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RESUMO

Cataruci ACS. Dissertagédo. Efeito de probioticos do género Lactobacillus sobre a
perda Ossea alveolar promovida por periodontite induzida em camundongos
[dissertagdo]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2019. Versao Corrigida.

O emprego dos probidticos na area da saude é extensamente difundido, mas os
mecanismos envolvidos no controle de doencgas inflamatorias, como a periodontite,
ainda s&o pouco explorados. Bactérias probiéticas podem promover a modulagao da
resposta imune de mucosas e sistémica, em condicdes de saude ou doenga. Estudos
prévios in vitro revelaram que probidticos do género Lactobacillus sao capazes de
interferir na formagao do biofilme multiespécie formado por Porphyromonas gingivalis
e espécies de Streptococcus, além de interferir nos processos de adesao e invasao
em células epiteliais e na resposta destas células ao patdgeno periodontal. O presente
estudo teve como objetivo determinar a capacidade de duas cepas probidticas do
género Lactobacillus (L. acidophilus LAS e L. rhamnosus LR32) de controlar a
destruicdo dos tecidos periodontais em ensaios em modelo murino. As cepas
probidticas foram testadas em modelo animal de periodontite experimental induzida
por infeccao oral polimicrobiana (P. gingivalis W83 e ATCC 33277, P. intermedia 17,
F. nucleatum ATCC 25586 e S. gordonii DL-1) em camundongos C57BL/6. Os animais
foram divididos em seis grupos compostos por oito animais cada, submetidos a
diferentes tratamentos via inoculagéo oral: veiculo carboximetilcelulose 2% (SHAM ou
P-L-), consdércio microbiano (P+L-), probidtico L. acidophilus LAS [P-L+(LA5)],
probidtico L. acidophilus LAS concomitante ao consoércio microbiano [P+L+(LAS)],
probiotico L. rhamnosus LR32 [P-L+(LR32)] e probidtico L. rhamnosus LR32
concomitante ao consércio microbiano [P+L+(LR32)]. Apds o periodo experimental de
45 dias, foi realizada a eutanasia para posterior analise da perda 6ssea alveolar por
microCT, da expressao de genes que codificam receptores intra e extracelulares e
citocinas por RT-qPCR nos tecidos gengivais, dos niveis de IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-17, IL-4 e IL-10 nos tecidos gengivais, além do ganho de peso dos animais. O
modelo de periodontite experimental empregado foi bem-sucedido, com redugao de
volume o&sseo no grupo sob indugcdo da doenga periodontal (P+L-). As cepas



probidticas testadas parecem ter sido capazes de prevenir a perda 6ssea alveolar nos
animais experimentais, com volume ésseo dos grupos P+L+(LA5) e P+L+(LR32)
semelhante ao observado no grupo SHAM. N&o foram observadas diferengas
estatisticamente significantes na expressdo de genes codificando as citocinas pro-
inflamataérias il-1B, tnf-a, il-6 e il-18 no tecido gengival dos animais sob indugéo da
doenca periodontal; entretanto, a cepa L. rhamnosus LR32 parece levar a maior
expresséao de il-14 e tnf-a, e ainda induziu a uma regulagéo positiva na expresséo de
tIr4 na presencga e na auséncia do consorcio microbiano [P+L+(LR32) e P-L+(LR32)]
em relacdo ao controle positivo, P+L-. A avaliagao dos niveis de citocinas no tecido
gengival revelou que o consorcio microbiano induziu a maiores niveis de IL-6 no tecido
gengival (grupo P+L-), em relagdo ao grupo SHAM e aqueles que receberam os
probidticos, com ou sem o consoércio microbiano. Por outro lado, o consoércio
microbiano (P+L-) ndo induziu ao aumento dos niveis dos demais mediadores
inflamatorios (IL-1B, TNF-a e IL-17) em relacdo ao SHAM. No entanto, foi observado
aumento dos niveis de IL-1B, mas também de IL-4 e IL-10 em tecido gengival do grupo
P+L+(LAS), quando este foi comparado aos grupos SHAM e P+L-. Além disso, o
probidtico L. rhamnosus LR32 também induziu a maiores niveis de IL-10 [P-L+(LR32)],
mas este efeito foi parcialmente reduzido pela adicdo do consoércio microbiano
[P+L+(LR32)]. A administragdo do consorcio microbiano ndo levou a alteragdes no
ganho de peso dos animais (P+L- comparado ao SHAM), mas foi observado ganho
de peso significativamente maior no grupo P+L+(LR32), quando comparado ao grupo
P+L+(LAS). Assim, considerando as limitacbes do estudo e a necessidade de
investigacbes posteriores, os dados obtidos indicam que as cepas probidticas

testadas tém potencial para a prevencgao e o controle da doenca periodontal.

