratados com antibidticos e RAR. Apo6s 3 meses, nao
havia mais diferencas no nimero de microrganismos do complexo vermelho entre pacientes
tratados apenas com RAR ou RAR associada ao uso de antibidticos. Sendo assim, o0s
antibioticos, de acordo com esses autores, parecem proporcionar um efeito adicional 8 RAR a
curto prazo. De fato, os sitios tratados sdo sujeitos a recolonizacdo com uma microbiota
semelhante aquela existente antes da terapia. O grau e a velocidade da recolonizagédo
dependem do protocolo de tratamento, dos padrdes de distribuicdo de microrganismos
periodontais em outros locais da cavidade bucal e da qualidade da higiene bucal do paciente.
De acordo com Mombelli (2018), alguns pesquisadores defendem o uso racional de
antibioticos, reservando-os para pacientes com um perfil microbiolégico especifico. No
entanto, os beneficios de protocolos clinicos assistidos por antibiogramas sdo dificeis de
serem visualizados na Periodontia. Dessa forma, com intuito de limitar o uso de antibioticos e
evitar os efeitos nocivos de terapia repetidas, esfor¢os adicionais devem ser realizados para
otimizar procedimentos capazes de reduzirem/impedirem a colonizagdo microbiana e a
recolonizacdo da bolsa periodontal (MOMBELLI, 2018). Esses esforcos devem conduzir o
desenvolvimento de terapias periodontais alinhadas com 0s novos conceitos envolvendo
microbioma bucal e etiopatogenia das doengas periodontais, ou seja, conceitos que
consideram essenciais a existéncia de inflamacdo e microbiota simbioticas como sinbnimo de

saude bucal.

2.4 Antibioticos — as desvantagens
A diarreia associada a antibiéticos (DAA) € uma complicagdo comum decorrente

do uso de antibioticos. A frequéncia de DAA pode ser alta (26-60%) durante surtos
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hospitalares ou moderada (13-29%) durante os periodos endémicos, sendo relativamente
pouco frequente em ambientes ambulatoriais (MCFARLAND, 1998; LEVY et al., 2000;
MCFARLAND, 2006). Os fatores de risco para DAA incluem antibidticos de amplo
espectro e fatores do hospedeiro (idade, estado de saude, género) (MCFARLAND, 2006).
DAA geralmente ocorre 2-8 semanas ap0s a exposicdo a antibidticos como resultado da
perturbacdo da microbiota intestinal. Um dos papéis da microbiota intestinal é atuar como
uma barreira protetora que resista a colonizacdo de patogenos intestinais (MCFARLAND,
2000). Sem essa barreira protetora, 0os pacientes sdo suscetiveis a infeccdo por agentes
patogénicos oportunistas (MCFARLAND, 2006).

Um dos efeitos desses tratamentos com antibidticos € a perturbacdo do
desenvolvimento correto da microbiota intestinal infantil e, como resultado, a interrupcéo
do desenvolvimento adequado dos sistemas intestinal, imunologico, metabdlico e cerebral
(RUSSELL et al., 2013; COX et al., 2014; LIVANOS et al., 2016; NOGACKA et al.,
2018). Além disso, ap6s a perturbacdo inicial induzida por antibiéticos, a posterior
recuperacdo completa de uma microbiota associada a satde ndo pode ser assegurada. A este
respeito, demonstrou-se que a microbiota cecal de camundongos tratados com cefoperazona
continua a ser diferente do grupo controle, mesmo 6 semanas ap6s o término do tratamento
(ANTONOPOULOQS et al., 2009; COX et al., 2014). Estudos em humanos relataram
reducdes nos niveis de Bifidobacterium e aumentos nas enterobactérias em bebés que
receberam tratamentos antibidticos (TANAKA et al., 2009; FOUHY et al., 2012;
ARBOLEYA et al.,, 2015). Estudos observacionais com bebés também revelaram
recuperacdo incompleta da microbiota intestinal alguns meses apds a interrupcdo do
tratamento com antibiotico (TANAKA et al, 2009; FOUHY et al, 2012).
Surpreendentemente, quase ndo ha dados disponiveis que mostram o impacto de antibidticos

usados na primeira infancia no surgimento de genes de resisténcia a antibioticos na



Revisao de Literatura | 53

microbiota intestinal (GIBSON et al., 2015; NOGACKA et al., 2018). Isso pode constituir
uma questdo importante em vista dos problemas crescentes com as resisténcias
antimicrobianas. O intestino humano resistente é definido como a colecéo de todos os genes
do microbioma intestinal que potencialmente codificam resisténcia a antibioticos
(D’COSTA et al., 2006; GILLINGS, 2013; NOGACKA et al., 2018). O enriquecimento do
intestino com genes de resisténcia aos antibioticos (GRA) pode aumentar o risco de
transferéncia dos mesmos para potenciais agentes patogénicos, comprometendo o manejo
clinico das infec¢bes. Além disso, € importante considerar que quando as comunidades
microbianas sdo expostas ao desafio constante com antibioticos, elas adquirem resisténcia a
multiplos medicamentos (TOPRAK et al., 2011; NOGACKA et al., 2018). Embora o modo
de adquirir resisténcia a antibidticos in vivo seja pouco compreendido, verificou-se que a
terapia com antibioticos, de fato, ajuda a selecionar membros resistentes da comunidade
microbiana ou aqueles microrganismos capazes de adquirir GRA (BARBOSA & LEVY,
2000; NOGACKA et al., 2018).

O surgimento mundial de resisténcia a agentes antibacterianos é um problema
crescente que torna urgente a necessidade de novos tratamentos antimicrobianos para
combater infeccdes bacterianas (HUOVINEN, 2001). Contudo, mesmo que novos agentes
estejam em preparacdo, eles ndo resolverdo todos os problemas de resisténcia atuais. Além
disso, 0 uso de agentes antibacterianos ndo so seleciona bactérias resistentes, mas também
perturba a microbiota humana normal, o que também pode inibir nossa defesa contra a
infeccdo. Neste contexto, novas estratégias de combate a infecdes devem ser investigadas,
como a bacterioterapia. Esta terapia caracteriza-se pelo uso de bactérias inofensivas para
deslocar organismos patogénicos (HUOVINEN, 2001) sem promover o desenvolvimento de

resisténcias bacterianas.
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A interferéncia em comunidades bacterianas tem sido amplamente estudada. As
tentativas de influenciar a colonizacdo de bactérias patogénicas por meio de bactérias
inofensivas estdo sendo investigadas ha décadas (HUOVINEN, 2001). Na satde humana, a
bacterioterapia provavelmente foi esquecida por causa do desenvolvimento continuo de novos
agentes antibacterianos mais potentes e por medo de possiveis efeitos colaterais. As cepas
bacterianas ndo virulentas podem, em principio, também causar infecgdes. No entanto, a
bacterioterapia j& foi usada ha muito tempo em animais, por exemplo, para prevenir a
infeccdo de aves com Salmonellas (NURMI & RANTALA, 1973; HUOVINEN, 2001). No
futuro, as oportunidades de tratamento podem incluir terapia com bacteriéfagos ou utilizacéo

de predadores bioldgicos (HUOVINEN, 2001).

2.5 Predadores bioldgicos

Uma pequena bactéria Gram-negativa altamente maével e flagelada (0,2-0,5 pm x
0,5-2,5 um) foi descoberta em 1962 por Stolp e Petzold quando tentavam isolar bacteri6fagos
de bactérias patogénicas em plantas do solo (STOLP & STARR, 1963). Eles foram chamados
de Bdellovibrio bacteriovorus, um nome que descreve a morfologia e o suposto modo de vida
dessas bactérias. Estes microrganismos sdo curvos e aderem as suas presas, absorvendo o
contetdo das mesmas, como um verdadeiro sanguessuga (“bdella" em grego). Existem trés
espécies de Bdellovibrio: B. bacteriovorus, Bdellovibrio stolpii e Bdellovibrio starrii
(HARINI et al., 2013). Essas espécies integram um grupo de microrganismos nomeados como
BALO:s.

BALOs séo proteobactérias altamente moveis que destroem outras bactérias Gram-
negativas. Eles sdo predadores obrigatorios, desde que necessitam capturar macromoléculas
de suas presas como fonte de energia para multiplicacdo. A cepa mais estudada deste grupo é

a Bdellovibrio bacteriovorus HD100. Apos atacar sua presa, B. bacteriovorus entra no espaco
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periplasmatico da mesma e inicia sua multiplicacdo enquanto destroi o citoplasma da célula
presa. Quando o ciclo de multiplicacdo do predador se completa, a célula presa € destruida
liberando a prole do predador no ambiente (SOCKETT & LAMBERT, 2004; VAN ESSCHE
et al., 2009). Desde que BALOs ndo podem infectar células de mamiferos (SIMPSON, 1972)
e nenhuma doenca infecciosa ou efeitos patogénicos tém sido relacionados aos mesmos, eles
sdo, geralmente, considerados como seguros. BALOs foram isolados de numerosos sitios que
estdo em intimo contato com humanos. Eles foram isolados em fezes de gado e de humanos
(VAN ESSCHE et al., 2009). Um unico estudo descreveu a presenca de uma sequéncia
genémica de Bdellovibrios na cavidade bucal (PASTER et al., 2002). Portanto, é improvavel
que efeitos prejudiciais possam ser esperados a partir destes microrganismos. Pode ser
hipotetizado que BALOs tém o potencial para serem utilizados como “antibidticos vivos” no
tratamento de infec¢des bucais causadas por bactérias Gram-negativas (VAN ESSCHE et al.,
2009).

Estudos sobre a imunogenicidade de Bdellovibrios também foram realizados e os
resultados mostraram-se altamente promissores para o tratamento de doengas em humanos.
As camadas de lipopolissacarideos (LPS) de BALOs séo consideradas unicas pelo fato do
Lipidio A destes microrganismos conter residuos de a-D-manose e ndo grupos de fosfato.
Portanto, o Lipidio A dessas bactérias estd desprovido de quaisquer grupos com carga
negativa (SCHWUDKE et al., 2003). Como consequéncia, eles tém uma afinidade de ligacéo
significativamente menor para os receptores de LPS em células humanas, bem como uma
atividade endotoxica muito menor quando comparada a de Escherichia coli, por exemplo.
Macrofagos humanos quando expostos & BALOs produzem niveis muito reduzidos de TNF-a
e IL-6 (SCHWUDKE et al., 2003; DWIDAR et al., 2012).

Starr & Seidler (1971) relataram as dificuldades de contar Bdellovibrio em amostras

naturais devido a natureza indireta de enumeracdo pela contagem de placas de presas.
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Considerando que a capacidade de predacdo de uma uUnica cepa de B. bacteriovorus pode
variar em decorréncia do tipo de presa presente, os métodos de contagens indiretas até entdo
realizados na década 70 eram problematicos (ROGOSKY et al., 2006). Nas ultimas décadas,
mais atencdo foi dispensada para investigacdo genética de B. bacteriovorus. A sequéncia
completa do genoma da cepa B. bacteriovorus HD100 foi determinada por Schuster et al.
(2004). Um achado notavel dos resultados de sequenciamento é que B. bacteriovorus mostrou
pouca transferéncia horizontal de genes com outras bactérias. Foi também encontrado em seu
genoma um grande nimero de potenciais enzimas hidrolisantes (150 proteases/peptidases, 20
DNases, 9 RNases, 10 glicanases). Os estudos mostraram ainda que este microrganismo
sintetiza suas proteinas quase que exclusivamente durante o estagio em que se encontra no
periplasma de outras bactérias (DWIDAR et al., 2012).

Em condicdes laboratoriais, a interacdo de BALOs com uma presa bacteriana resulta
na lise da cultura da presa e na proliferacdo do predador. No entanto, as células da presa ndo
sdo totalmente erradicadas da suspensdo. Uma pequena populacdo residual permanece,
mesmo que os predadores possam ser encontrados em quantidades trés a cinco vezes maiores
que aquelas da presa (KEYA E ALEXANDER, 1975). No passado, esses resultados foram
explicados pela baixa probabilidade de um predador encontrar uma presa em baixas
concentracdes (VARON E ZEIGLER, 1978; ALEXANDER, 1981). Shemesh & Jurkevitch
(2003) demonstraram que a nédo erradicacdo da populacdo de presas residuais ocorre devido
ao aumento da resisténcia das células sobreviventes a predagdo. Portanto, a medida que a
resisténcia na populacao de presas aumenta, a eficiéncia da predacdo diminui (WILKINSON,
2001). No entanto, como a resisténcia ndo € total, esse mecanismo pode garantir a
sobrevivéncia do predador e a recuperacio da presa. E importante ressaltar que essa
resisténcia bacteriana aos BALOs ndo enfrenta 0 mesmo problema que aquela relacionada aos

antibioticos. Enquanto nesta ultima ha ocorréncia de mutagdes e transferéncias geneticas, na
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primeira parece ocorrer apenas uma mudanca fenotipica que desaparece rapidamente apos a
remocao do predador (SHEMESH & JURKEVITCH, 2003).

E importante considerar que B. bacteriovorus, embora seja 0 microrganismo mais
bem estudado e caracterizado, ndo € o Unico que apresenta caracteristicas predatorias. Estudos
filogenéticos de BALOs com base na andlise de sequenciamento do DNA ribossomal (rDNA)
16S foram realizados (SCHWUDKE et al., 2001; SNYDER et al., 2002) e identificaram
diversas bactérias predatdrias. Davidov et al. (2006) sequenciaram o genoma de diferentes
BALOs (DWIDAR et al., 2012).

Bdellovibrios também podem crescer de forma livre, formando biofilmes hospedeiro-
independente (HI) na natureza. Medina & Kadouri (2009) mostraram que Bdellovibrios HI
podem manter a capacidade predatdria, abandonando o biofilme para atacar presas
adicionadas exogenamente (MEDINA & KADOURI 2009; SOCKETT 2009).

As bactérias predatorias tém diferentes estratégias para atacar suas presas (MARTIN,
2002). Essas estratégias podem ser categorizadas, em parte, pela localizacdo do predador em
relacdo a presa. As bactérias do género Myxococci podem exercer sua capacidade predatéria
em grupos, como em um ataque de lobo (MARTIN, 2002; BURNHAM et al., 1981). Este tipo
de ataque parece ndo exigir a ligacao fisica do predador com a presa. Os predadores excretam
uma variedade de enzimas hidroliticas que degradam as bactérias préximas, permitindo assim
0 consumo dos nutrientes dessas presas (DWIDAR et al., 2012). Outra estratégia de ataque é
a predacdo epibiotica, que é exemplificada por Vampirococcus (GUERRERO et al., 1986). Na
predacdo epibidtica, o predador apenas adere-se a superficie externa da célula presa para
hidrolisar e consumir seus componentes (DWIDAR et al., 2012). A invasdao do espaco
periplasmico, uma outra estratégia de predacgéo, é realizada por BALOs. Os BALOs sdo 0s
predadores mais estudados e apresentam esquemas de predacao mais complexos envolvendo 7

estagios. O ciclo de vida de B. bacteriovorus envolve duas fases distintas, uma fase de ataque
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e uma fase periplasmatica. Na fase de ataque, as células estdo buscando a presa e tém uma
forma semelhante a Vibrios com um dnico flagelo polar. Na fase periplasmatica, o predador
desenvolve-se como um filamento ndo flagelado enrolado e ndo septado no periplasma da
presa. Antes de abandonar a presa, este filamento divide-se originando diversas proles
genéticas flageladas do predador que da inicio a uma nova sequéncia de predacdo (RUBY &
RITTENBERG et al., 1983). Por fim, outra estratégia de predacdo é realizada pelos
Daptobacters. Estes ultimos podem invadir diretamente o citoplasma da presa, degradar seus
componentes, consumi-los e, em seguida, promover a lise da célula (DWIDAR et al., 2012).

Bactérias predadoras podem desempenhar, por exemplo, um importante papel na
formacdo da estrutura e funcdo da comunidade em ecossistemas naturais e de engenharia,
como as estacdes de tratamento de aguas residuais (FENG et al., 2016). Essas estacfes sdo
sistemas de engenharia designados para tratar aguas residuais que possuem Varios materiais
organicos e altas concentracdes de nutrientes (como nitrogénio e fésforo). O tratamento é
dependente da diversidade da comunidade microbiana que coletivamente promove remogao
de carbono e nutrientes da dgua. Esta comunidade se apresenta como um lodo ativado, onde
0S microrganismos estdo aderidos uns aos outros como em um biofilme. Considerando que 0s
biofilmes de lodos sdo altamente dependentes de uma atividade metabolica coletiva dos
microrganismos para uma efetiva remocdo de nutrientes, qualquer perturbacdo no ambiente
afetando organismos funcionais chaves pode impactar de forma significativa o desempenho
de estacBGes de tratamento de &gua residuais. FENG et al. (2016) demonstraram que B.
bacteriovorus podem penetrar em biofilme multiespécie, atingindo espécies sensiveis nas
comunidades de lodo nativo. Os autores sugeriram que B. bacteriovorus podem reorganizar a
estrutura e funcdo da comunidade microbiana em estacGes de tratamento de dguas residuais.

A primeira tentativa de aplicar Bdellovibrios no controle de doencas de plantas foi

realizada por Scherff em 1973. Em seu estudo, B. bacteriovorus (estirpe Bd-17) foi isolado a
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partir de raizes de soja e testado quanto a capacidade de controle da praga bacteriana induzida
pela infeccdo por Pseudomonas glycinea. Os resultados mostraram que o Bd-17 inibibiu o
desenvolvimento de P. glycinea, sugerindo que Bdellovibrios ndo sdo prejudiciais para os
simbiontes das plantas (DWIDAR et al., 2012).

Em um estudo realizado por Fratamico e Whiting (1995), B. bacteriovorus 109 J foi
testado quanto a sua habilidade para lisar 32 cepas bacterianas que compreendem seis géneros
de patdgenos transmitidos por alimentos. O estudo demonstrou a utilidade potencial dos
BALOs no controle biolégico de organismos patogénicos e relacionados a deterioracdo de
alimentos, mesmo quando usados em baixas temperaturas (12 e 19 °C). Em outro estudo do
mesmo grupo de autores, foi avaliada a habilidade de B. bacteriovorus para remover as
bactérias Gram-negativas das superficies do equipamento de processamento de alimentos
(FRATAMICO & COOKE 1996). As cepas B. bacteriovorus foram capazes de promover a
lise celular de E. coli O157:H7 e Salmonella spp. presentes em superficies de aco inoxidavel

(DWIDAR et al., 2012).