Palavras chaves: Periodontite experimental. P. gingivalis. Lactobacillus. Probidticos.

Perda 6ssea alveolar.



ABSTRACT

Cataruci ACS. Dissertacao. Effect of Lactobacillus probiotics on alveolar bone loss
promoted by induced periodontitis in mice [dissertation]. Sdo Paulo: Universidade de
Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Corrigida.

The use of probiotics in health is widely known, but the mechanisms involved in the
control of inflammatory diseases, such as periodontitis, are still poorly explored.
Probiotic bacteria may promote modulation of the mucosal and systemic immune
response under health or disease conditions. Previous in vitro studies from our
laboratory revealed that probiotics of the genus Lactobacillus are capable of interfering
in the formation of the multispecies biofilm formed by Porphyromonas gingivalis and
Streptococcus species, as well as interfering in the adhesion and invasion processes
in epithelial cells and in the response of these cells to the periodontal pathogen. The
present study aimed to determine the ability of two probiotic strains of the genus
Lactobacillus (L. acidophilus LAS and L. rhamnosus LR32) to control the destruction
of periodontal tissues in murine model assays. Probiotic strains were tested in an
animal model of experimental periodontitis induced by oral polymicrobial infection (P.
gingivalis W83 e ATCC 33277, P. intermedia 17, F. nucleatum ATCC 25586 e S.
gordonii DL-1) in C57BL/6 mice. The animals were divided into six groups composed
of eight animals each, submitted to different treatments by oral inoculation: 2%
carboxymethylcellulose vehicle (SHAM or P-L-), microbial consortium (P+L-), probiotic
L. acidophilus LAS [P-L+(LAS5)], L. acidophilus LAS probiotic concurrent with the
microbial consortium [P+L+(LA5)], L. rhamnosus LR32 probiotic [P-L+(LR32)] and L.
rhamnosus LR32 probiotic concurrent with the microbial consortium [P+L+(LR32)].

After the 45-day experimental period, euthanasia was performed for further analysis of
alveolar bone loss by microCT, expression of genes encoding intra and extracellular
receptors and cytokines by RT-gPCR in the gingival tissues, levels of IL-13, TNF-aq, IL-
6, IL-8, IL-17, IL-4 and IL-10 in the gingival tissues, in addition to the weight gain of the
animals. The experimental periodontitis model employed was successful, with
reduction of bone volume in the group under induction of periodontal disease (P+L-).
The probiotic strains tested seem to be able to prevent alveolar bone loss in the

experimental animals, with bone volume of the P+L+(LAS) and P+L+(LR32) groups



similar to that observed in the SHAM group. No statistically significant differences were
observed in the expression of genes encoding the pro-inflammatory cytokines il-1,
tnf-a, il-6 and il-18 in the gingival tissue of animals under induction of periodontal
disease; however, the L. rhamnosus LR32 strain appears to lead to a higher
expression of jl-18 and tnf-a, and further induced positive regulation of tir4 expression
in the presence and absence of microbial consortium [P+L+(LR32) and P-L+(LR32)]
in relation to the positive control, P+L-.The evaluation of cytokine levels in gingival
tissue revealed that the microbial consortium induced higher levels of IL-6 in gingival
tissue (P+L-group) than SHAM group and those receiving probiotics, with or without
microbial consortium. On the other hand, the microbial consortium (P+L-) did not
induce the increase of the levels of other inflammatory mediators (IL-13, TNF-a and
IL-17) in relation to SHAM. However, increased levels of IL-1[3, but also of IL-4 and IL-
10, were observed in the P+L+(LA5) gingival tissue when compared to the SHAM and
P+L- groups. In addition, probiotic L. rhamnosus LR32 also induced higher levels of
IL-10 [P-L+(LR32)], but this effect was partially reduced by the addition of microbial
consortium [P+L+(LR32)]. The administration of the microbial consortium did not lead
to changes in animal weight gain (P+L- compared to SHAM), but significantly higher
weight gain was observed in the P+L+(LR32) group when compared to the P+L+(LAS)
group. Thus, considering the limitations of the study and the need for further
investigation, the data obtained indicate that the probiotic strains tested have potential
for the prevention and control of periodontal disease.

Keywords: Periodontitis. P. gingivalis. Lactobacillus. Probiotics. Alveolar bone loss.
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1 INTRODUGAO

Periodontite e atual paradigma terapéutico

A periodontite é caracterizada por um processo inflamatério destrutivo que
afeta os tecidos periodontais em resposta aos microrganismos presentes no biofilme
supra e subgengival (1). A periodontite cronica (PC), termo estabelecido pela
classificagdo das doencas periodontais de 1999 da Academia Americana de
Periodontia (2), é a forma mais prevalente da doenca, iniciada por uma comunidade
microbiana disbidtica e ndo por periodontopatégenos selecionados (3). E importante
ressaltar que, desde 2018, as doencgas periodontais tiveram sua classificagcao
atualizada e novas nomenclaturas foram estabelecidas: as periodontites "crénica" e
"agressiva" agora estdo agrupadas em uma categoria unica (“periodontite”), e sao
ainda caracterizadas com base em um sistema de estadiamento e classificagcédo (4).
Neste estudo, entretanto, empregaremos a nomenclatura antiga, visto que grande

parte da literatura ainda se fundamenta nesses termos.

O tratamento das periodontites consiste em uma fase de terapia ativa, que
engloba o controle mecanico do biofilme e do calculo dental, e ainda a terapia
antibiética nos casos mais severos, visando a redugcdo da carga de
periodontopatégenos e, assim, do processo inflamatério, seguindo-se a terapia
periodontal de suporte. Apesar da conclusdo da terapia periodontal ativa, a
periodontite pode progredir devido a recolonizagdo dos sitios tratados e de bolsas

residuais por periodontopatdégenos e/ou a resisténcia aos antimicrobianos (5).

Cabe observar que a literatura aponta que as diversas modalidades de terapia
periodontal, incluindo raspagem e alisamento radicular, administragdo de antibidticos
e abordagem cirurgica, isoladas ou combinadas, induzem a alteragdes da microbiota
subgengival, com reducao dos niveis de patégenos periodontais como Tannerella
forsythia, Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis, principalmente nos trés
primeiros meses subsequentes aos tratamentos e se estendendo por cerca dois anos

(6). Essa redugao, entretanto, pode nao se sustentar em longo prazo (7).
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Microbiota associada a periodontite

Estudos longitudinais em humanos demonstraram que os niveis de P. gingivalis,
T. forsythia e T. denticola se relacionam a perda periodontal na PC (8), e estudos
intervencionais demonstraram relagao entre a presenga destes patdégenos em sitios
tratados e a progressdo da doenga (9). No entanto, € importante ressaltar que a
periodontite € associada a uma microbiota disbiotica onde a viruléncia de patégenos
periodontais como P. gingivalis adquire importancia apenas no contexto de uma

comunidade microbiana com atividade sinérgica (10).

P. gingivalis é considerado o patdgeno pedra angular na PC, devido a sua
capacidade de induzir a disbiose e inflamagdo mesmo em baixos numeros (11). P.
gingivalis apresenta fatores de evasdo das defesas do hospedeiro que aumentam a
sua adaptacdo aos tecidos periodontais e promovem alteragbes ambientais que
beneficiam a comunidade microbiana, favorecendo organismos inflamofilicos e
perpetuando o ciclo destrutivo (10). As gingipainas sao proteases produzidas por P.
gingivalis que degradam varios substratos, inclusive proteinas do sistema
complemento, pois degradam C3a (12) e tém atividade semelhante a C5 convertase,
resultando em acumulo de C5a com elevacéo de cAMP, e consequente supressao de
macréfagos no sitio da infeccdo (13). Além disso, a gingipaina degrada C5b,
impedindo a formag¢ao do complexo de lise de membrana, que promove a eliminagéo
do patogeno (11).