2.6 B. bacteriovorus — efeitos em animais

Os estudos in vivo até o presente momento avaliaram os efeitos de BALOs no
tratamento de infecgbes em frangos, ratos, bovinos, peixes-zebra e camarfes brancos. Seus
efeitos foram também avaliados na morfologia e microbiota intestinal de ratos saudaveis
(ATTERBURY et al., 2011; CAO et al., 2015; SHATZKES et al., 2015; BOILEAU et al.,
2016; WILLIS et al., 2016; SHATZKES et al., 2016; SHATZKES et al., 2017a; SHATZKES
et al., 2017b).

Atterbury et al. (2011) investigaram os efeitos da administracdo oral de B.
bacteriovorus HD100 em aves com uma microbiota intestinal normal ou pré-tratadas com

Salmonella. Apds a administragdo de Bdellovibrios em aves ndo infectadas com Salmonella,
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foi avaliada a saude e o bem-estar dos animais, bem como quaisquer alteracbes na morfologia
intestinal e na microbiota cultivavel. Embora a administracdo da bactéria predadora tenha
alterado a diversidade da microbiota intestinal natural das aves aos dois dias de idade, nenhum
efeito adverso no crescimento e bem-estar das mesmas foi observado aos 28 dias de idade. A
agua potavel e o coletor fecal das gaiolas nas quais as aves foram mantidas em grupos durante
0 experimento ndo apresentaram contaminacdo por Bdellovibrios ap6s a sua administragéo.
Nas aves pré-tratadas com Salmonella enterica serovar Enteritidis, a administracdo oral de
Bdellovibrios reduziu significativamente o numero de Salmonella nos conteddos cecais do
intestino das aves e a ocorréncia de alteracdes na morfologia cecal. Este estudo representou o
primeiro passo da ciéncia para aplicacdo de bactérias predadoras no tratamento de infecgdes
em animais, abrindo possibilidades para o uso desta terapia em humanos.

Cao et al. (2015) avaliram a sobrevivéncia de camardes brancos do pacifico
desafiados com Vibrio cholerae. Quarenta camarfes foram mantidos em 9 aquarios e
submetidos a exposicao continua com isolados de V. cholerae em uma concentracao final de 5
x 10° Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/mL. Doses de B. bacteriovorus H16 em uma
concentracéo final de 3 x 10% UFC/mL foram adicionadas aos aquérios. B. bacteriovorus H16
foi primeiro adicionado em 1 L de &gua, mantido por 4 h a 30 + 1°C com suficiente aeracao e,
depois, aplicado nos aquérios experimentais. Os camarfes foram observados diariamente
durante 7 dias sem alimentacdo e mudanca de &gua. O percentual de sobrevivéncia dos
camardes foi, entdo, calculado. Os resultados mostraram um efeito protetor positivo de B.
bacteriovorus H16 no controle da infeccdo por V. cholerae. Enquanto 90% dos camardes ndo
tratados com B. bacteriovorus foram a obito aos 7 dias, aproximadamente 52% dos camardes
desafiados com V. Cholerae e tratados com B. bacteriovorus H16 permaneceram vivos.

Shatzkes et al. (2015) utilizaram inoculagdes nasais e intravenosas para determinar

os efeitos de bactérias predadoras em camundongos. Nao foi observada qualquer alteragdo na
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viabilidade de camundongos apés a inoculagéo intranasal ou intravenosa de B. bacteriovorus
109J, B. bacteriovorus HD100 ou Micavibrio aeruginosavorus. A introducdo de predadores
no trato respiratorio dos camundongos provocou uma modesta resposta inflamatdria na
primeira hora apds a exposi¢édo, sendo essa resposta reduzida em 24 horas. Os niveis de 1L-6
no rim e baco, de TNF no figado e da quimiocina de queratindcitos (KC) no sangue foram
aumentados 3 horas ap0s a injecdo intravenosa dos predadores, retornando aos valores basais
18 horas ap0s a inoculacdo. A andlise histopatoldgica dos tecidos ndo demonstrou quaisquer
alteracdes decorrentes da inoculacdo de bactérias predatérias. Além disso, as analises por
meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) mostraram que as bactérias
predadoras inoculadas foram removidas do hospedeiro de forma rapida e eficiente.

Em outro estudo (SHATZKES et al., 2017a), foi também avaliada a seguranca da
inoculacdo intravenosa de Bdellovibrios em ratos. A inoculacdo ndo afetou a viabilidade de
ratos e também ndo promoveu quaisquer alteracGes histopatoldgicas em varios orgaos. Os
autores observaram um aumento das citocinas pré-inflamatdrias duas horas ap6s a inoculag&o.
No entanto, os niveis das citocinas retornaram aos valores basais 18 horas ap06s a inoculagéo.
Além disso, a andlise de disseminacdo bacteriana demonstrou que as bactérias predatorias
foram eliminadas eficientemente do hospedeiro 20 dias apds a injecdo, demonstrando a
seguranca de aplicacdo da bacterioterapia. Neste mesmo estudo, os autores investigaram se as
bactérias predadoras poderiam reduzir a carga bacteriana in vivo proveniente da injecdo de
Klebsiella pneumoniae nas veias caudais de ratos ao longo de 16 ou 24 horas. As bactérias
predatorias ndo conseguiram reduzir significativamente a carga de K. pneumoniae no sangue
ou evitar a disseminacdo para outros oOrgdos. Os resultados sugeriram que bacterias
predatorias podem ndo ser eficazes para o tratamento de infec¢cbes agudas no sangue

(SHATZKES et al., 2017).
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Shatzkes et al. (2016) investigaram se Bdellovibrios podem reduzir a carga
bacteriana nos pulmdes de ratos. Foi realizado, entdo, um experimento in vivo para
inoculacdo intranasal de bactérias predatorias em ratos. Os animais foram submetidos a
inoculacBes intranasais contendo concentracdes sub-letais de K. Pneumoniae, seguidas da
aplicacdo de mudltiplas doses de bactérias predatorias ao longo de 24 h. As bactérias
predatérias foram capazes de afetar a carga bacteriana de K. pneumoniae, promovendo
reducdes logaritmicas médias na ordem de 3 log.

Boileau et al. (2016) avaliaram a eficacia de B. bacteriovorus 109J para o tratamento
de 12 bezerros com ceratoconjuntivite infecciosa bovina (IBK) induzida experimentalmente.
Em cada bezerro, foram realizadas queratotomias em ambos os olhos imediatamente antes da
inoculacdo com a estirpe hemolitica Epp63-300 de Moraxella bovis (n = 11 bezerros) ou a
estirpe ndo hemolitica 12040577 (1 bezerro). Em cada bezerro inoculado com M. bovis
Epp63-300, os olhos foram aleatoriamente designados para receber uma solucdo artificial de
lagrima com ou sem B. bacteriovorus 109J. As solucfes foram administradas em cada olho
em 6 doses (0,2 mL / olho, topicamente) a cada 48 horas. Nos dias em que a solugdo nao foi
aplicada, esfregacos da cdrnea e amostras de lagrimas foram coletadas para cultura bacteriana.
Os bezerros foram submetidos a eutanésia aos 12 dias ap6s a inoculacdo de M. bovis. Os
olhos foram colhidos para avaliagdo macroscopica e histologica e para realizacBes de culturas
bacterianas. O bezerro inoculado com M. bovis 12040577 ndo desenvolveu Ulceras da cornea.
Dos 22 olhos inoculados com M. bovis Epp63-300, 18 desenvolveram Ulceras corneanas
consistentes com IBK em 48 horas apds a inoculacdo. Quatro desses olhos desenvolveram
Ulceras corneanas secundarias que ndo eram consistentes com IBK. O tamanho e a gravidade
da Ulcera corneana e o tempo necessario para a cicatrizagcdo da ulcera ndo diferiram entre 0s
grupos tratados ou ndao com B. bacteriovorus 109J. Os resultados sugeriram que B.

bacteriovorus 109J ndo foi eficaz para o tratamento de IBK. No entanto, o modelo
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experimental utilizado produziu lesdes que ndo mimetizaram completamente a ocorréncia
natural de IBK.

Willis et al. (2016) investigaram o uso de Bdellovibrios como um tratamento
antibacteriano in vivo em larvas de peixes-zebra (Danio rerio) infectadas com Shigella
flexneri, uma cepa bacteriana resistente a antibiotico isolada de humanos. Quando injetado em
peixes ndo infectados, Bdellovibrios permaneceram no hospedeiro por mais de 24 horas e ndo
provocaram nenhum efeito deletério. A injecdo de Bdellovibrios em peixes-zebra infectados
com uma dose letal de S. flexneri promoveu a morte dos patdgenos e aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos animais. A replicacdo de Bdellovibrios dependentes de Shigella no interior
das larvas dos peixes-zebra foi avaliada por meio de ensaios de imunofluorescéncia, os quais
indicaram a predacdo ativa in vivo. E importante ressaltar que o Bdellovibrio pode ser
fagocitado e, em ultima instancia, eliminado pelos neutréfilos e macréfagos do hospedeiro.
Contudo, o mesmo possui um tempo de permanéncia suficiente para destruir agentes
patogénicos no hospedeiro. Experimentos em peixes-zebras imunocomprometidos revelaram
que os beneficios terapéuticos maximos de Bdellovibrios resultaram do sinergismo
proveniente da predacgédo bacteriana e da imunidade do hospedeiro. Essa cooperagao pode ser
importante na luta contra infecgdes resistentes aos antibidticos.

Shatzkes et al. (2017b) realizaram inoculagdes intrarretais em ratos Sprague-Dawley
com bactérias predatdrias. As fezes foram coletadas por sete dias apds a inoculacdo para
determinar o efeito na diversidade bacteriana intestinal. Os tecidos provenientes do célon dos
ratos ndo apresentaram alteragcdes histopatolégicas. Um aumento moderado nos niveis das
citocinas pré-inflamatorias foi observado em 24 e 48 horas ap6s a inoculagdo. Os niveis de
todas as citocinas analisadas, exceto IL-13, retornaram aos valores basais 7 dias apds a
inoculacdo. Esses dados indicaram que B. bacteriovorus ndo provocou uma resposta

inflamatdria robusta no trato gastrointestinal. O sequenciamento do gene 16S RNA
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ribossomal (rRNA) apds extracio do DNA fecal demonstrou mudancas minimas na
representacdo taxondmica intestinal ao longo da semana. Este estudo mostrou a seguranca do

uso de bactérias predatérias como uma potencial terapia para tratar infecgdes intestinais.

2.7 Bdellovibrio bacteriovorus e periodontopatdgenos

Estudos in vitro prévios demostraram que BALOs possuem capacidade predatoria
sobre espécies patdgenas bucais, apresentando um potencial antimicrobiano (VAN ESSCHE
et al., 2009; DASHIFF & KADOURI, 2011; LOOZEN et al., 2015). O primeiro estudo in
vitro na Periodontia investigou se B. bacteriovorus HD100 poderiam atacar A.
actinomycetemcomitans em condi¢fes que simularam o ambiente da cavidade bucal. A
reducdo de A. actinomycetemcomitans plancténicos foi quantificada por meio de cultura
bacteriana e o desenvolvimento de bactérias predatorias foi monitorado por meio de qPCR.
Os resultados mostraram que B. bacteriovorus pode atacar e eliminar A.
actinomycetemcomitans, sugerindo um potencial de B. bacteriovorus para atuar como
antibiotico vivo na prevencdo e tratamento da periodontite (VAN ESCHE et al., 2009).

Dashiff & Kadouri (2011) avaliaram a capacidade predatoria in vitro de B.
bacteriovorus 109J sobre diversos periodontopatdgenos no estado plancténico, como A.
actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, F. nucleatum, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia. B. bacteriovorus foi capaz de predar E.
corrodens, F. nucleatum e, principalmente, todos os sorotipos de A. actinomycetemcomitans
testados. A microscopia das co-culturas mostrou uma reducdo de A. actinomycetemcomitans
(menos de 10% das células totais em um campo de visdo) e um aumento de B. bacteriovorus
(90% da populacao celular em cada campo de visdo) apds um periodo de incubacdo de 48
horas. Os autores avaliaram, ainda, a capacidade de B. bacteriovorus 109J em remover
biofilmes compostos por A. actinomycetemcomitans ou E. corrodens desenvolvidos em placas

de cultura. A bactéria predatdria reduziu a biomassa do biofilme formado em torno de 45% a
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81%. Quando a predacdo de A. actinomycetemcomitans foi avaliada em superficies com e sem
saliva, os percentuais de reducdo do biofilme observados foram 43% e 77%, respectivamente.
Em biofilmes compostos por A. actinomycetemcomitans em superficies de hidroxiapatita, B.
bacteriovorus também foi capaz de reduzir substancialmente a biomassa do biofilme. Esse
potencial foi ainda demonstrado em biofilmes metabolicamente inativos (75% de reducdo da
biomassa do biofilme), sendo melhorado nos experimentos com biofilmes tratados com uma
enzima de hidrolise de poli-N-acetilglucosamina (PGA).

A predacdo de B. bacteriovorus em diferentes patdgenos periodontais ja foi descrita.
No entanto, é necessario considerar a natureza polimicrobiana da doenca periodontal. Loozen
et al. (2015) avaliaram a capacidade predatéria de Bdellovibrio sobre patdgenos bucais
organizados em um biofilme multiespécie. O efeito de B. bacteriovorus HD100 foi avaliado
em biofilmes desenvolvidos in vitro e compostos por seis espécies de bactérias bucais. Além
disso, o efeito da bactéria predadora foi avaliado em amostras ex vivo (saliva e biofilme
subgengival) de pacientes com periodontite por meio de cultura microbiana, qPCR e
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Os resultados mostraram que, mesmo
em modelos mais complexos (amostras ex vivo), B. bacteriovorus ainda foi capaz de eliminar
F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans. No entanto, a predacdo sobre P. intermedia e P.
gingivalis ndo foi validada nos modelos de biofilme multiespécie avaliados. E importante
destacar que o efeito de Bdellovibrio ndo foi restrito as bactérias alvo. Mudangas na ecologia
geral dos diferentes modelos foram evidentes, como aumento nas concentracGes de A.
naeslundii e S. mitis. Os autores concluiram que a eficiéncia da predacdo diminuiu quando a
complexidade dos modelos aumentou. No entanto, B. bacteriovorus foi capaz de atacar dois
importantes patdgenos bucais, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans, mesmo quando
presentes em amostras clinicas ex vivo. Esses efeitos ainda precisam ser validados em
modelos in vivo com o intuito de verificar o impacto de Bdellovibrio em toda a ecologia

bacteriana bucal.
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2.8 Justificativa

O numero de pessoas com condic¢des bucais ndo tratadas no planeta aumentou de 2,5
bilhGes em 1990 para 3,5 bilhdes em 2015, com aumento de 64% nos indicadores DALY's
(disability-adjusted life year). De fato, as doencas bucais sdo altamente prevalentes no
mundo, representando um grave problema de saude publica. Maiores esforcos e abordagens
potencialmente diferentes sdo necessarias se 0 objetivo das politicas voltadas para saude bucal
é reduzir o nivel de doencas bucais e minimizar seu impacto até 2020 (KASSEBAUM et al.,
2017).

Dentre as doencas bucais, a doenca periodontal ainda é uma condi¢do altamente
prevalente na populacdo mundial e possui um carater imunoinflamatério polimicrobiano
(DARVEAU, 2010; KASSEBAUM et al., 2017). A prevaléncia das formas severas de
periodontite praticamente dobrou de 1990 a 2015 no mundo todo (KASSEBAUM et al.,
2017). Considerando que i) as atuais abordagens preventivas/terapéuticas para periodontite
nédo tém sido totalmente efetivas para uma parcela da populacdo que apresenta alto risco para
a doenca e formas mais severas da mesma; ii) que terapias adjuvantes podem ser necessarias
para o tratamento periodontal eficaz; iii) que as terapias antimicrobianas adjuvantes
disponiveis atualmente podem promover o surgimento de bactérias resistentes; iv) que o
namero de mortes ocasionadas por agentes patogénicos resistentes deve aumentar para 10
milhdes por ano em todo 0 mundo em 2050, o uso de predadores biol6gicos como agentes de
biocontrole parece ser uma potencial alternativa para o tratamento das doencas periodontais,
desde que s@o seguros para o hospedeiro e apresentam potencial antimicrobiano in vitro
contra periodontopatégenos. Nenhum estudo in vivo ainda avaliou o potencial de B.

bacteriovorus HD100 no tratamento da periodontite.
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3.1 Objetivo Geral

v Avaliar os efeitos da administracdo topica de B. bacteriovorus HD100 no tratamento

da periodontite experimental induzida por ligadura em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar em ratos, com ou sem periodontite experimental, tratados ou ndo com B.

bacteriovorus HD100:

v

Microbiota presente em amostras de placa bacteriana por meio de checkerboard
DNA-DNA hybridization e qPCR,;

Expressdo de citocinas pro-inflamatorias [IL-6, IL-1B, TNF-a, Fator
estimulador de coldnias de macrofagos (M-CSF), Proteina quimioatrativa de
monocito (MCP)-1, RANK-L e Células T normais expressas e secretadas,
reguladas por ativacdo (RANTES)] e anti-inflamatorias [IL-10, Fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e Osteoprotegerina (OPG)] por meio
de imunoensaios enzimaticos (Luminex™ xMAP®);

Expresséo de beta defensina (BD)-1, BD-2, BD-3, TLR-2, TLR-4, grupamento
de diferenciacdo (CD)-4, CD-8 e CD-57 nos tecidos periodontais por meio de
reacOes imunohistoquimicas;

Expressdo génica de IL-17, IL-10 e foxhead box P3 (FOXP3) nos tecidos
periodontais por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase por Transcriptase
Reversa em Tempo Real (QRT-PCR);

Perda Ossea alveolar por meio de analise histomorfométrica e analise com

microtomografia computadorizada por transmissao de raios X (micro-CT).



4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Modelo experimental

A pesquisa foi realizada respeitando-se 0s principios éticos da experimentacéo
animal, bem como as normas para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo dos mesmos
(Lei 11.794/2008), a Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais da UNESCO
(Organizacdo das NacOes Unidas para Educacdo, a Ciéncia e a Cultura), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio e a legislacdo em vigor (Lei
9605/1998). Todos os procedimentos com animais foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) da
Universidade de Sdo Paulo (USP) (Protocolo 13.1.136.53.5).

Foram utilizados 32 ratos, machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade
entre 3 e 4 meses, pesando entre 250 e 300g (Biotério da FORP-USP). Os animais foram
acomodados em caixas de polipropileno autoclavaveis e submetidos a um periodo de 7 dias de
aclimatacdo com o ambiente e com equipe de execucdo do projeto. A sala foi climatizada a
uma temperatura de 22 + 2°C e com ciclos de 12/12 horas claro-escuro. Durante todo o
experimento, 0s animais consumiram racdo solida selecionada e agua ad libitum. Antes do
estudo comecar, os ratos foram identificados por um c6digo numérico. De acordo com uma
tabela numérica gerada com uso de um software em computador, cada rato foi alocado em um
dos seguintes grupos:

e Grupo CT - ratos sem DP induzida por ligadura e ndo tratados com B.

bacteriovorus HD100 e carboximetilcelulose;

e Grupo CT-HD100 — ratos sem DP induzida por ligadura e tratados com

administracdo tdpica de B. bacteriovorus HD100 e carboximetilcelulose;

e Grupo DPT - ratos com DP induzida por ligadura e ndo tratados com B.

bacteriovorus HD100 e carboximetilcelulose;
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e Grupo DPT-HD100 - ratos com DP induzida por ligadura e tratados com
administracdo tdpica de B. bacteriovorus HD100 e carboximetilcelulose.
* Nos grupos CT e DPT foram realizados procedimentos sham (irrigacdo apenas com

carboximetilcelulose).

4.2 Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para assegurar
poder de 80% na analise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculado
considerando-se as diferencas das médias e desvios-padrao entre os grupos DP e C do estudo
de Oliveira et al. (2017), reconhecendo a diferenca significante de 5% (8) entre os grupos,
intervalo de confianga de 95% (a. = 0,05), desvio padréo (o) de 23%, as mudangas na média
do Volume Osseo (VO) como variavel primaria e [Zo (1.96) + ZB (0.84)]? = 7.84. O célculo
da amostra por grupo foi baseado na formula: n > {2[(6)%(8)°]} x (Za + ZB)%. O nimero

minimo necessario foi de 8 animais por grupo experimental.

4.3 Preparo da cultura bacteriana e administragéo aos animais

Para o cultivo de Bdellovibrios bacteriovorus HD100 (ATCC® 15356, Virginia, EUA)
foi utilizado meio de cultura DNB (ATCC® Medium 1603, Virginia, EUA) que apresenta a
seguinte composi¢do: caldo nutriente (Difco, Becton, Dickinson and Company, Sparks,
Maryland, EUA - 2,4g), extrato de levedura (Difco - 1,5g) e agua destilada (1,0 L - g.s.p.). O
meio foi autoclavado a 121°C durante 15 minutos. Decorridas 24 horas de incubacéo a 28°C
sob agitagdo (200 rotagbes por minuto - rpm), os tubos foram avaliados quanto ao
desenvolvimento bacteriano. Com a finalidade de propagacao do B. bacteriovorus HD100, foi

utilizada a bactéria hospedeira Escherichia coli ML 35 (ATCC® 43827, Virginia, EUA),
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previamente cultivada no meio de cultura Luria Bertani (Oxoid, Thermo Scientific,
Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). A verificacdo do declinio da turvacdo da solucéo, o
que indica a lise da célula hospedeira (E. coli ML35), foi realizada diariamente durante o
periodo da incubacdo (6-10 dias) seguindo as recomendacGes da ATCC (Americam Type
Culture Collection, Rockville, MD, EUA). A observacdo de pequenos bacilos curvos
altamente moveis sob microscopia de contraste de fase indicou a presenca de B.
bacteriovorus. Para a separacdo destes ultimos do remanescente de células hospedeiras (E.
coli ML35), foi efetuada a filtracdo utilizando-se membranas filtrantes (poros de 1,2 e 0,45
pum). Apos centrifugacdo a 27.000 G por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado bacteriano foi suspendido em meio HM (Hepes medium, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) contendo HEPES 25 mM, 3 mM CaCl, e 2 mM MgCl, (pH 7,6)
(Jurkevitch, 2005). A suspenséo foi feita em uma densidade optica (DO) de 600 nm ajustada
para 1 (aproximadamente 1 x 10° UFC/mL) e acrescida de 2% de carboximetilcelulose
(Chitprasert et al., 2012).

Nos Grupos DPT e DPT-HD100, as aplicacdes tdpicas de carboximetilcelulose
associada ou ndo a bactérias foram realizadas no momento de colocacdo das ligaduras, bem
como 3 e 7 dias apo6s a instalacdo das mesmas.

Nos grupos CT e CT-HD100, as aplica¢des topicas ocorreram nos seguintes periodos:
7, 10 e 14 dias ap6s o inicio do experimento (Figura 1). Para administracdo topica, foi
utilizada seringa de insulina com agulha sem extremidade cortante. 100 ul da suspensao
foram utilizados para irrigacdo subgengival das superficies mesial, distal, vestibular e lingual

dos primeiros molares inferiores dos animais.



Material e Métodos | 73

-7 dias | 0 dias |3_diai 7 dias 14 dias

' >

Adiministra¢do topica de

B. bacteriovorus HD100 Eutanasiae coleta das
amostras para anélise

| Aclimatacdo

Inducdo da periodontitee
inicio administragdo da
tépica de B. bacteriovorus
HD100

Adiministracdo topicade
B. bacteriovorus HD100

Figura 1 - Delineamento experimental.

4.4 Inducéo da periodontite experimental

Para a colocacdo da ligadura nos grupos DP, foi seguida a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2016). Os animais foram anestesiados por meio de inje¢do intraperitoneal, com
solucdo de Cloridrato de Xilazina a 2% (2mg/mL) (Rompum® - Bayer Saude Animal, Sdo
Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de Ketamina a 10% (10mg/mL) (Dopalen® - Ceva Salude
Animal Ltda., Paulinia, SP, Brasil) nas respectivas doses de 10 mg/Kg (Xilazina) e 80 mg/Kg
(Ketamina). Apds a anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatéria, a
qual permitiu a manutencdo da abertura bucal dos mesmos, facilitando 0 acesso aos dentes
posteriores da mandibula. Com o auxilio de porta agulha tipo castroviejo (Quinelato, Rio
Claro, SP, Brasil) e sonda exploradora odontopediatrica (Golgran, Sdo Paulo, SP, Brasil), foi
colocado um fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdo e direito de cada animal (Figura 2). A
presenca das ligaduras nos animais foi verificada periodicamente. Caso fosse observado perda
da ligadura, um novo animal era preparado para o estudo. Todos o0s animais foram pesados no

inicio do experimento e logo antes da eutanasia.
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Figura[ 2- Posicionamento em mesa operaéria e instalagdo de fio de sea ao redor dos primeiros
molares inferiores nos animais dos grupos DPT e DPT-HD100. Foto cedida por Oliveira (2016).
4.5 Eutanasia e coleta de material para anélises

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 14 dias ap06s inicio do experimento. A
eutandsia foi realizada pela administracdo de uma dose letal (150 mg/kg) de tiopentato de
sodio (Thiopentax®, Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).

Foram coletadas as hemi-mandibulas direita e esquerda dos animais, biopsias gengivais e

ligaduras (grupos com periodontite experimental).

4.6 Avaliacdo microbioldgica

Nos grupos DPT e DPT-HD100, as ligaduras foram removidas logo apés a eutanasia
dos animais e colocadas em tubos eppendorf contendo TE (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA,
pH 7,6). Nos grupos CT e CT-HD100, amostras de biofilme subgengival foram coletadas com
uma cureta periodontal estéril (5-6, Mine-five, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) e também
colocadas em solucéo TE. Posteriormente, 0,1 mL NaOH (0,5 M) foram adicionados em cada
tubo eppendorf e as amostras foram homogeneizadas e armazenadas a —20 °C. As amostras
foram enviadas a Universidade de Guarulhos para contagens de 40 espécies bacterianas
usando o método checkerboard DNA-DNA hybridization (Socransky et al., 2004), conforme

descricdo de Sampaio et al. (2009). A deteccdo e quantificacdo do B. bacteriovorus HD100
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nas amostras coletadas foram feitas por gPCR utilizando primers especificos com base nas

metodologias propostas por Davidov et al. (2006).

4.6.1 Checkerboard DNA-DNA hybridization

Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da ATCC ou do Forsyth Institute
(Boston, MA, EUA). O contetdo liofilizado foi reidratado em caldo para crescimento de
Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e cultivado em &gar-triptose de soja
(Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological
Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob condi¢cdo de anaerobiose (80% N,, 10%
CO,, 10% H,). Algumas bactérias foram cultivadas em meios de cultura enriquecidos de
forma a suprir suas necessidades nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em
agar-triptose de soja com 5% de sangue desfibrilado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil
muramico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis
cresceu em um meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3
pug/mL de menadiona (Sigma) ¢ 5 ug/mL de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e T.
socranskii foram cultivados em caldo para crescimento de Mycoplasma suplementado com 1
mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de niacinamida (Sigma), 150 pg/mL de espermina
tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pg/mL de isobutirato de sddio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1
mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino
(Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de agar-sangue,
com excecdo das duas espécies de espiroquetas, que foram cultivadas em caldo, por 3 a 7 dias.
As coldnias foram raspadas e depositadas em tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5mL
contendo 1mL de solugédo TE (pH 7,6). As células foram lavadas duas vezes por centrifugacao

na solucdo-tampédo de TE a 35009 por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas
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foram novamente suspensas e lisadas com dodecilsulfato de sodio (SDS - C12H25Na04s,
Synth®, Labsynth, Diadema, SP, Brasil) a 10% e proteinase K (Sigma) em uma concentragdo
de 20mg/mL. As cepas de bactérias Gram-positivas foram lisadas em 150uL. de uma mistura
enzimatica contendo 15mg/mL de lisozima (Sigma) e 5mg/mL de acromopeptidase (Sigma)
em solucdo tampdo TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado. As sondas genémicas foram
preparadas para cada uma das 40 espécies pela marcacdo de 1ug do DNA bacteriano com
digoxigenina, por meio do kit random primer digoxigenin labeling (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, EUA). As espécies avaliadas (Tabela 1) foram selecionadas segundo suas

associacfes com diferentes tipos de doencas ou saude periodontal.

Tabela 1- Relacdo das cepas bacterianas avaliadas na andlise microbioldgica por meio do
checkerboard DNA-DNA hybridization

Complexo Azul

Complexe Roxo

Complexo Verde

Complexo Amarelo

Actinomyces gerencseriae
Actinomyces israelli
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus

Actinomyces odontolyticus

Veillonella parvula

Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
Eikenella corrodens
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Streptococcus gordonii

Streptococcus intermedius

Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis

Complexo Laranja

Complexo Vermelho

Especies “nio-orais”

Campylobacter gracilis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Eubacterium nodatum
Parvimonas micra
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Streptococcus constellatus

Tannerella forsythia
Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola

Eubacterium saburreum
Gemella morbillorum
Leptotrichia buccalis

Propionybacterium acnes
Prevotella melaninogenica
Neisseria mucosa
Streptococcus anginosus
Selenomonas noxia

Fusobacterium Periodonticum
Fusobacterium nucleatum ssp.
nucleatum
Fusobacterium nucleatum ssp.
polymorphum
Fusobacterium nucleatum ssp.
vincentii

Treponema Socranskii

As suspensdes de biofilme subgengival foram fervidas em banho-maria por 10
minutos e, em seguida, neutralizadas pela adi¢do de 0,8 mL de acetato de amonio a 5M. Cada
suspensdo de biofilme dental contendo o DNA livre foi depositada em uma das canaletas do

Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e transferida para a membrana de nylon (15
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x 15 cm) com carga positiva (Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire,
Inglaterra). As duas ultimas das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles
contendo uma mistura das espécies de microrganismos investigados pelas sondas, nas
concentracdes correspondentes a 10° e 10° células, ou seja, 1g e 10g de DNA de cada espécie,
respectivamente. A membrana foi removida do Minislot 30 e 0 DNA nela concentrado foi
fixado por aquecimento em forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada a
42°C, por 1 hora, em uma solucdo contendo 50% de formamida (Vetec Quimica Fina Ltda,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 vezes de solu¢do salina citratada (SSC) (1
vez de SSC= 150mM NaCl - Vetec), 15M de citrato de sédio — pH 7,0 (J.T.Baker, Estado de
México, México), 25mM de fosfato de sodio — pH 6,5 (Na;HPQO,, Labsynth) e 0,5 mg/mL de
RNA de levedura (Sigma). Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45
(Immunetics, Cambridge, MA, EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos
controles posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato. Em cada canaleta do
Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a aproximadamente 20 g/mL, em
130 pL de solucao de hibridizacdo composta de 45% formamida, 5 vezes de SSC, 20mM de
Na,HPO, (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham)
e 1% caseina. A hibridizacdo ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas, a 42°C.
Apbs o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do Miniblotter 45
(Immunetics), lavada por 40 minutos a 65°C numa solugdo adstringente composta por 1% de
SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na;HPO,, a fim de remover sondas que ndo hibridizaram
completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em uma solucéo contendo 1%
de acido maleico (C4H404, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20
(Vetec), 0,5% caseina - pH 8,0, e, logo apos, por 30 minutos, na mesma solugédo contendo o
anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina (Roche) em uma concentragéo de

1:10.000. A membrana foi, entdo, lavada duas vezes, por 20 minutos, em uma solucdo de
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0,1M de &cido maleico, 3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20 - pH 8,0, e 1 vez,
por 5 minutos, em uma solugédo de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

Para a deteccdo dos sinais, a membrana foi incubada por 45 minutos a 37°C em
uma solucdo detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-Star™ Detection
Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em um cassete, Chassi
Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Séo Paulo, SP, Brasil), sob um filme radiografico 18 x 24
cm (Agfa Gevaert, NV, Belgica) por aproximadamente 40 minutos.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um Unico examinador treinado e
calibrado que desconhecia 0s grupos experimentais e terapias utilizadas no presente estudo. A
leitura foi realizada duas vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal
produzido por uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado, em intensidade,
ao sinal produzido pela mesma sonda nas duas linhas de controles contendo 10° e 10°
bactérias (duas ultimas das 30 canaletas do Minislot). Desta forma, o nimero 0 foi registrado
quando ndo houve deteccdo do sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de
10° células; 2 equivaleu a 10° células; 3 entre 10° e 10° células; 4 a aproximadamente 10°
células; e 5 equivaleu a mais de 10° células. Estes registros foram utilizados para determinar
0s niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas (OLIVEIRA

et al. 2016).

4.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Apos a coleta, as amostras foram armazenadas em tubos eppendorf de 1,5 mL
contendo 150 pL de tampédo TE (Merck, Whitehouse Station, Nova Jersey, EUA) e mantidas
em freezer a -80 °C até o inicio dos experimentos. A extracdo do DNA gendmico foi realizada
por meio do kit QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Germantown, Maryland, EUA), de acordo

com especificacbes do fabricante. Posteriormente, a concentragdo e a pureza do DNA
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genomico foram avaliadas por espectrofotometria em aparelho Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A leitura foi
realizada em dois diferentes comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm, para obtencdo da
concentracdo de DNA/UL e deteccdo de contaminagdo das amostras por proteinas.

A técnica de qPCR foi realizada utilizando-se o sistema SYBRGreen (Invitrogen
Corp., Carlsbad, California, EUA), no aparclho StepOne Plus™ Real-Time (Thermo Fisher
Scientific). As reacdes foram realizadas em triplicata com volume final de 13 pL, com
quantidade de DNA genémico correspondente a 10 ng e com primers especificos (0,1 pg/uL)
para amplificar o gene Bd529 forward (5 — GGTAAGACGAGGGATCCT - 3°) e
Bd1007 Reverse (5’-TCTTCCAGTACATGTCAAG-3’) (DAVIDOV & JUCKERVICH
2006). Para cada reacdo, foram utilizados: a) 7 uL do reagente SYBR Green Master Mix
(Invitrogen) contendo fluor6foro SYBR Green, a enzima polimerase AmpliTag Gold, dNTPs
com dUTP e o fluor6foro ROX, utilizado como referéncia passiva para normalizacdo dos
niveis de fluorescéncia, além dos demais componentes de tampéo; b) 2,5 uL de DNA
gendmico (10 ng); c) 2,5 pL de agua Milli-Q RNAse/DNase free (Thermo Fisher Scientific);
d) 0,5 puL primer forward (0,1 pg/pL) e e) 0,5 puL primer reverse (0,1 pug/uL). A reacdo de
amplificacdo foi composta por: a) 95°C por 3 minutos; b) 40 ciclos a 94°C por 30 segundos,
65°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; c) 72°C por 10 minutos; d) 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.

Para a quantificacdo absoluta dos dados, foi necessaria a constru¢cdo de uma curva
padrdo a partir da extragdo de DNA genémico de cultura pura de B. bacteriovorus HD100. A
cepa bacteriana foi cultivada conforme descri¢do anterior (item 2.2). Apds a extracdo do DNA
gendmico das culturas puras, sua concentracdo foi determinada como descrito anteriormente.

A partir desta concentracdo, em ng/uL, e conhecendo o tamanho do genoma da cepa, 3,8
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megabases (Mb), foi possivel aplicar a formula abaixo e descobrir o nimero de copias de
bactéria (moléculas)/uL (JUNICK & BLAUT 2012):

Numero de copias de genoma de bactéria/uL (moléculas/uL) = concentracdo do DNA
genémico (ng/uL)/9,78 (fg/molécula)*

*[3,8 Mb x massa média de 1 bp (660 g/mol)] / constante de Avogadro (6,022 x 10%
moléculas/mol) = 9,78 fg/molécula.

Apds os calculos, realizou-se uma diluicdo seriada a partir do ponto mais
concentrado (10® moléculas/pL) sendo possivel estabelecer a curva padrdo com os pontos:
108, 107, 10°, 10°, 10%, 10° 107 10' e 10° moléculas/uL. O intervalo considerado aceitéavel
para a eficiéncia das curvas foi de 90-110%. Por meio do software StepOnePlus™ Software
v2.3 foi possivel obter a quantidade de bactéria/uL presente em cada amostra analisada. Trés

amostras negativas (dgua) foram submetidas a rea¢do com o primer utilizado.