Ainda, P. gingivalis inibe a produgdo de IL-8 nos tecidos periodontais pela
secrecao de uma serina fosfatase (SerB) (14). P. gingivalis pode também internalizar-
se nas células epiteliais e ultrapassar a barreira epitelial, atingindo tecidos mais
profundos, sendo considerado um patdégeno intracelular facultativo. Quando no
citoplasma das células, o patdbgeno impede a apoptose, mas explora diferentes vias
que permitem a sua saida das células invadidas, propiciando a sua persisténcia nos
tecidos gengivais (15). Além disso, a infecgao por P. gingivalis em GECs também inibe
a apoptose induzida por eATP por atividade de um nucleosideo — difosfato quinase
(NDK), secretado pela bactéria (16).

Como um anaerébio estrito colonizador tardio do biofilme, a colonizagao por P.
gingivalis se beneficia da atividade de colonizadores iniciais que reduzem a tenséo de
oxigénio e fornecem sitios de ades&o. A participagéo de P. gingivalis no biofilme dental
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€ mediada especialmente pela fimbria FimA, envolvida na formacao de biofilme
monoespécie e na co-agregacgao aos colonizadores iniciais do biofilme dental (17,18)
como Streptococcus gordonii e Streptococcus oralis (9). No entanto, muitas cepas de
P. gingivalis ndo apresentam a fimbria FimA1 (19), incluindo cepas de viruléncia
reconhecida, como a cepa W83 (20) e a capsula é a estrutura que medeia a
coagregacao de P. gingivalis nesta amostra (21). A capsula de polissacarideo €&
também implicada na evasédo das defesas do hospedeiro. Cepas capsuladas geram
uma resposta de citocinas pré-inflamatérias fraca (22) e induzem abscessos difusos
em modelos animais, ao contrario das cepas nao-capsuladas (23). Outros
organismos, como F. nucleatum, também favorecem a colonizagao por P. gingivalis,
devido a sua propriedade de agir como uma ponte entre os colonizadores iniciais e
tardios do biofilme (24).

A alteragdo do microambiente favorecendo a evasédo das defesas do
hospedeiro promovida por P. gingivalis pode ser ampliada por outros organismos,
como P. intermedia. A interpaina A (InpA) produzida por P. intermedia, por exemplo,
também degrada fatores do complemento, e pode aumentar a protegao das espécies
suscetiveis a este fator (25). InpA também age em conjunto a proteina sideréfora

HmuY de P. gingivalis para adquirir o grupo heme da hemoglobina (26).

P. intermedia é também capaz de evadir da morte mediada pelo complemento
por capturar o fator H, um fator fisioldgico inibidor do desse sistema (27). Além disso,
P. gingivalis (cepas fimbriada e n&o-fimbriada) formam maior quantidade de biofilme
quando associadas a P. intermedia, embora a associagao P. gingivalis/P. intermedia

seja cepa dependente (28).

A comunicagéo interespécies causa profundas mudangas fenotipicas. A ligagéao
entre P. gingivalis e S. gordonii ocorre por meio das fimbrias FimA e Mfa1 (29). FimA
e Mfa1l de P. gingivalis interagem com as proteinas de superficie estreptocécicas
GAPDH e SspA/B, respectivamente. Em associagao a S. gordonii, a tirosina quinase
Ptk1 de P. gingivalis age limitando a produgao do fator de transcricdo CdhR, que € um
regulador negativo de Mfa1 e, portanto, a coadesédo dos organismos é favorecida.
Com o tempo, no entanto, ha aumento da expressdo de uma tirosina fosfatase, Ltp1,
que desfosforila Ptk1, elevando assim a inibicdo promovida por CdrR, reduzindo a
expressao de Mfal e limitando o desenvolvimento da comunidade. Além disso, a

fosforilagdo/desfosforilagdo da tirosina também regula a expressao de proteases e a
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producédo de capsulas por P. gingivalis, influenciando assim o seu potencial

patogénico.

Periodontite e resposta imune

A periodontite se caracteriza pela inflamagédo e consequente destruigdo dos
tecidos periodontais, induzida em resposta a comunidade disbiotica. A condigdo é
promovida pelo descontrole da inflamacdo, decorrente da desregulagdo na
sinalizagdo do processo inflamatorio.