4.7 Andlise imunohistoquimica

As hemi-mandibulas esquerdas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10%
por 48 horas e descalcificadas por meio de solucdo de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 4% durante 90 dias. Apds este periodo, as pecas foram desidratadas em alcool
absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram realizados, entdo, cortes
seriados com 4 pum de espessura, no plano mésio-distal. Os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100°- 100°- 100°- 90°-
70° GL). A recuperacgdo antigénica foi realizada através da imersdo das laminas histol6gicas
em tampdo Diva Decloaker (Biocare Medical, Inc., Concord, CA, EUA), em camara
pressurizada (Decloaking Chamber, Biocare Medical, Inc., Concord, CA, EUA), a 95°C, por
10 minutos. Entre cada uma das etapas da reacdo imunohistoquimica, foram feitas lavagens

em tampdo fosfato salino (PBS) 0,1M - pH 7,4. As sec¢es histologicas foram imersas em 3%
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de peroxido de hidrogénio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino por 12 horas, para
bloqueio da peroxidase endogena e dos sitios inespecificos, respectivamente. Laminas
histologicas contendo amostras de todos os grupos experimentais foram divididas em oito
lotes. Cada lote foi submetido a incubacdo, durante 24 horas, com um dos seguintes
anticorpos primarios: anti-BD-1 (M-69, sc-25573; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, EUA), anti-BD-2 (orb10531; Biorbyt, San Francisco, CA, EUA), anti-BD-3 (I-16,
sc-10860; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA), anti-TLR-2 (orb11487;
Biorbyt, San Francisco, CA, EUA), anti-TLR-4 (orb11489; Biorbyt, San Francisco, CA,
EUA), anti-CD-4 (C-18, sc-1140; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA),
anti-CD-8 (orb10325; Biorbyt, San Francisco, CA, EUA) e anti-CD-57 (V-18, sc-49197;
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Os anticorpos primarios foram
diluidos em Dako Antibody Diluent (Dako North America, Inc., Carpinteria CA, EUA). Nas
etapas subsequentes foi utilizado o Universal LSAB™+ Kit/HRP (Dako North America, Inc.,
Carpinteria CA, EUA). As seccBes histoldgicas foram incubadas no anticorpo secundario
biotinilado durante 2 horas e tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
forte por 1 hora. Na revela¢do foi utilizado como cromédgeno o 3,3’- tetracloridrato de
diaminobenzidina (Liquid DAB+, Dako North America, Inc., Carpinteria CA, EUA) e os
cortes histolégicos foram contra-corados com hematoxilina de Harris. Como controle
negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente,
suprimindo-se a utilizagdo dos anticorpos primarios.

Os cortes histoldgicos foram analisados qualitativamente sob iluminacdo de campo
claro em microscopio Optico por investigador que desconhecia 0s grupos experimentais. A
imunomarcacao foi definida como um precipitado de coloracdo acastanhada nas células e/ou
matriz extracelular. Foram analisadas trés regides: regido mesial do 1° molar inferior, regido

interproximal entre o 1° e 2° molares inferiores e regido de bifurcacdo do 1° molar inferior.
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Nas trés regioes, em um aumento 400 x, foram analisadas area de 600 x 800 um, cujo limite
coronal era o tecido epitelial (regiGes mesial e interproximal) ou o teto da bifurcacéo (regido
de bifurcacdo). Foi realizada uma analise semi-quantitativa do padrdo de imunomarcacgéo
conforme os seguintes escores: ESCORE 0 - padréo nulo de imunomarcacao nas trés regides;
ESCORE 1 - baixo padrdo de imunomarcacao (até um terco das areas analisadas apresentando
imunorreatividade); ESCORE 2 - moderado padrdo de imunomarcacdo (aproximadamente
dois tercos das areas analisadas apresentando imunorreatividade) e ESCORE 3 - alto padrédo
de imunomarcacdo (quase toda a extensdo das areas analisadas apresentando
imunorreatividade). O grupo controle foi empregado como ponto de referéncia para se definir
0 padrdo basal de imunorreatividade, a partir do qual os escores foram atribuidos aos demais

grupos experimentais.

4.8 Andlise imunoenzimatica

As hemi-mandibulas direitas tiveram seu tecido gengival removido para realizacdo
de imunoensaios enziméticos (ELISA e LuminexTM xMAP®). Com bisturi estéril, a gengiva
foi removida da regido vestibular e lingual dos primeiros molares inferiores de cada animal.
Para andlise, os tecidos gengivais coletados foram lavados em PBS associado a um coquetel
inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). Em seguida, os tecidos foram imersos em nitrogénio
liguido e macerados manualmente com gral e pistilo. Os tecidos macerados foram novamente
colocados em solucdo PBS associada a inibidores de proteases e homogeneizados
mecanicamente (Ultra-Stirrer ULTRA 80-I1, Eikonal do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Ap6s
esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante 15 min em uma temperatura
de 4° C. O sobrenadante obtido foi coletado e armazenado a -80° C. Os niveis das citocinas
IL-6, TNF-a, MCP-1, IL-10, IL-1B, TGF-B, RANKL, OPG, RANTES, IL-8 e M-CSF foram

determinados por meio da tecnologia Luminex™ xMAP®.
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Para quantificaco de citocinas, utilizou-se Kits disponiveis comercialmente
(RECYTMAG-65K-05, RBN-31K-1RANKL, RBN-31K-10PG - Milliplex Map, Merck
Millipore, Billerica, MA, EUA) em um analisador MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin,
TX, EUA). O ensaio foi realizado em uma placa de 96 pocos seguindo as instrucdes do
fabricante. Resumidamente, a placa filtro foi umedecida com o washing buffer e, em seguida,
a solucdo foi aspirada dos pocos. Beads magnéticos revestidos com o0s anticorpos
monoclonais para os 11 analitos foram adicionados aos pocos. As amostras e padrées foram
transferidas para os pog¢os e incubadas overnight 4°C. Os pogos foram lavados novamente e
uma mistura de anticorpos secundarios biotinilados foi adicionada. Apos a incubagdo por uma
hora, adicionou-se aos pocos a Estreptavidina R- ficoeritrina, sendo este conjunto incubado
por mais uma hora. Ap6s lavagem para a remoc¢do de reagentes ndo-ligados, foi acionado
sheath fluid (Luminexs, MiraiBio, Alameda, CA, EUA) aos poc¢os. As placas foram, entdo,
analisadas pelo MAGPIX®, obtendo-se a intensidade de fluorescéncia média. Amostras
abaixo do limite de deteccdo foram registradas como zero. Todas as amostras foram
analisadas individualmente e os niveis de citocinas foram estimados a partir de uma curva
polinomial de quinto grau utilizando-se o software XPONENT® (Luminex Corporation,

Austin, TX, EUA).

4.9 Andlise da expressao génica

As hemi-mandibulas direitas tiveram seu tecido gengival removido para realizacao
de andlise de expressdo dos genes IL-17, 1L-10 e FOXP3 por meio de gRT-PCR. Com bisturi
estéril, a gengiva foi removida da regido vestibular e lingual dos primeiros molares inferiores
de cada animal. Os blocos de tecido obtidos foram colocados em microtubos esterilizados e
congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C. O A&cido

ribonucleico (RNA) foi isolado das bidpsias gengivais pelo kit de extracdo SV Total RNA
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Isolation System (Promega, Inc., Madison, WI, EUA) conforme protocolo do fabricante,
incluindo tratamento com a enzima DNAse para eliminar qualquer residuo DNA genémico.
Um micrograma do RNA total isolado foi transcrito reversamente para DNA complementar
(cDNA) com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Inc.,
Forster City, CA, EUA), o qual possui random hexamers, conforme protocolo do fabricante.
A andlise da expressdo génica dos genes selecionados foi realizada por qRT-PCR utilizando
TagMan GenEx Assay (Applied Biosystems, Inc., Forster City, CA, EUA). Para isto, cada
c¢DNA foi amplificado utilizando o gene constitutivo B-actina como controle endégeno para a
normalizacdo. A amplificacdo foi realizada no CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA) por 40 ciclos, conforme protocolo do
fabricante. A fluorescéncia foi coletada para cada ciclo de amplificacdo e os dados analisados

242 nara quantificagéo da expressdo relativa (Livak & Schmittgen, 2001).

pelo método
410 Analise com microtomografia computadorizada por transmissdo de raios X
(micro-CT)

Espécimes ndo desmineralizados (hemi-mandibulas direitas) foram escaneados por
um sistema de micro-CT de feixe conico (Skyscan 1172, Bruker, Kontich, Bélgica). O
gerador de raio-X foi operado com um potencial de aceleragéo de 60 kV, corrente de 165 pA
e tempo de exposicdo de 650 ms por projecdo. As imagens foram produzidas com um
tamanho de voxel de 6x6x6 pm e analisadas conforme descri¢do de Oliveira et al. (2017).

Usando um software apropriado (Data Viewer®, versdo 1.5.0, Bruker, Kontich,
Belgica), os 3 modelos tridimensionais gerados foram rotacionados em uma posi¢do padrao,
com 0s seguintes critérios: (1) no plano transaxial, o 1° molar inferior teve 0 seu eixo em
posicao vertical, (2) no plano coronal, o 0osso mandibular foi verticalmente orientado, com a

raiz mesial do 1° molar inferior na posicdo superior da imagem e (3) no plano sagital, a
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superficie oclusal do 1° molar inferior foi horizontalmente posicionada. Medidas lineares
foram realizadas em quatro locais diferentes: vestibular, lingual, interproximais e regido de
bifurcacdo. Para sitios vestibulares, linguais e interproximais, foram mensuradas as distancias
lineares (um) da jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea alveolar (CO). Para os sitios
interproximais, os dados foram analisados utilizando o software CT-Analyser® (CT-
Analyser®, versio 1.13.5.1+, Bruker, Kontich, Bélgica). Na regido de bifurcagdo, foi
mensurada a distancia (um) entre o centro do teto da bifurcacdo e a CO. As quatro medidas
lineares obtidas em cada animal foram somadas para expressar o valor do nivel dsseo alveolar
(NOA).

As analises volumétricas foram realizadas com o software CT-Analyser® na regido de
bifurcacdo do 1° molar inferior. As imagens foram visualizadas no eixo coronal e o intervalo
de cortes analisados seguiu 0s seguintes parametros: i) utilizou-se como ponto de partida para
a analise o corte microtomografico no qual as quatro raizes do 1° molar inferior estavam
completamente separadas; ii) o corte microtomografico final foi determinado como aquele em
que ndo era possivel visualizar mais o 0sso inter-radicular na regido de bifurcacdo do 1° molar
inferior. O retangulo foi a figura geométrica escolhida para representar a regido de interesse a
ser analisada. Esta forma geométrica foi adequada por interpolacdo a area a ser medida e
posterior determinacdo do volume de interesse (VOI). Em seguida, procedeu-se a binarizacéo
da imagem para a separacdo das estruturas 6ssea e dentéaria (por diferenca de densidade),
utilizando uma escala de niveis de cinza (limite inferior - 65 e limite superior - 255; grayscale
threshold 0-255). Este padréo de binarizagdo foi usado para todas as amostras. Os seguintes
parametros foram determinados na analise volumétrica: a) VO: percentual do VOI preenchido
com tecido dsseo; b) Porosidade Ossea (PO): percentual de porosidades presentes no tecido

0sseo determinado no VOI; ¢) Espacamento de trabéculas (Tb.Sp): espagamento (um) entre as
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trabéculas Osseas presentes no VOI; d) Numero trabecular (Tb.N): ntmero (um'l) de

trabéculas Osseas presentes no VOI.

4.11 Analise histomorfométrica

As hemi-mandibulas esquerdas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10%
por 48 horas e descalcificadas por meio de solu¢do de EDTA a 4% durante 90 dias. Apds este
periodo, as pecas foram desidratadas em alcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Secc¢des seriadas de parafina (4 um de espessura) foram obtidas na diregdo mésio-
distal e dispostas em laminas histoldgicas. Para a coloracdo das laminas, foi utilizada a técnica
de Hematoxilina e Eosina (H&E). Os cortes foram analisados com microscopia de luz para
estabelecer o nivel de insercdo conjuntiva (NIC) por meio de medidas histométricas.

Para analise histométrica, foram selecionadas duas laminas representando a porcéo
vestibulo-lingual mais central da hemimandibula. As imagens foram capturadas por uma
camera digital acoplada a um microscopio de luz. Mensuragdes padronizadas foram
determinadas histometricamente com o auxilio de um sistema de andlise de imagens
digitalizadas e software especifico (ImageLab 2000, Diracon Bio Informética Ltda., Vargem
Grande do Sul, SP, Brasil).

Foram realizadas, na raiz distal do 1° molar inferior medidas lineares para avaliar o
NIC (distancia entre a JCE e a insercdo conjuntiva). Para cada animal, foi obtida uma média

dos valores dos dois cortes analisados.

4.12 Analise in vitro da atividade antimicrobiana de B. bacteriovorus HD100
A atividade antimicrobiana in vitro da bactéria predadora B. bacteriovorus HD100
foi  avaliada  sobre  diferentes  microrganismos  periodontopatogénicos:  A.

actinomycetemcomitans (ATCC 33393), P. intermedia (ATCC 25611) e F. nucleatum (ATCC
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25586). Para realizagdo do teste in vitro, as bactérias P. intermedia ATCC® 25611 e F.
nucleatum ATCC® 25586 foram cultivadas previamente em caldo BHI (Brain Heart infusion,
Difco) por 48h a 37°C em anaerobiose [GasPak EZ Anaerobic System BD® (Becton,
Dickinson and  Company, Sparks, Maryland, EUA)]. A  bactéria A.
actinomycetemcomitans ~ATCC® 29522 foi cultivada em BHI em condicdes de
microaerofilia (Gaspak EZ Campy system - BD®) durante 48 h a 37 °C. Foram, entio,
realizadas as mensuracfes da DO 600 nm em espectrofotdmetro (Micronal - AJX -1000, Sao
Paulo, SP, Brasil). Em seguida, as culturas foram plaqueadas em agar-sangue em duplicata
para contagens de UFC/mL. Foram ajustadas as DO 600 nm em 1,3; 12 e 17
(aproximadamente 1x10® UFC/mL) para A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum e P.
intermedia, respectivamente. 250 pL da suspensdo de B. bacteriovorus (DO 600 nm = 1,
aproximadamente 1x10° UFC/mL) foram adicionados a 750 pL de suspensdo contendo cada
um dos periodontopatogenos avaliados nas respectivas DO 600 nm (Loozen et al., 2015). As
mudangas microbioldgicas nessas co-culturas, bem como em culturas isoladas de cada um dos
microrganismos avaliados, foram monitoradas por meio da valiagdo da DO 600 nm nos

tempos 0, 24 e 48 h.

4.13 Variaveis de resultado

Foi definida como variavel priméaria deste estudo as diferencas entre 0s grupos
obtidas na analise microtomografica de VO. Os demais parametros microtomograficos,
histomorfométrico, microbioldgicos, imunoenzimaticos e imunohistoquimicos analisados,

bem como os dados de expresséo génica obtidos foram definidos como variaveis secundarias.
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4.14 Anélise estatistica

As analises foram realizadas com o software Bioestat (BioEstat, Versdo 5.3. Instituto
de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua, Amazonas, Brazil). O animal foi considerado
como a unidade estatistica. Foi adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os dados
foram agrupados e apresentados como médias e desvios-padrdo (varidveis continuas) ou
medianas, desvios interquartilicos e valores maximos e minimos (variaveis ordinais). A
distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Para os dados que apresentaram
distribuicdo normal, foram selecionados testes paramétricos para andlises das diferencas
intergrupos. Testes ndo paramétricos foram aplicados para os dados com distribuicdo nédo
normal.

Todas as avaliagbes histométricas, imunohistoquimicas, microbiologicas e
microtomograficas foram realizadas por examinadores calibrados. Para calibracdo dos
examinadores um terco da amostra foi avaliada em dois periodos de tempo com um intervalo
de 48 horas. O coeficiente de correlacdo intraclasse (CClI) foi utilizado para determinar a
reprodutibilidade dos examinadores nas duas avaliacdes realizadas. Valores de CCI maiores
que 90% foram considerados para assegurar a calibracdo dos examinadores.

A significancia das diferencas entre 0s grupos para as variaveis histométricas e
microtomograficas, bem como para os valores de expressdo génica foi determinada pela
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Para analise dos dados
imunohistoquimicos, a significancia das diferencas entre os grupos foi determinada pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Nos testes in vitro, as diferengas
intragrupos para as culturas isoladas e co-culturas foram avaliadas pela ANOVA seguida pelo
teste post-hoc de Tukey. As diferencas de DO entre as culturas isoladas de
periodontopatogenos e co-culturas com B. bacterivorus HD100 em cada tempo experimental

(0, 24 e 48 h) foram avaliadas pelo Teste t.



Material e Métodos | 89

Na analise dos dados obtidos na avaliacdo imunoenzimatica, os valores de cada
citocina foram expressos em pg/mL. Os niveis finais das citocinas analisadas foram obtidos
pela razéo entre os valores inicialmente obtidos com sistema MAGPIX® e os valores de peso
das bidpsias gengivais. Em cada animal, foi calculada a média e o desvio-padrédo dos niveis de
todas as citocinas analisadas. A significancia das diferencas entre os grupos foi determinada
pela ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Na analise dos dados obtidos na avaliagdo microbiologica, os niveis de cada espécie
bacteriana foram calculados pela transformacdo dos escores obtidos na leitura dos filmes
radiograficos apds a realizacdo do checkerboard DNA-DNA hybridization em valores
absolutos: escore 1 = 10.000 células; escore 2 = 100.000 células; escore 3 = 500.000 células;
escore 4 = 1.000.000 células e escore 5 = 10.000.000 células. Em cada animal, foi calculada a
proporcdo das contagens (x 10°) de cada bactéria analisada em relacéo & quantidade total de
bactérias. Foi calculada, entdo, a proporcdo média de cada espécie nos diferentes grupos. As

diferengas intergrupos foram avaliadas pelo Teste t.



5. RESULTADOS
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5.1 Avaliacéo microbioldgica

A Figura 3 apresenta o percentual de sondas de DNA das 40 espécies bacterianas
analisadas nos grupos DPT e DPT-HD100, bem como os resultados das comparag6es entre 0s
grupos. O Grupo DPT-HD100 apresentou menor percentual de periodontopatdgenos (espécies
semelhantes a P. intermedia, P. micros, F. nucleatum, F. polymorphum, E. corrodens, E.
nodatum, C. gracilis, C. sputigena e V. Parvula) e maior percentual de espécies compativeis
com saude periodontal (espécies semelhantes a A. gereneseriae, A.viscosus e S. sanguinis)
guando comparado ao Grupo DPT,

Né&o foram detectadas cdpias do genoma de B. bacteriovorus HD100 nas amostras de

biofilme subgengival dos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100.
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Figura 3- ProporgOes médias de 40 espécies bacterianas no biofilme dos animais dos grupos com
periodontite experimental e tratados (Grupo DPT-HD100 — linhas azuis) ou ndo (Grupos DPT — linhas
vermelhas) com administracBes topicas da bactéria predadora B. bacteriovorus HD100. % de
contagem de sondas de DNA = porcentagem da contagem de DNA de cada espécie em relacdo a
contagem total de DNA das 40 espécies bacterianas avaliadas. *Diferenca significativa entre 0s grupos
(Teste t, p <0,05).
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5.2 Analise imunohistoquimica

As BD foram detectadas em células dos tecidos periodontais de protecdo e de
insercdo. Houve variacdo qualitativa e quantitativa no padrdo de imunomarcacdo para BD-1
(Figura 4), BD-2 (Figura 5) e BD-3 (Figura 6) nos diferentes grupos experimentais. BD-1,
BD-2 e BD-3 foram detectada em queratindcitos, fibroblastos gengivais, vasos sanguineos

gengivais, fibroblastos do ligamento periodontal, osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos do

0sso alveolar.

\ ’ ‘
S — ) —

Figura 4-Padrdo de imunomarcagdo para BD-1 nos tecidos periodontais do 1° molar inferior de ratos
submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B), DPT
(C) e DPT-HD100 (D). LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC = tecido conjuntivo.
Setas = células positivas para BD-1. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 pm.
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i 9 :
Figura 5- Padrdo de imunomarcacdo para BD-2 nos tecidos periodontais do 1° molar inferior de ratos
submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B), DPT
(C) e DPT-HD100 (D). LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC = tecido conjuntivo.

Setas = células positivas para BD-2. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 pum
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Figura 6- Padrdo de imunomarcacdo para BD-3 nos tecidos periodontais do 1° molar inferior de ratos
submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B), DPT

(C) e DPT-HD100 (D). TE = tecido epitelial; TC = tecido conjuntivo. Setas = células positivas para
BD-3. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.

A expressao imunohistoquimica de TLR-2 e TLR-4 foi detectada em células dos
tecidos periodontais de protecdo e de insercdo (Figuras 7 e 8). No periodonto de protecéo,
a imunomarcacdao para TLR-2 e TLR-4 estava presente em fibroblastos gengivais, células
inflamatorias e em alguns queratindcitos do estrato basal. As células positivas para TLR
foram raras nos grupos sem periodontite experimental. No periodonto de insercdo, a
imunomarcacao para TLR-2 e TLR-4 estava presente, predominantemente, em fibroblastos do
ligamento periodontal em todos 0s grupos experimentais. Nos grupos com periodontite
experimental, a imunomarcacdo estava presente tanto em fibroblastos quanto em células
inflamatorias. Alguns osteoclastos foram positivos para TLR2 e TLR-4, especialmente nos

grupos com periodontite experimental.
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Figura 7- Padrdo de imunomarcacdo para TLR-2 nos tecidos periodontais do 1° molar inferior de
ratos submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B),
DPT (C) e DPT-HD100 (D). LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC = tecido conjuntivo.
Setas = células positivas para BD-1. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 pm.
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de

ratos submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B),
DPT (C) e DPT-HD100 (D). LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC = tecido conjuntivo.
Setas = células positivas para BD-1. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 pm.

A imunomarcagdo para CD-4, CD-8 e CD-57 estava presente em células
inflamatdrias localizadas na lamina propria da gengiva e no ligamento periodontal (Figuras 9-
11). Enquanto nos grupos controle (sem periodontite experimental), as células
imonomarcadas estavam difusamente distribuidas, nos grupos com periodontite experimental

as células imunomarcadas estavam aglomeradas em pequenos grupos.
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Figura 9- Padrédo de imunomarcacédo para CD 4 no tecido conjuntivo gengival do 1° molar inferior de
ratos submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100 (B),
DPT (C) e DPT-HD100 (D). Setas = células positivas para CD-4. Contra-coloragdo: Hematoxilina de
Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 10- Padrédo de imunomarcacédo para CD-8 no tecido conjuntivo genglval do 1° molar |nfer|or
de ratos submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100
(B), DPT (C) e DPT-HD100 (D). Setas = células positivas para CD-8. Contra-coloragdo: Hematoxilina
de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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| | Y
Flgu rall- Padrao dei |munomarca<;ao para CD- 57 no tecido conjuntivo gengival do 1° molar inferior
de ratos submetidos ou ndo ao tratamento com B. bacteriovorus HD100. Grupos CT (A), CT-HD100
(B), DPT (C) e DPT-HD100 (D). Setas = células positivas para CD-57. Contra-coloragdo:
Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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As medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores
atribuidos aos diferentes grupos experimentais para a expressdo de BD-1, BD-2, BD-3, CD-4,
CD-8, CD-57, TLR-2 e TLR-4, bem como os resultados das comparacdes entre 0S grupos
podem ser observado nas Figuras 12-14. Na analise de BD, o Grupo DPT-HD100 apresentou
maior padrdo de imunomarcagédo para BD-1, BD-2 e BD-3 quando comparado ao grupo DPT
(p < 0,05). O Grupo DPT apresentou padrdo de imunomarcagdo para BD-1, BD-2 e BD-3
semelhante ao Grupo C. N&do foram observadas diferencas significativas no padrdo de
imunomarcacao para TLR-2, TLR-4, CD4, CD8 e CD57 entres os grupos DPT e DPT-
HD100. Ambos o0s grupos apresentaram maior padrao de imunomarcacao para todos os TLR e

CD analisados, exceto para CD-8, quando comparados ao Grupo C.
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Figura 12- Medianas, variagOes interquartilicas e valores méaximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100 na analise do padrdo de imunomarcagdo para BD-1
(A), BD-2 (B) e BD-3 (C). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (Kruskal-
Wallis, Dumn, p < 0,05) Medianas, varia¢des interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores
atribuidos aos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100 na andlise do padrdo de imunomarcagdo
para BD-1 (A), BD-2 (B) e BD-3 (C). Letras diferentes representam diferengas estatisticas
significantes (Kruskal-Wallis, Dumn, p < 0,05).
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Figura 13- Medianas, variacBes interquartilicas e valores méaximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100 na anélise do padrdo de imunomarcacao para TLR-2
(A) e TLR-4 (B). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (Kruskal-Wallis,
Dumn, p < 0,05).
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Figura 14- Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100 na analise do padrdo de imunomarcagdo para CD-4
(A), CD-8 (B), CD-57 (C). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes
(Kruskal-Wallis, Dumn, p < 0,05).
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5.3 Analise imunoenzimatica

Os niveis de IL-6, TNF-a, MCP-1, IL-10, IL-1B, TGF-B, RANK-L, OPG, RANTES
e M-CSF estdo apresentados nas Figuras 15, 16 e 17, bem como os resultados das
comparagdes entre 0s grupos.

O grupo DPT-HD100 apresentou maiores niveis de MCP-1 e RANTES e menores
niveis de TNF-a quando comparado ao grupo DPT (p < 0,05). Para os niveis de IL-1p, IL-6,
M-CSF e RANK-L, n&o foram observadas diferencas entre os grupos DPT e DPT-HD100. O
Grupo CT-HD100 apresentou maiores niveis de IL-6, TNF-o, e MCP-1 quando comparado ao
Grupo C (p <0,05).

O grupo DPT-HD100 apresentou niveis mais elevados de citocinas anti-inflamatorias

(IL-10 e TGF- B) e de OPG quando comparado ao grupo DPT (p < 0,05).
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Figura 15- Niveis médios (pg/mL) e desvios-padréo de (A) IL-1B, (B) IL-6, (C) TNF-a, (D) MCP-1,
(E) M-CSF e (F) RANTES para os grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100. Letras diferentes
representam diferencas estatisticas significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05)
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Figura 16- N|ve|s médios (pg/mL) e desvios-padrdo de (A) IL-10 e (B) TGF-B para os grupos CT,
CT-HD100, DPT e DPT-HD100. Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes
entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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Figura 17- Niveis médios (pg/mL) e desvios-padrao de (A) RANK-L e (B) OPG para os grupos CT,

CT-HD100, DPT e DPT-HD100. Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes
entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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5.4 Analise de expressdo génica
O Grupo DPT-HD100 apresentou maior expressdo de IL-17, 1L-10 e FOXP3 quando

comparado ao Grupo DPT (p < 0,05) (Figura 18).
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Figura 18- Médias e desvios-padrdo da expressdo génica de IL-10 (A), IL-17 (B) e FOXP3 (C) nos
grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100. Letras diferentes representam diferencas estatisticas
significantes (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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5.5 Analise com microtomografia computadorizada por transmissio de raios X (micro-
CT)

Imagens representativas das reconstrucdes tridimensionais renderizadas das secgdes
microtomograficas das hemimandibulas dos animais dos grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-
HD100 podem ser observadas na Figura 19.

Os valores de NOA, VO, PO, Th.Sp e Th.N obtidos na analise microtomogréfica,
bem como os resultados das comparacdes entre 0s grupos, podem ser observados nas Figura
20. O Grupo DPT-HD100 apresentou menor NOA, PO e Th.Sp, bem como maior VO e Th.N

guando comparado ao Grupo DPT (p < 0,05).
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Figura 19- Imagens representativas das reconstrugdes tridimensionais renderizadas das
sec¢Oes microtomograficas das hemi-mandibulas direitas dos animais dos grupos CT (A,
B), CT-HD100 (C, D), DPT (E, F) e DPT-HD100 (G, H). Vista da superficie vestibular
externa (A, C, E e G). Seccdo sagital da superficie interna (B, D, F e H). CTVox® (versao
3.1.0, Bruker, Kontich, Bélgica). Tamanho do pixel = 7,96 pm.
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Figura 20- Médias e desvios-padrdo do volume Gsseo (A) porosidade 6ssea (B), espagamento
trabecular (C), superficie 6ssea (D) e nivel ¢sseo alveolar (E) com comparagdes entre os grupos CT,
CT-HD100, DPT e DPT-HD100. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos
(ANOVA, Tukey, p <0,05). Th.Sp = espacamento trabecular; Th.N = nimero de trabéculas
5.6 Anélise histomorfométrica

Os grupos CT (Figura 21A, B) e CD-HD100 (Figura 21C, D) apresentaram
ligamento periodontal dentro dos padroes de normalidade. As fibras periodontais
encontravam-se inseridas no cemento e 0sso alveolar. Os tecidos periodontais de ambos 0s
grupos apresentavam grande quantidade de fibroblastos e vasos sanguineo, bem como um

discreto infiltrado inflamatorio. B. bacteriovorus ndo promoveu nenhuma alteragédo

histopatoldgica no Grupo CT-HD100. O tecido 6sseo na regido de bifurcagédo, rico em
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ostedcitos, apresentou crista regular com aposicdo de osteoblastos. Na regido interproximal
(Figura 22 A, B) os epitélios juncional e sulcular estavam integros.

No grupo DPT (Figura 21E , F) a superficie 0ssea era irregular e apresentava muitos
osteoclastos ativos na regido de bifurcacdo. O tecido conjuntivo apresentava poucos
fibroblastos, edema intersticial, fibras colagenas sem orientacdo definida e um intenso
infiltrado inflamatorio, consistindo principalmente de neutréfilos e linfocitos. Areas de
reabsorcédo radicular foram também observadas. Na regido interproximal (Figura 22C), havia
perda de insercdo conjuntiva e os epitélios juncional e sulcular estavam severamente
danificados.

No grupo DPT-HD100 (Figura 21G, H), a CO na regido de bifurcacdo estava
posicionada mais coronalmente quando comparada aquela do grupo DPT e apresentava alguns
osteoclastos ativos em sua superficie. O tecido conjuntivo adjacente apresentou um numero
moderado de fibroblastos e fibras colagenas, um grande nimero de vasos sanguineos e poucas
células inflamatérias (predominantemente neutrofilos.). As fibras coladgenas presentes
estavam mais organizadas que aquelas do Grupo DPT. Na area interproximal (Figura 22D),
havia menor perda de inser¢do conjuntiva que aquela observada no Grupo DPT.

As médias e desvios-padrdo do NIC, bem como o resultado das comparacdes entre 0s
grupos podem ser observados na Figura 23. O grupo DPT-HD100 apresentou menor NIC

quando comparado ao Grupo DPT (p < 0,05).
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Figura 21-Tecidos periodontais na regido de bifurcacdo do primeiro molar inferior
dos grupos CT (A, B), CT-HD100 (C, D), DPT (E, F) e DPT-HD100 (G, H).
Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 10x (A, C, G, F); 20x (B, D,
F, H). OA = osso alveolar; TF = teto da bifurcag&o; setas pretas = vasos sanguineos;
cabeca de seta preta preenchida = osteoblastos; asterisco = fibras colagenas
desconexas com a presenca de edema intersticial; cabeca de seta branca preenchida
= cementoclastos; cabeca de seta ndo preenchida = fibras colagenas interpostas entre
0 0sso alveolar e o0 cemento radicular.



Resultados | 110

Figura 22-Tecidos periodontais na regido interproximal entre o primeiro e segundo molares inferiores
dos animais dos grupos CT (A), CT-HD100 (B), DPT (C), DPT-HD100 (D). Aumento original = 20x.
PMI = primeiro molar inferior; SMI = segundo molar inferior; Seta preta = juncdo cemento-esmalte;
Seta branca = insergéo conjuntiva.
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Figura 23- Médias e desvios-padrdo do nivel de inser¢do conjuntiva para 0s
grupos CT, CT-HD100, DPT e DPT-HD100, com comparag0es entre 0s
grupos. NIC = Nivel de inser¢do conjuntiva. Letras diferentes representam
diferenca significativa entre os grupos (Teste t, p < 0,05).
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5.7 Anélise in vitro da atividade antimicrobiana de Bdellovibrio bacteriovorus HD100

A Figura 24 mostra as médias e desvios-padrdo de DO 600 nm na andlise de culturas
de A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e F. nucletaum associadas ou ndo ao B.
bacteriovorous HD100 nos tempos 0, 24 e 48 horas. As co-culturas apresentaram menor DO

do que as culturas isoladas de periodontopatdégenos em 48 horas (p < 0,05).
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Figura 24- Médias e desvios-padrdo de densidade 6tica (DO) obtidas nos tempos 0, 24 horas e 48
horas na analise de culturas de Bdellovibrio bacteriovorous HD100 (B.b) associadas ou ndo a culturas
de Agregatibacter actinomycetemcomitans (A.a) (A), Prevotella intermedia (P.i) (B) e Fusobacterium
nucletaum (F.n) (C). Letras diferentes indicam diferengas significativas intragrupos (ao longo dos
tempos experimentais) (ANOVA, Tukey, p < 0,05). * = diferenga significativa quando comparado a
cultura pura do periodontopatogeno (Teste t, p < 0,05).



6. DISCUSSAO
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Este é o primeiro estudo in vivo que avaliou os efeitos de BALOs na periodontite
experimental. O presente estudo demonstrou que a administracdo topica de B. bacteriovorus
HD100 em ratos com periodontite induzida por ligadura reduziu significativamente o nimero
de alguns periodontopatégenos no biofilme e aumentou o numero de bactérias comensais,
bem como potencializou a expressdo de BD e modulou o perfil de citocinas inflamatorias nos
tecidos periodontais. Esses efeitos foram associados a menor perda 6ssea alveolar nos animais
com periodontite experimental e tratados com B. bacteriovorus HD100 quando comparados
aos animais ndo tratados com o predador biolégico.

No presente estudo, considerando os dados microtomograficos, o uso topico de
bactérias predadoras reduziu em aproximadamente 22% a perda de osso alveolar no grupo
DPT-HD100 quando comparado ao Grupo DPT, bem como promoveu melhoras significativas
na microarquitetura 6ssea. Essa reducdo de perda de osso alveolar foi semelhante aquela
obtida por Oliveira et al. (2017) com o uso topico da bactéria probidtica Bfidobacterium
animalis subsp. lactis HN019 no tratamento da periodontite experimental em ratos. De fato, a
bacterioterapia pode ser uma potencial alternativa para o tratamento das doencas periodontais.
A prevaléncia crescente de resisténcia a antibidticos é convidativa para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas antimicrobianas para tratar doencas bucais relacionadas ao
biofilme. Essas estratégias devem, idealmente, reduzir os niveis de biofilme sem afetar o
equilibrio bioldgico geral da cavidade bucal (ALLAKER; DOUGLAS, 2009). Em 2015, os
agentes patogénicos resistentes aos antibidticos causaram mais de 50.000 mortes na Europa e
nos Estados Unidos da América. O nimero deverd aumentar para 10 milhdes de mortes por
ano em todo o mundo em 2050 (LANGDON et al., 2016).

No que se refere a acdo de bactérias predadoras contra periodontopatogenos, trés
estudos in vitro prévios investigaram os efeitos de B. bacteriovorus (cepas HD100 e 109J)

contra periodontopatégenos em estado planctonico e, também, em modelos de biofilme
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monoespécie e multiespécie (VAN ESSCHE et al., 2009; DASHIFF & KADOURI, 2011;
LOOZEN et al., 2015). Os resultados desses estudos demonstraram que espécies de
Bdellovibrios atacam F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans, E. corrodens e P. intermedia.
De fato, no presente estudo, B. bacteriovorus reduziu o numero de F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans e P. Intermedia nos experimentos in vitro. Nos experimentos in vivo,
0s animais do Grupo DPT-HD100 apresentaram menores proporcdes de espécies semelhantes
a P. intermedia, P. micros, F. nucleatum, F. polymorphum, E. corrodens, E. nodatum, C.
gracilis, C. sputigena e V. parvula quando comparados aqueles do Grupo DPT. Alguns desses
patdgenos periodontais sdo capazes de induzir, in vitro, a apoptose de leucécitos mono e
polimorfonucleados (JEWETT et al., 2000), bem como elevam a producdo de colagenase 3
(UITTO et al., 2005) por células epiteliais e a liberacdo de substancias pro-inflamatdrias por
leucdcitos periféricos (IL-1p, TNF-a e IL-8) (SHEIKHI et al.,, 2000). Uma vez que a
perpetuacdo da periodontite tem sido atribuida a superatividade de células do sistema imune,
em termos de produgdo de citocinas como IL-1B e TNF-o (PERIASAMY;
KOLENBRANDER, 2009), a reducdo das contagens de espécies patogénicas do complexo
laranja (SOCRANSKY et al., 1994), como F. nucleatum, pode ser uma etapa critica para o
sucesso da terapia periodontal. Além disso, espécies de Fusobacterium podem atuar como
uma verdadeira “ponte biologica” na formagdo de biofilmes bucais, uma vez que aderem-se a
quase todas as bactérias bucais (HAUKIOJA et al., 2006). F. nucleatum facilita a co-
agregacdo e otimizacdo do crescimento de outros patégenos periodontais, como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia (SOCRANSKY et al., 1988;
PERIASAMY; KOLENBRANDER, 2009).

Considerando ainda os resultados microbiolégicos do presente estudo, um achado
interessante refere-se ao aumento de espécies semelhantes a A. gerencseriae, A. viscosus e S.

salivarius observado no grupo DPT-HD100. Microrganismos desses géneros sao
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frequentemente associados com saude periodontal (LUCAS et al., 2000; AAS et al., 2005;
HAJISHENGALLIS et al., 2012; ABUSLEME et al., 2013; ARUNI et al., 2015) e podem
auxiliar no controle da inflamacédo dos tecidos periodontais (DEVINE et al., 2015; KUMAR,;
MASON, 2015). Streptococcus sdo uma parte importante da microbiota e exercem papel
crucial na colonizacdo microbiana da cavidade bucal (RICKARD et al., 2003). Esses
microrganismos influenciam a ecologia microbiana bucal devido a capacidade de aderirem a
tecidos moles e duros (GIBBONS; VAN HOUTE, 1971), de metabolizarem uma vasta gama
de hidratos de carbono (VADEBONCOEUR; PELLETIER, 1997) e de produzirem
substancias antimicrobianas (ROSS et al., 1993) que influenciam a formacgéo e a composicédo
do biofilme bucal. Portanto, um apropriado balanco de microrganismos comensais
imunomodulatorios parece ser essencial para a saude bucal (DEVINE et al., 2015).

Este € o primeiro estudo que avaliou o potencial predatério de B. bacteriovorus na
cavidade bucal. As condi¢des de anaerobiose e temperatura da bolsa periodontal, bem como a
presenca de saliva sdo alguns fatores que podem desafiar a viabilidade e a capacidade
predatoria de B. bacteriovorus no ambiente bucal. No que se refere a viabilidade, alguns
estudos in vitro demonstraram que B. bacteriovorus podem sobreviver em ambientes com
limitacdo de oxigénio, temperaturas elevadas e presenca de saliva (SEIDLER & STARR,
1969; DASHIF & KADOURI, 2011; LOOZEN et al., 2015). Contudo, niveis reduzidos de
oxigénio podem prejudicar o potencial predatério dessas bactérias (DASHIF & KADOURI,
2011), o que desperta davidas sobre a efetiva acdo das mesmas no controle do biofilme
subgengival e na eliminacdo de periodontopatégenos anaerdébios estritos. Estudos in vitro
prévios (DASHIF & KADOURI, 2011; LOOZEN et al., 2015) demonstraram que B.
bacteriovorus ndo foram capazes de reduzirem os niveis de P. gingivalis (microrganismos
anaerdbios estritos). Independentemente desses resultados, é importante ressaltar que B.

bacteriovorus podem ainda serem Uteis no controle das doencas periodontais. Bactérias
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predadoras podem remover suas presas tolerantes ao oxigénio nas camadas mais superficiais
do biofilme e, consequentemente, expor 0S microrganismos anaerobios residentes nas
camadas mais profundas (DIAZ et al., 2002), tornando-os vulneraveis ao ataque predatorio.
No presente estudo, o Grupo DPT-HD100 apresentou propor¢des de P. intermedia, um
microrganismos anaerobio estrito, significativamente menores que aquelas do Grupo DPT.

Os resultados microbioldgicos deste estudo devem ser interpretados com cautela, uma
vez que ndo foi possivel identificar a microbiota subgengival dos grupos C e C-HD100, bem
como a dos grupos DPT e DPT-HD100, antes da colocacdo de ligaduras por meio do
checkerboard DNA-DNA hybridization. Uma vez que a sensibilidade do deste método foi
ajustada para permitir a deteccéo de 10* células bacterianas, os sinais quimioluminescentes de
reacOes positivas abaixo deste limiar ndo foram detectados, ainda que 0s genomas bacterianos
pudessem estar presentes em baixas quantidades. Isso esta de acordo com os achados de
Duarte et al. (????) que ndo conseguiram detectar sinais em sitios periodontais saudaveis
usando 0 mesmo método em ratos. Técnicas mais sensiveis, como gPCR e sequenciamento
envolvendo DNA metagenémico, podem ser ferramentas Gteis para superar essa limitagcdo em
estudos futuros. Também deve ser enfatizado que os dados microbioldgicos representam 0s
resultados da hibridizacdo de DNA de espécies bacterianas de ligadura de ratos com sondas
de DNA preparadas usando DNA de espécies bacterianas bucais humanas. Portanto, as 40
espécies examinadas sdo bem reconhecidas como espécies importantes relacionadas as
condigdes periodontais de salde e doenca em humanos. No entanto, outras espécies
envolvidas na destruicdo periodontal em ratos podem estar presentes, ndo tendo sido
analisadas no presente estudo.

No presente estudo, ndo foi possivel detectar copias do genoma de B. bacteriovorus
HD100 nas amostras de biofilme subgengival dos grupos CT-HD100 e DPT-HD100. Uma

explicacdo para esse fato esta relacionada a permanéncia transitoria de B. bacteriovorus em
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organismos de mamiferos. Quando B. bacteriovorus HD100 foi incolulado por meio da
mucosa nasal para tratamento de infeccdes pulmonares ocasionadas por K. pneumoniae em
ratos, foi verificado, por meio de gPCR, que os tecidos pulmonares dos animais apresentaram
copias de genomas de B. bacteriovorus HD100 por no maximo 48 horas (SHATZKES et al.,
2015). Nenhuma cépia do referido genoma foi identificada aos 10 dias pds-operatorios
(SHATZKES et al., 2015). Shatzkes et al. (2017) demonstraram que bactérias predadoras
foram eliminadas eficientemente do organismo de ratos 20 dias ap0s a inoculacao intravenosa
das mesmas. Atterbury et al. (2011) ndo detectararam B. bacteriovorus nas fezes e no
ambiente cecal de aves jovens tratadas com administracdo oral de bactérias predadoras. Além
da permanéncia transitoria, um fator que também dificulta a identificacdo de B. bacteriovorus
no organismo de animais trata-se da baixa abundancia relativa dessas bactérias na
comunidade microbiana. Assumindo que o intestino de ratos contém em média 10*® células
bacterianas, a proporc¢éao final de deltaproteobactérias (filo ao qual pertence B. bacterivorus)
em relacdo as bactérias comensais é aproximadamente 1/100.000 (ATTERBURY et al.,
2011). Dessa forma, técnicas de sequenciamento envolvendo DNA metagenémico sdo
fundamentais para verificar com maior sensibilidade a abundéncia relativa dessas bactérias.

A modulacdo da resposta imunoinflamatdria do hospedeiro € um outro mecanismo
pelo qual a bacterioterapia pode auxiliar no tratamento das doengas periodontais.
Paradoxalmente, no presente estudo, a bacterioterapia parece ter elevado os niveis de
citocinas pro-inflamatérias. Os animais do Grupo CT-HD100 apresentaram niveis
significativamente maiores de 1L-6, TNF-a, MCP-1 e RANTES quando comparados aqueles
do Grupo CT. Ha apenas 4 estudos in vivo descritos na literatura que avaliaram os efeitos
imunoinflamatdrios de bactérias predadoras em animais. Esses estudos avaliaram os efeitos
sistémicos de Bdellovibrios ap6s inoculagdo intravenosa, bem como seus efeitos apds

administracdo oral e inoculagdo nasal (SHATZKES et al., 2015; SHATZKES et al., 2016;
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SHATZKES et al., 2017a; SHATZKES et al., 2017b). De forma geral, a administracdo das
bactérias predadoras promoveu aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatoérias no sangue
e, também, em intestino, rim, pulméo, figado e baco dos animais. Em um recente estudo in
vitro, Gupta et al. (2016) observaram que a exposi¢do de macrofagos derivados de monadcitos
do sangue a B. bacteriovorus e M. aeroginosavorus promoveu aumento na expressao de
diversas citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. Uma vez que bactérias predadoras
sdo Gram-negativas, sua introducdo em tecidos de mamiferos pode, de fato, dar origem a
producdo de citocinas inflamatorias em resposta aos componentes imunogénicos, como o LPS
(GUPTA et al.,, 2016). Contudo, essa resposta inflamatdria ndo promove nenhum dano
tecidual. Apesar do aumento do nivel de citocinas pré-inflamatorias, nenhum dano histologico
foi observado nos tecidos pulmonares (Shartzkes et al., 2016) e intestinais (SHATZKES et al.,
2017) de ratos apos a inoculacdo de Bdellovibrios. No presente estudo, os animais do Grupo
DPT-HD100 apresentaram menor perda 0ssea alveolar do que os animais do Grupo DPT.
Nenhuma alteracdo histopatoldgica foi observada nos tecidos periodontais dos animais do
Grupo CT-HD100. Tem sido proposto que B. bacteriovorus pode ser intrinsecamente nao
patogénico para células de mamiferos devido ao seu Unico LPS neutro-carregado, o qual ndo
induz uma resposta imunogénica robusta nas células (SCHWUDKE et al., 2003).

Este estudo avaliou a resposta imune inata dos tecidos periodontais por meio da
analise de BD, TLR e CD-57. Foi avaliada ainda a resposta imune adaptativa por meio da
analise de CD-4, CD-8 e FOPX3. Um painel de citocinas pro e anti-inflamatérias também foi
investigado. E importante ressaltar que os resultados obtidos ndo podem considerar os efeitos
isolados de qualquer parametro investigado, mas sim as possiveis agdes sinergisticas dos
mesmos, sejam elas j& conhecidas ou ndo, no processo imunoinflamatorio periodontal. As
interpretacbes devem também estar associadas aos desfechos microtomograficos e

histologicos observados.
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As BD humanas séo peptideos pequenos e bem caracterizados com amplas atividades
antimicrobianas, participando na resposta imune inata do hospedeiro. BD ligam-se a antigenos
e adesinas microbianas, atenuando os efeitos do LPS e reduzindo a expressdo de citocinas
inflamatdrias (KOHLGRAF et al., 2010). As BD sdo amplamente expressas na cavidade bucal
qguando expostas a estimulos originarios da microbiota comensal ou patogénica. Alguns
estudos verificaram que, em casos avancados de periodontite, a expressao de BD ¢é
drasticamente reduzida (KUULA et al., 2008; BRANCATISANO et al., 2011; LIU et al.,
2014). De fato, no presente estudo, uma menor expressio de BD-1, BD-2 e BD-3 foi
observada nos animais com periodontite experimental mais avancada (Grupo DPT) quando
comparados aqueles com uma forma mais branda da doenca (Grupo DPT-HD100). Duas
hipdteses podem explicar a reducdo de BD em casos avangados de periodontite. A primeira
delas refere-se a degradacdo desses peptideos por enzimas proteoliticas produzidas por
agentes patogénicos periodontais e pelo proprio hospedeiro (BRANCATISANO et al., 2011).
Em relacdo as enzimas produzidas pelo hospedeiro, as catepsinas B e L, as quais sdo
produzidas predominantemente por macr6fagos, aumentam nos tecidos gengivais com o inicio
e progressao da periodontite. Essas enzimas foram capazes de degradar e inativar BD-2 e BD-
3 em experimentos realizados in vitro (TAGGART et al., 2003). De acordo com a segunda
hipotese, a reducdo de BD em casos mais avancados de periodontite pode ser explicada pela
substituicdo da resposta imune inata pela resposta imune adaptativa durante 0 processo
evolutivo da doenca periodontal (DUNSCHE et al., 2002). Com a invasao bacteriana, as BD
estimulam a secre¢do de quimiocinas, como IL-8 e MCP-1, a partir de células dendriticas.
Essas citocinas atuam como quimioatraentes, recrutando fagocitos e linfécitos para o local da
infeccdo (YIN et al., 2010). Entdo, conforme a doenca periodontal se agrava, a resposta imune
adaptativa torna-se ativada e limita a acdo da resposta imune inata, reduzindo, assim, secrecao

de BD (GURSOY & KONONEN, 2012).
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Ainda em relacdo a expressdo de BD, ndo se pode descartar a possibilidade de
estimulo direto desses peptideos antimicrobianos pelas bactérias predadoras utilizadas no
presente estudo, o que pode ter contribuido para uma maior expressdo de BD no Grupo DPT-
HD100 quando comparado ao Grupo DPT. Como ndo héa estudos prévios demonstrando os
efeitos de bactérias predadoras na expressdo de BD, essa hipdtese pode ser aventada
considerando os estudos que demonstraram os efeitos diretos de microrganismos probioticos
no aumento da expressao de BD (FUSCO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Essa hipotese
poderia sustentar o conceito de utilizacdo de bactérias predadoras como uma terapia nao
apenas antimicrobiana, mas também capaz de modular a resposta do hospedeiro. No presente
estudo, pode ser observada uma tendéncia no aumento da expressdao de BD no grupo CT-
HD100 quando comparado ao Grupo CT. Maiores niveis de IL-6, MCP-1 e RANTES também
foram observados no Grupo CT-HD100 quando comparado ao Grupo CT. Em experimentos
realizados in vitro, a producdo dessas citocinas (IL-6, MCP-1 e RANTES) foi diretamente
ligada ao aumento da expressdo de BD em queratindcitos (NI'YONSABA et al., 2007). Dessa
forma, é possivel que, no presente estudo, B. bacteriovorus possa ter modulado a expressdo de
citocinas inflamatérias por meio de sua interacdo com BD nos tecidos periodontais.

As células imunes e epiteliais usam receptores de reconhecimento de padrdes (PRR)
para identificar bactérias e seus padrdes moleculares associados aos patdégenos (PAMP). Os
PAMPs sdo altamente conservados e especificos no mundo microbiano (LEE & IWASAKI,
2007; PEYRET-LACOMBE et al., 2009). Os PAMPs bacterianos mais representativos
incluem o lipideo A do LPS, lipopeptideos e peptideoglicanos (UEHARA et al., 2005;
PEYRET-LACOMBE et al., 2009). TLR sédo um tipo de PRR que reconhecem uma grande
quantidade de PAMPs bacterianos, fangicos ou virais. Na cavidade bucal, tanto as células
imunes quanto as células periodontais expressam TLR (MAHANONDA & PICHYANGKUL,

2007; PEYRET-LACOMBE et al., 2009). Entre os 10 TLR humanos identificados até agora,
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TLR-2 e TLR-4 sdo os mais bem definidos. No presente estudo, os grupos com doenca (DPT
e DPT-HD100) apresentaram padrdes de imunomarcacdo para TLR-2 e TLR-4
significativamente maiores que aqueles do Grupo CT. Diversos estudos ja demostraram que
TLR estdo envolvidos na patogénese da doenca periodontal (SONG et al., 2013). Os niveis de
expressao génica de TLR-2 e TLR-4 foram significativamente maiores em pacientes com
Periodontite Cronica do que em individuos com periodonto saudavel (BECERIK et al., 2011;
Ribeiro et al., 2012). Alguns estudos clinicos demonstraram que a expressao
imunohistoquimica de TLR-2 e TLR-4 nos tecidos periodontais de pacientes com Periodontite
Cronica foi significativamente maior do que aquela em tecidos de pacientes com periodonto
saudavel (DUARTE et al., 2012; BEKLEN et al., 2014; LI et al., 2014b). Fibroblastos do
ligamento periodontal humano e, também, fibroblastos gengivais humanos de pacientes com
Periodontite Crénica expressaram niveis significativamente maiores de TLR-1, TLR-4 e TLR-
7 do que aqueles de individuos sem doenca periodontal (SCHERES et al., 2011; PEYRET-
LACOMBE et al., 2009).

Os grupos DPT e DPT-HD100 do presente estudo apresentaram padrbes de
imunomarcacdo semelhantes para TLR. TLR podem ser estimulados ndo apenas por
microrganismos patogénicos, mas também por bactérias comensais. A administracdo de L.
casei em camundongos saudaveis, por exemplo, aumentou o nimero de células positivas para
TLR-4 quando os mesmos foram comparados aos animais ndo tratados com esse
microrganismo. Este achado, segundo os autores, pode representar uma melhora dos
mecanismos fisioldgicos de vigilancia contra bactérias patogénicas (CASTILLO et al., 2011).
A ativagdo de TLR pode influenciar a expressdo de BD e de marcadores inflamatorios, como
citocinas ou MMP (ASAI et al., 2003; SUGAWARA et al., 2006; ANDRIAN et al., 2007). O
perfil da resposta imunoinflamatoria resultante da ativagdo de TLR pode variar em funcéo do

tipo de bactéria que estd estimulando o receptor (PEYRET-LACOMBE et al., 2009). Dessa
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forma, o mesmo padrdo de expressdao de TLR-2 e de TLR-4 observado nos grupos DPT e
DPT-HD100 do presente estudo pode ter resultado em perfis diferentes de respostas
imunoinflamatdrias, considerando que ambos 0s grupos apresentaram diferencas na
composicdo microbiologica do biofilme subgengival. O Grupo DPT-HD100 apresentou
proporcOes significativamente menores de espécies semelhantes ao F. nucleatum (um
periodontopatdgeno), bem como maiores proporcdes de espéecies semelhantes ao S. sanguinis
(um microrganismo comensal) quando comparado ao grupo DPT. Enquanto a interacdo de F.
nucletaum com TLR-2 pode potencializar a sintese de IL-6, IL-8 e MMP-9 em experimentos
realizados in vitro, a interacdo de TLR-2 com S. sanguinis pode reduzir os niveis de MMP-9 e
IL-8 (PEYRET-LACOMBE et al., 2009).

As células natural killer (NK), positivas para CD-57, sdo linfécitos que diferem das
células T e B por seu fendtipo e funcdo. A resposta dessas células a patogenos e a células
tumorais é quase imediata e ocorre muito antes do desenvolvimento da resposta imune
adaptativa, envolvendo especificamente dois principais mecanismos efetores: citotoxicidade e
imunoregulacdo (YOKOYAMA et al., 2004). No presente estudo, os grupos com doenca
(DPT e DPT-HD100) apresentaram padrbes de imunomarcacdo para CD-57
significativamente maiores que aqueles do Grupo CT. Kopp (1988) observou um aumento de
células NK na gengiva de pacientes com Periodontite Cronica quando comparada com a
gengiva de individuos saudaveis. Stelin et al. (2009) mostraram um aumento significativo no
namero de células CD57+ de acordo com progressdo da doenca periodontal. No presente
estudo, embora o grupo DPT-HD100 tenha apresentado evidéncias histoldgicas de um perfil
menos destrutivo de doenga quando comparado ao Grupo DPT, ndo foram observadas
diferencas significativas no padrdo de imunomarcacdo para CD-57 entre esses grupos. De
fato, a literatura ainda € controversa quando estuda a relagdo entre celulas NK e a gravidade

da doenca periodontal. Enquanto varios estudos demonstraram alguma correlacdo entre o
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estado periodontal e o niumero e o fendtipo de células NK (WYNNE et al., 1986; KOPP,
1988; FUJITA et al., 1992; STELIN et al., 2009), outros ndo mostraram nenhum
relacionamento (COBB et al., 1989; FUJITA et al., 1992). As células NK foram descobertas
em 1975, mas seu papel na patogénese da periodontite ainda é enigmatico (WILENSKY et al.,
2015). Uma atuacdo importante dessas células que merece ser ressaltada trata-se do seu
potencial de interacdo com F. nucleatum. Quando receptores Ncrl de células NK interagem
com ligantes situado no F. nucleatum, hd um aumento na secrecdo de TNF-a e da destruigdo
tecidual (WILENSKY et al., 2015). No presente estudo, o0 Grupo DPT apresentou maiores
proporcOes de espécies semelhantes a F. nucleatum e maiores niveis de TNF-a do que o
Grupo DPT-HD100.

Além da imunidade inata, as células da imunidade adaptativa atuam no cenario de
patogénese da doenca periodontal, especialmente as células T CD4+ e CD8+, denominadas
células T-helper (Th). A populacdo de células Th é caracterizada por subconjuntos de células
diferentes, como células Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg). As células T estdo
envolvidas em quase todas as interagdes imunoreguladoras (REINHERZ &
SCHLOSSMAN, 1980) e um equilibrio delicado entre subconjuntos efetores e regulatérios €
necessario para a homeostase imunolégica (REINHERZ, 1985). No presente estudo, 0s
grupos com doenca (DPT e DPT-HD100) apresentaram padrdes de imunomarcacgédo para CD-
4 e CD-8 significativamente maiores que aqueles do Grupo CT. De fato, diversos estudos
realizados em humanos (BERGLUNDH et al., 2002; FUJIHASHI et al., 1994; GEMMELL et
al.,, 1999; KARATZAS et al., 1996, NAKAIJIMA et al., 1999, PRABHU et al.,, 1996;
WASSENAAR et al., 1995; YAMAMOTO et al.,1997; GEMMELL et al., 2007) e em ratos
(GEMMELL et al., 1998; GEMMELL et al., 2002) demonstraram a participacdo de células
CD4+ e CD8+ na patogénese da doenca periodontal. No presente estudo, embora o grupo

DPT-HD100 tenha apresentado evidéncias histoldgicas de um perfil menos destrutivo de
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doenca quando comparado ao Grupo DPT, ndo foram observadas diferencas significativas no
padrdo de imunomarcacdo para CD-4 e CD-8 entre esses grupos. Dessa forma, uma
explicacdo para o perfil de doenca menos destrutivo observado no grupo DPT-HD100 pode
estar relacionada a plasticidade fenotipica de células T em sitios inflamados (NISTALA et al.,
2010). A producdo de diferentes citocinas e func6es bioldgicas de clones de células T CD8+
de tecidos periodontais inflamados foram analisadas por Wassenaar et al. (1996). Os
resultados desse estudo mostraram que, dentro da lesdo periodontal, estavam presentes pelo
menos dois tipos de células T CD8+, que diferiam-se no fenétipo de superficie, na producdo
de citocinas e nos mecanismos de acdo (WASSENAAR et al., 1996). Enguanto alguns
estudos mostraram o envolvimento de células T com a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias (GILMOUR & LAVENDER, 2008; MURPHY et al., 2000), outros estudos
relacionaram essas células com a producdo de citocinas pré-inflamatorias (STELIN et al.,
2009; WILENSKY et al., 2015). Entdo, é possivel que, no presente estudo, o0 Grupo DPT-
HD100 tenha apresentado células T com fendtipo diferente daquele das células presentes no
Grupo DPT. Essa inferéncia pode ser feita considerando os niveis de citocinas inflamatérias
analisadas. O Grupo DPT-HD100 apresentou maiores niveis de IL-10 e TGF-b (citocinas anti-
inflamatorias), bem como niveis reduzidos de TNF-a (citocina pro-inflamatéria) quando
comparado ao Grupo DPT.

Na analise de expressdo génica do tecido gengival, foi observado um aumento de IL-
17, uma citocina produzida por células Th17, no Grupo DPT-HD100 quando comparado ao
Grupo DPT. Essa citocina pode desempenhar diferentes papéis, atuando tanto na vigilancia
imune e integridade de superficies mucosas (MIOSSEC & KOLLS, 2012; SONG et al, 2016;
ABUSLEME & MOUTSOPOULOQOS, 2017), como também na imunopatologia de desordens
auto-imunes ou inflamatorias cronicas (Gaffen et al, 2014, ABUSLEME &

MOUTSOPOULOS, 2017). As propriedades biologicas da 1L-17 tornam dificil prever seu
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papel em doencas inflamatdrias com etiologia polimicrobiana, como a periodontite. A IL-17 é
de particular interesse na patogénese da periodontite podendo estar envolvida nos mecanismos
inflamatdrios e na imunidade protetora antimicrobiana (KHADER et al., 2009; ZENOBIA &
HAJISHENGALLIS, 2015). Dessa forma, € possivel que a IL-17 exerca efeitos protetores e
destrutivos, como sugerido em diferentes modelos experimentais em ratos (YU et al., 2007;
ESKAN et al., 2012). No presente estudo, o aumento de IL-17 no Grupo DPT-HD100, o qual
apresentou um perfil mais brando de doenca quando comparado ao Grupo DPT, pode
representar o envolvimento desta citocina na protecdo contra patdgenos extracelulares
(HERNANDEZ-SANTOS & GAFFEN, 2012; KHADER et al., 2009; ZENOBIA &
HAJISHENGALLIS, 2015) e inducdo na producdo de peptideos antimicrobianos (LIANG et
al., 2006; ZENOBIA & HAJISHENGALLIS, 2015), como BD. De fato, o Grupo DPT-
HD100 apresentou maiores expressdes de BD do que o Grupo DPT.

Ainda sobre a expressdo génica, o presente estudo observou um aumento de FOXP3
no grupo DPT-HD100 quando comparado ao grupo DPT. FOXP3 é um fator de transcri¢do
expresso em células Treg. As células Treg FOXP3+ sdo criticas para manter a tolerancia
imune, homeostase do sistema imunolégico e controle de respostas imunes em direcdo a
agentes patogénicos e tumores. Células Treg sdo subtipos de células T CD4+ que representam
apenas 5-10% do grupo de células T periféricas (JOSEFOWICZ et al., 2007). Essas células
sdo elementos chave na regulagdo imunitaria, pois representam um subconjunto de leucocitos
de baixa abundancia com grande impacto no sistema imunoldgico (GARLET et al., 2014).
Com base na origem, as células Treg sdo de dois tipos: células Treg naturais que se originam
no timo e células Treg induziveis que sdo geradas em certos tecidos periféricos em resposta a
fatores antigénicos ndo humanos (microbianos) (BELKAID & CHEN 2010; SABARISH et
al.,2016). No presente estudo, a utilizacdo da bacterioterapia pode ter sido um estimulo para a

producéo dessas células. O grupo CT-HD100 apresentou maior expressao génica de FOXP3
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quando comparado ao Grupo CT. As celulas Treg sdo associadas a producédo de IL-10, TGF-b
e CTLA-4, bem como a diminuicdo de fatores pro-inflamatorios e osteoclastogénicos
(GARLET, 2010), o que poderia explicar a menor perda dssea alveolar observada no Grupo
DPT-HD100 quando comparado ao Grupo DPT.

A periodontite esta associada ao aumento de RANK-L e a diminuicdo dos niveis de
OPG no tecido gengival, na saliva e no FCG (OZAKI et al., 2017). No processo de
osteoclastogénese, a participacdo de TNF-a parece fundamental. O processo de reabsorcédo
Ossea propriamente dito € mediado pelo acoplamento entre RANK e o receptor de TNF-a
(TNFrl), o que estimula a producdo de RANK-L (ZHANG et al., 2001). De forma oposta a
este mecanismo, as células B secretam OPG, um potente fator anti-osteoclastogénico que
preserva a massa 0ssea (OZAKI et al., 2017). Neste contexto, outro potencial fator anti-
osteoclastogénico, trata-se dos niveis de BD-3. Cui et al. (2017) demonstraram que a
administracdo de BD-3 para o tratamento de periodontite experimental reduz os niveis de
TNF-a e modula o processo de aposicdo e reabsorcdo ésseas. No presente estudo, foi
observado um aumento nos niveis de OPG e BD-3, bem como tendéncia de reducdo dos
niveis de RANK-L no Grupo DPT-HD100 quando comparado ao Grupo DPT. A
administracdo de B. bacteriovorus HD100 também reduziu os niveis de TNF-a nos tecidos
periodontais. Esses dados envolvendo OPG, BD-3, TNF-a e RANK-L podem explicar os
mecanismos pelos quais a bacterioterapia reduziu a reabsorcdo do 0sso alveolar no Grupo
DPT-HD100.

No que se refere aos mecanismos diretamente envolvidos na reabsorgdo do 0sso
alveolar é importante também considerar o papel da microbiota neste processo. No presente
estudo, foram observadas diferengas marcantes na composi¢do microbiana dos grupos DPT e
DPT-HD100. O reconhecimento de que o sistema imunoldgico e a microbiota sdo criticos

para a homeostase Ossea permitiu a evolucdo do campo da osteoimunologia para a
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"osteomicrobiologia™. Este termo, introduzido por Ohlsson et al. (2014), refere-se ao papel da
microbiota na salde Ossea e aos mecanismos pelos quais a microbiota regula o
desenvolvimento esquelético pds-natal, envelhecimento 6sseo e perda 0ssea patoldgica (HSU
& PACIFICI, 2017). A nocgdo de que a microbiota intestinal desempenha um papel critico no
crescimento 6sseo é reforcada por estudos envolvendo o uso de antibioticos em camundongos
(CHO et al., 2012; COX et al., 2014; WILLIAMS et al., 1996; YAN et al., 2016; NOBEL et
al.,, 2015). Estes estudos demonstraram claramente que o tratamento com antibidtico
influencia a massa 6ssea. Como os antibioticos diminuem o nimero de bactérias e/ou alteram
a diversidade da taxa microbiana dentro do Iimen intestinal, pode inferir-se que a carga
bacteriana e a diversidade dentro do intestino sdo variaveis contribuintes significativas para os
mecanismos pelos quais a microbiota intestinal regula a massa 6ssea (HSU & PACIFICI,
2017). Mecanismos analogos aqueles que ocorrem no ambiente intestinal estdo presentes
também no ambiente bucal. O estado inflamatdrio controlado e dirigido por bactérias
comensais nos tecidos periodontais clinicamente saudaveis ¢ muito semelhante aquele
encontrado no intestino (CEBRA 1999; CHADWICK & ANDERSON 1992; DARVEAU
2010).

O presente estudo forneceu uma prova de conceito de que as BALOs apresentam
potencial terapéutico no tratamento da periodontite. E importante que futuras investigacdes
avaliem o periodo de tempo que B. bacteriovorus HD100 permanece na cavidade bucal ap6s a
descontinuacdo da terapia. Além disso, sdo necessarios mais estudos para avaliar outros
modos de aplicacdo e diferentes regimes terapéuticos. Novos estudos envolvendo técnicas de
sequenciamento de DNA metagenémico e analise de transcriptoma serdo Uteis para avaliar o
impacto de predadores biologicos no ecossistema bucal e na resposta imune inata e adaptativa

do hospedeiro.



7. CONCLUSAO
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O uso tdpico de B. bacteriovorus HD100 modifica os parametros imunoinflamatérios
e microbiologicos, promovendo um efeito protetor contra a perda 0ssea alveolar e perda de

insercdo do tecido conjuntivo em ratos com periodontite experimental.
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ABSTRACT

The aim of study was evaluate effects of topical administration of Bdellovibrio
bacteriovorus HD100 on experimental periodontitis (EP) in rats. Thirty-two rats were
divided into groups C (control; without EP), EP (EP only), C-HD100 (control + B.
bacteriovorus), and EP-HD100 (EP + B. bacteriovorus). On day O of the experiment,
animals of groups EP and EP-HD100 received cotton ligatures around mandibular first
molars (MFM). In groups C-HD100 and EP-HD100, 1 mL of suspensions containing B.
bacteriovorus HD100 was topically administered in the subgingival region of MFMs on
days 0, 3, and 7. In groups C and EP, topical administrations were performed using a
sham suspension (without B. bacteriovorus). All animals were euthanized at day 14.
Gingival tissue, hemimandibles, and oral biofilm were collected. Data were statistically
analyzed (P <0.05). Group EP-HD100 presented lower bone porosity, trabecular
separation, and connective tissue attachment loss (CTAL) as well as increased bone
volume and trabecular number than Group EP (P <0.05). Group EP-HD100 presented
greater proportions of Actinomyces and Streptococcus-like species and lower
proportions of Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium
nucleatum, Fusobacterium polymorphum, Eikenella corrodens, Eubacterium nodatum,
Campylobacter gracilis, Capnocytophaga sputigena e Veillonella parvula-like species
than group EP. Group EP-HD100 presented greater levels of osteoprotegerin and gene
expression of IL-17, IL-10 and FOXP3 than group EP (P <0.05). Topical use of B.
bacteriovorus HD100 modifies immunoinflammatory and microbiologic parameters

promoting a protective effect against alveolar bone loss and CTAL in rats with EP.
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INTRODUCTION

The number of people with untreated oral conditions on the planet increased from 2.5
billion in 1990 to 3.5 billion in 2015, with a 64% increase in DALYs (disability-
adjusted life year). Further efforts and potentially different approaches are needed if the
goal of oral health policies is to reduce the level of oral diseases and minimize their
impact by 2020 (Kassebaum et al. 2017).

Among oral diseases, periodontal disease is still a highly prevalent condition in the
world population and has a polymicrobial immunoinflammatory character (Darveau
2010; Kassebaum et al. 2017). The prevalence of severe forms of periodontitis
practically doubled from 1990 to 2015 worldwide (Kassebaum et al. 2017).

Scaling and Root Planning (SRP) is the therapy of choice for most clinicians and is
widely considered the “gold standard" for the treatment of periodontitis. Although SRP
can reduce the number of periodontal pathogens, it is unable to achieve complete
eradication, predisposing patients to recurrence of diseases and systemic bacterial
spread (Mombelli et al. 2000). Thus, different antimicrobial protocols have been used as
an adjuvant to better control the disease (Feres et al. 2015; Mombelli et al. 2011;
Mombelli 2018).

In order to limit the use of antibiotics and avoid the harmful effects of repeated therapy
and the promotion of bacterial resistance, new strategies to combat infections should be
investigated, as bacteriotherapy. This therapy is characterized by the use of bacteria to
displace pathogenic organisms (Huovinen 2001).

Bdellovibrio and Like-organisms (BALOs) are highly mobile proteobacteria that destroy
other Gram-negative bacteria. BALOs are mandatory predators, since they need to

capture macromolecules from their prey as a source of energy for multiplication. The
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most studied strain is Bdellovibrio bacteriovorus HD100 (Van essche et al. 2009;
Sockett and Lambert 2004).

Previous in vitro studies have demonstrated that BALOs has predatory capacity over
oral pathogenic species presenting an antimicrobial profile (Van essche et al. 2009;
Dashiff and Kadouri 2011; Loozen et al. 2015). B. bacteriovorus HD100 was able to
eliminate Fusobacterium nucleatum and Aggregatibacter actinomycetemcomitans in ex
vivo samples (saliva and subgengival biofilm) of patients with periodontitis, as well,
promoted an increase in the concentrations of Actinomyces naeslundii and
Streptococcus mitis, influencing the general biofilm ecology (Loozen et al. 2015). The
results obtained must be validated in experimental models in vivo.

In vivo studies to date have evaluated the effects of BALOs in the treatment of
infections in chickens, rats, cattle, zebrafish and white shrimps (Atterbury et al. 2011,
Cao et al. 2015; Shatzkes et al. 2015; Boileau et al. 2016; Willis et al. 2016; Shatzkes et
al. 2016; Shatzkes et al. 2017a). The effects of BALOs were also evaluated in the
intestinal morphology and microbiota of healthy rats (Shatzkes et al. 2017b). All these
studies have demonstrated the therapeutic safety of the use of BALOs.

There is no in vivo study investigated the action of BALOs on periodontitis. The
purpose of this study was to evaluate the microbiological, histomorphometric,
microtomographic and immunological outcomes following the administration of B.

bacteriovorus HD100 in rats with experimental periodontitis (EP).

MATERIALS AND METHODS

Sample population and sample size calculation
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This study was conducted after review and approval by the Ethics Committee on
Animal Experimentation at School of Dentistry of Ribeirao Preto, University of Sao
Paulo — FORP/USP (protocol 13.1.136.53.5). Authors followed the ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments) guidelines.

The ideal sample size to ensure 80% power in the statistical analysis of the data was
calculated considering the differences of the means and standard deviations between the
EP and C groups of the study by Oliveira et al. (2017), recognizing the 5% significant
difference (6) between the groups, 95% confidence interval (o« = 0.05), standard
deviation (o) of 23%, changes in the Bone Volume (BV) mean as a primary variable
and [Za (1.96) + Zp (0.84)] = 7.84. The calculation of the sample per group was based
on the formula: n > {2 [(6)? / (8)*]} X (Zo. + ZB)%. The number required was 8 animals
per experimental group.

Thirty-two adult male Wistar rats (Rattus norvegicus, albinus), weighing 230-250 g,
were used (Central Animal Facility, FORP/USP). The rats were kept in a 12-hour
light/dark cycle and temperatures between 22 and 24°C. They were housed in individual
metabolic cages and fed with selected solid diet and water ad libitum. Rats were
allocated to the following groups (n=8): Group Group C (rats without EP and not
treated with B. bacteriovorus HD100); Group C-HD100 (rats without EP and treated
with B. bacteriovorus HD100); Group EP (rats with EP and not treated with B.
bacteriovorus HD100) and Group EP-HD100 (rats with EP and treated with B.
bacteriovorus HD100). All analyzes were performed by calibrated and blinded
examiners. Sham procedures (irrigation with carboxymethylcellulose alone) were

performed in Groups C and EP.

Induction of EP
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In groups EP-HD100 and EP, animals were anesthetized by an intraperitoneal injection
of xylazine (Rompum®, Bayer Animal Health, Sao Paulo, SP, Brazil; 10 mg/kg body
weight) and ketamine (Dopalen®, Agribands Purina do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brazil;
80 mg/kg body weight). A cotton ligature was placed around their right mandibular first

molars, as previously described (Messora et al. 2013).

Preparation of Bacterial Cultures and Administration to the Animals

For B. bacteriovorus HD100 culture (ATCC® 15356, Virginia, USA) DNB medium
(ATCC® Medium 1603, Virginia, USA) was used. In order to propagate B.
bacteriovorus HD100, the host strain Escherichia coli ML 35 (ATCC® 43827,
Virginia, USA), was previously cultured in the Luria Bertani medium (Oxoid, Thermo
Scientific, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom ). The turbidity decline of the
solution, indicating host cell lysis (E. coli ML35), was observed daily during the
incubation period (6-10 days) following ATCC recommendations (Americam Type
Culture Collection, Rockville, MD, USA). The observation of small, highly mobile
curved bacilli under contrast microscopy phase indicated the presence of B.
bacteriovorus. For separation of the remaining host cells (E. coli ML35), filtration was
performed using filter membranes (1.2 and 0.45 um pores). After centrifugation at
27,000 g for 20 minutes, the supernatant was discarded and the bacterial precipitate was
suspended in HM medium (Hepes medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
containing 25 mM HEPES (hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid), 3mM CacCl,
and 2mM MgCl;, (pH 7.6) (Jurkevitch, 2006). The suspension was made at an optical
density (OD) of 600 nm adjusted to 1 [approximately 1 x 10° colony forming units -

(CFU) / ml] plus 2% carboxymethylcellulose (Chitprasert et al., 2012).
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In groups C and C-HD100, topical applications occurred in the following periods: 7, 10
and 14 days after the start of the experiment. For topical administration, insulin syringe
with needle without cutting edge was used. 100 ul of the suspension were used for
subgingival irrigation of the mesial, distal, buccal and lingual surfaces of the

mandibular first molars of the animals.

Euthanasia

Animals were euthanized with a lethal dose (150 mg/kg body weight) of sodium
thiopental (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmaceuticos Ltda., Sao Paulo,
SP, Brazil) at day 14 of the experiment. The hemimandibles were excised and collected,

as well, gingival tissue samples and ligatures.

Microbiological analysis

In EP and EP-HD100 groups, ligatures were removed after euthanasia of the animals
and placed in eppendorf tubes containing TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.6).
In groups C and C-HD100, subgingival biofilm samples were collected with a sterile
periodontal curette (5-6, Mine-five, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) and also placed in
TE solution. Subsequently, 0.1 mL NaOH (0.5 M) were added to each eppendorf tube
and the samples were homogenized and stored at -20 ° C. Counts of 40 bacterial species
were performed using the checkerboard method DNA-DNA hybridization (Socransky et
al., 2004), as previously described (Oliveira et al., 2017).

B. bacteriovurs HD100 was detected and quantified by real-time polymerase chain
reaction (qQPCR) using specific primers, as proposed by Davidov et al. (2006). Genomic
DNA was extracted and the g-PCR technique was performed using the SYBRGreen

system (Invitrogen Corp., Carlsbad, California, USA) in StepOne Plus™ Real-Time
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(Waltham, Massachusetts, EUA). The reactions were carried out in triplicate to amplify
the Bd529 gene forward (5> — GGTAAGACGAGGGATCCT - 3’) e Bd1007 gene
Reverse (5’-TCTTCCAGTACATGTCAAG-3’). The number of copies of the bacterial
genome (molecules) / uL was calculated by dividing the concentration of genomic DNA
(ng / uL) of each sample by 9.78*.

“[9,78 = 3,8 Mb (size of the bacterial strain genome) x 660g/mol (average mass of 1

base pair — bp) / 6.022 x 10* molecules/mol (Avogadro constant)].

Enzymatic immunoassays

The right hemimandibles had their gingival tissue removed for enzymatic
immunoassays (LuminexTM xMAP®, MAGPIX analyzer, Luminex Corporation, Austin,
TX, USA). The levels of the Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
(RANKL) and Osteoprotegerin (OPG) were determined in gingival tissues using high
sensitivity available kits (RBN-31K-1RANKL, RBN-31K-10PG - Milliplex Map,
Merck Millipore, Billerica, MA, USA) and the multiplexing instrument (LuminexTM
XxMAP®) following the manufacturer’s recommendations. The concentrations of each
cytokine were estimated from the standard curve using a five-parameter polynomial

equation with specific software (xPONENT software, Luminex Corporation).

Gene expression analysis

The right hemimandibles had their gingival tissue removed for expression analysis of
the Interleukin (IL)-17, IL-10 and forkhead box P3 (FOXP3) genes by means of real-
time reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR). RNA was isolated
from the gingival biopsies by the SV Total RNA Isolation System extraction kit

(Promega, Inc., Madison, W1, USA) according to the manufacturer's protocol, including
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treatment with the DNAse enzyme to eliminate any genomic DNA residue. Gene
expression analysis of the selected genes was performed by gRT-PCR using TagMan
GenEx Assay (Applied Biosystems, Inc., Forster City, CA, USA). For this, each cDNA
was amplified using the constitutive p-actin gene as endogenous control for
normalization. Amplification was performed on the CFX96 Touch ™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) for 40 cycles,
according to the manufacturer's protocol. Fluorescence was collected for each

-AACt
2

amplification cycle and data analyzed by the method for quantification of relative

expression (Livak and Schmittgen 2001).

Microcomputed tomography (Micro-CT) analyses

Non-demineralized specimens were scanned by a cone-beam micro-CT system
(Skyscan 1172, Bruker, Kontich, Belgium). The x-ray generator was operated at an
accelerated potential of 60 kV with a beam current of 165 pA and an exposure time of
650 ms per projection. Images were produced with a voxel size of 6x6x6um.
Volumetric measurements were performed as previously described (Oliveira et al.
2017). The following parameters were analyzed: i) BV: percentage of volume of interest
(\VOI) filled with bone tissue; ii) Bone Porosity (BP): percentage of porosities present in
the bone tissue within the VOI; iii) Trabecular Number (Tb.N): number (mm™) of bone
trabeculae present within the VOI; iv) Trabecular Separation (Th.Sp): total of spaces

(mm) present among bone trabeculae within the VOI.

Histomorphometric analysis of periodontal tissues
After routine laboratorial processing (Messora et al. 2013), two sections representing the

most central buccal-lingual portion in the furcation area of left mandibular first molars were
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selected for histopathological and histometric analyses. In the histometric analysis the

attachment loss (AL) was measured as previously described (Oliveira et al. 2017).

Statistical analyses

Changes in the mean BV were defined as the primary outcome variable of the study.
The other parameters analyzed were considered secondary outcome variables.
Normality and homoscedasticity of the data were verified. The significance level was
set at 5%. The significance of differences among groups for BV, BP, Th.N, Th.Sp,
RANKL, OPG, IL-17, IL-10 and FOXP3 was assessed by analysis of variance
(ANOVA) followed by post-hoc Tukey test. Significance of differences between groups
EP and EP-HD100 for AL was determined using t-Test.

Regarding the microbiological data, the total DNA probe count for each species and the
proportions of each species in relation to the total DNA count of the 40 bacterial species
evaluated were computed for each animal and then averaged within the experimental

groups. Significance of differences between groups was determined using t-Test.

RESULTS

Microbiological analysis

Figure 1 shows the DNA probes percentage of the 40 bacterial species analyzed in the
EP and EP-HD100 groups, as well, the results of the comparisons between the groups.
There was no bacterial detection in groups C and C-HD100. The animals of the EP-
HD100 Group presented lower proportions of Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, F. nucleatum, Fusobacterium polymorphum, Eikenella

corrodens, Eubacterium nodatum, Campylobacter gracilis, Capnocytophaga sputigena
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and Veillonella parvula-like species, as well, larger proportions of Actinomyces
viscosus, Actinomyces gereneseriae and Streptococcus sanguinis-like species when
compared to those of the EP Group.

There was no detection of the B. bacteriovorus HD100 genome in groups C, C-HD100,

EP and EP-HD100.

Enzymatic immunoassays
The EP-HD100 Group presented higher levels of OPG when compared to the EP Group

(P <0.05). (Figure 2A)

Gene expression analysis
The EP-HD100 Group presented higher levels of IL-17, IL-10 and FOXP3 when

compared to the EP Group (P <0.05) (Figure 2B).

Micro-CT analyses

Representative images of the three-dimensional rendered reconstructions of the
microtomographic sections of the hemimandible of the animals of all groups can be
observed in Figure 3.

The values of BV, BP, Th.N and Th.Sp obtained in the microtomographic analysis, as
well as the results of the comparisons between the groups, can be observed in Figure 4.
The EP-HD100 Group presented lower BP and Th.Sp, as well as higher BV and Th.N

than EP Group (P <0.05).

Histomorphometric analysis of periodontal tissues
Representative histological images of the periodontal tissues of all experimental groups

can be visualized in Figure 5.
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The groups C and C-HD100 presented periodontal ligament within the normality
patterns. Periodontal fibers were inserted into the cementum and alveolar bone. The
periodontal tissues from both groups showed large amount of fibroblasts and blood
vessels, as well, a mild inflammatory infiltrate. The bone tissue in the furcation area,
was rich in osteocytes, presented a regular crest with osteoblast apposition (Fig. 5, A, B,
D and E). In the interproximal region the junctional and sulcular epithelia were intact
(Fig. 5, Cand F).

In the EP Group (Fig. 5, G and H) the bone surface was irregular and had many active
osteoclasts in the furcation area. The connective tissue showed few fibroblasts,
interstitial edema, collagen fibers without definite orientation and an intense
inflammatory infiltrate, consisting mainly of neutrophils and lymphocytes. Areas of root
resorption were also observed. In the interproximal region (Fig. 5I), there was loss of
conjunctive attachment and the junctional and sulcular epithelia were severely damaged.
In the EP-HD100 Group (Fig. 5 J and K), the bone crest in furcation area was more
coronally positioned when compared to EP Group and had some active osteoclasts on
its surface. Adjacent connective tissue has a moderate number of fibroblasts and
collagen fibers, a large number of blood vessels and few inflammatory cells
(predominantly neutrophils). In the interproximal area (Fig. 5L), there was less loss of
conjunctive insertion than that observed in the EP Group.

The EP-HD100 Group presented lower AL when compared to the EP Group (0.1829 +

0.10 and 0.2967 + 0.05, respectively, P <0.05).

DISCUSSION
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This is the first in vivo study to evaluate the effects of BALOs on EP. Considering the
microtomographic data, the topical use of predatory bacteria reduced the loss of alveolar
bone by approximately 22%, as well as promoted significant improvements in bone
microarchitecture. These results can be explained through the microbiological and
immunological findings. The recognition that the immune system and the microbiota
are critical for bone homeostasis has allowed the evolution from the field of
osteoimmunology to "osteomicrobiology” (Ohlsson and Sjogren 2014). In fact, the
microbiota can regulate postnatal skeletal development, bone aging and pathological
bone loss (Hsu and Pacifici 2017).

In the present study, the animals of the EP-HD100 Group presented lower proportions
of P. intermedia, P. micro, F. nucleatum, F. polymorphum, E. corrodens, E. nodatum,
C. gracilis, C. sputigena and V. parvula-like species when compared to those in the EP
Group, which demonstrated the in vivo predatory capacity of B. bacteriovorus against
Gram-negative bacteria in the periodontal pocket environment and corroborated the
findings of previous in vitro studies (Dasihff and Kadouri 2011; Loozen et al. 2015).
These Gram-negative bacteria that have been reduced in EP-HD100 Group are involved
in the pathogenesis of periodontitis and contribute to the destruction of periodontal
tissues (Kajiya et al. 2010).

Greater proportions of A. gerencseriae, A. viscosus and S. sanguinis-like species were
observed in the EP-HD100 group when compared to the EP Group, which demonstrated
the beneficial potential of B bacteriovorus as a biocontrol agent in the buccal ecosystem
complex and corroborated the findings of a previous in vitro study (Loozen et al. 2015).
Actinomyces and Streptococcus are frequently associated with periodontal health
(Hajishengallis et al. 2012, Abusleme et al. 2013) and may aid in the control of

inflammation of periodontal tissues (Devine et al. 2015, Kumar and Mason 2015).
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In the present study, it was not possible to detect copies of the genome of B.
bacteriovorus HD100 in the subgingival biofilm samples of groups C-HD100 and EP-
HD100. An explanation for this fact is related to the transient permanence of B.
bacteriovorus in mammalian organisms. When B. bacteriovorus HD100 was incolulated
through the nasal mucosa to treat pulmonary infections caused by Klebsiella
pneumoniae in rats, it was verified by qPCR that the lung tissues of the animals
presented copies of genomes of B. bacteriovorus HD100 by no maximum 48 hours
(Shatzkes et al. 2015).

Modulation of the host's immunoinflammatory response is another mechanism by which
bacteriotherapy can assist in the treatment of periodontal diseases. The EP-HD100
group presented higher gene expression of FOXP3 when compared to the EP Group.
This finding may explain, in part, the lower alveolar bone loss observed in the EP-
HD100 Group when compared to the EP Group. FOXP3+ (T-regulatory) cells are
associated with the production of anti-inflammatory cytokines [IL-10, Transforming
growth factor beta (TGF-P) and cytotoxic T-lymphocyte-associated protein (CTLA)-4)],
as well as the reduction of pro-inflammatory and osteoclastogenic factors (Garlet 2010).
The EP-HD100 group had higher proportions of OPG and greater IL-10 gene
expression. OPG is an important anti-osteoclastogenic factor involved in the process of
bone remodeling (Ozaki et al. 2017). IL-10 exerts inhibitory effects on IL-1p and
Tumor necrosis factor (TNF)-a, which play synergistic roles in inflammatory process,
amplifying the host response (Moore et al. 2001).

The EP-HD100 Group had higher IL-17 expression when compared to the EP Group.
IL-17 is of particular interest in the pathogenesis of periodontitis and may be involved
in inflammatory mechanisms and antimicrobial protective immunity (Khader et al.

2009; Zenobia and Hajishengallis 2015). In the present study, the increase of IL-17 in
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the EP-HD100 Group may represent the involvement of this cytokine in the protection
against extracellular pathogens (Hernandez-Santos and Gaffen 2012; Khader et al.
2009; Zenobia & Hajishengallis 2015) and induction in the production of antimicrobial
peptides (Liang et al., 2006; Zenobia & Hajishengallis 2015).

The present study provided a proof-of-concept that the BALOs present therapeutic
potential in periodontitis treatment. It is important that future investigations evaluate the
period of time that B. bacteriovorus HD100 remains in the oral cavity after
discontinuation of the therapy. Besides more studies are required to evaluate other
modes of application and different therapeutic regimens. New studies involving
metagenomic DNA sequencing techniques and transcriptome analysis will be useful in
assessing the impact of biological predators on the oral ecosystem and the innate and

adaptive immune response of the host.

CONCLUSION

Topical use of B. bacteriovorus HD100 modifies immunoinflammatory and
microbiologic parameters promoting a protective effect against alveolar bone loss and

connective tissue attachment loss in rats with EP.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Mean proportions of 40 species in the ligature biofilm. % DNA probe counts
= percentage of the DNA count of each species in relation to the total DNA count of the

40 bacterial species evaluated. *Significant difference among groups (t test, P <0.05).

Figure 2 - A - Mean levels (pg/g) and Standards Derivations of RANKL and OPG in
groups C, C-HD100, EP, and EP-HD100. Different letters indicate significant
differences among groups (ANOVA, Tukey, P <0.05). B - Mean levels of gene
expression and Standards Derivations of IL-17, IL-10 and FOXP3 in groups C, C-
HD100, EP, and EP-HD100. Different letters indicate significant differences among

groups (ANOVA, Tukey, P <0.05).

Figure 3 - Three-dimensional rendered reconstructions of the microtomographic
sections of groups C (A and B), C-HD100 (C and D), EP (E and F), and EP-HD100 (G
and H). Buccal view (A, C, E, and G). Internal surface view, sagittal section (B, D, F,

and H). Pixel size = 7.96 mm.

Figure 4 - Means and Standards Derivations of BV (A), BP (B), Th.Sp (C), and Th.n
(D), and intergroup comparisons. Different letters indicate significant differences

among groups (ANOVA, Tukey, P <0.05).
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Figure 5 - Histopathologic analysis. Photomicrographs of periodontal tissues in the
furcation (A, B, D, E, G, H, J, and K) and interproximal areas (C, F, I, and L) of
mandibular first molars: group C (A-C); group C-HD100 (D-F); group EP (G-I); group
EP-HD100 (J- L). (Hematoxylin and eosin stain; scale bar: 200 um = magnification
-100; scale bar: 100 um = magnification -200.) AB = alveolar bone; FR = furcation

roof; FM = first molar; SM = second molar; unfilled black arrow = blood vessel; black

arrowhead = osteoblasts; asterisk = unorganized and detached collagen fibers and

interstitial edema; white arrowhead = root cement with resorption areas; unfilled black

arrowhead = collagen fibers inserted both in cementum and in alveolar bone; black

arrow = cemento-enamel junction; white arrow = CT attachment.
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Figure 3
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