A resposta imune inata é induzida pelo reconhecimento de padrdes
moleculares de microrganismos (MAMPs, quando comensais, ou PAMPs, quando
patogénicos) e sinais induzidos por disturbios celulares provocados por estes
(padrées moleculares associados ao perigo ou DAMPs) (30). PAMPs e DAMPs sao
reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrées (PPRs) em células
eucariontes, que visam limitar a disseminagao dos patégenos e restaurar a integridade
e funcao teciduais, sendo cada PPR capaz de reconhecer assinaturas moleculares
especificas.

PPRs incluem receptores toll-like (TLRs), receptores semelhantes ao dominio
de oligomerizacao ligante de nucleotideos NOD-/ike (NLRs), receptores RIG-1-like
(retinoic-acid-inducible gene I) (RLRs), e receptores lectina tipo-C (CLRs), bem como
receptores citosdlicos ligantes de DNA. Os PPRs podem ser extracelulares, como
receptores ftoll-like (TLRs), e intracelulares, como NLRs (nucleotide binding
domain/leucine rich repeat ou receptores NOD-like), e reconhecem sinais de
patdgenos ou moléculas relacionadas a patdbgenos no ambiente extracelular ou no
citoplasma (31). O reconhecimento por esses receptores ativa fatores de transcri¢ao,
como o fator nuclear kappa B (NFkB), induzindo a transcricio de genes de
quimiocinas e citocinas pré-inflamatdérias (32).

Os receptores extracelulares toll-like (TLRs) reconhecem uma ampla gama de
fragmentos microbianos, oriundos de patégenos ou de organismos comensais. TLR4
reconhece o LPS de bactérias Gram-negativas, em conjunto a CD14 e MD2 (33).
TLR4 é detectado em queratinécitos e fibroblastos do tecido gengival, sendo seus
niveis mais baixos encontrados no epitélio juncional (34). E interessante notar que a

capacidade de ativar TLR2 ou TLR4 e antagonizar a ativagdo de TLR4 difere entre



19

amostras de biofilme subgengival de pacientes com periodontite crénica e controles
com periodonto saudavel, sendo que o biofilme associado a saude é antagonista a
TLR4, enquanto o associado a doencga foi agonista deste receptor (35).

Entre as estratégias de evasao de P. gingivalis, destaca-se a produgédo de um
LPS atipico que antagoniza TLR4, ao contrario dos LPS proé-inflamatérios de outras
bactérias Gram-negativas (14). Esta espécie altera o seu LPS, removendo os residuos
de fosfato e as cadeias acil do lipidio A, fazendo com que o LPS antagonize a ativagéo
de TLR4 quando combinado a um agonista forte, como o LPS de Escherichia coli (36).

TLR2 se dimeriza com TLR1 ou TLR6 e reconhece o acido lipoteicoico da
parede celular de bactérias Gram-positivas (33). A ativacdo de TLR2 pode exercer
também papel de antagonista de TLR4, por interagir com o co-receptor CD14 (37). A
fimbria principal de P. gingivalis, FimA, é também um agonista de TLR2 (38), embora
esta ndo seja expressa por todas as amostras da espécie (19).

Por outro lado, a fimbria Mfal de P. gingivalis esta associada ao
reconhecimento pelo receptor DC-SIGN de células dendriticas, induzindo a produgéao
de citocinas imunossupressoras e levando a sobrevivéncia no ambiente intracelular,
por direcionar o patégeno a compartimentos nao-lisossomais pela subversao dos
mecanismos de autofagia (39).

A sinalizagao promovida pelo mecanismo de ativagcao de C5aR-TLR2 por P.
gingivalis € capaz de inibir a resposta antimicrobiana promovida pela ativagado de
TLR2 (40). Isto ocorre porque a sinalizagdo C5aR-TLR2 leva a ubiquitilacédo e
degradagao da proteina MYD88, uma molécula adaptadora de TLR2, e assim suprime
os efeitos antimicrobianos da resposta de fagécitos, possibilitando a sobrevivéncia do
patogeno (41).

Os receptores citosélicos de PAMPS e DAMPS incluem NLRs como NLRP1,
NLRP3, NLRC4 e receptores AIM abscent in melanoma-like, como AIM2 (42). Apesar
da ativagao de receptores citoplasmaticos, assim como de receptores TLR, levar a
ativagao de NFkB, apenas o reconhecimento de sinais mediados por microrganismos
(PAMPs) e sinais de alteracdo da homeostase celular (ATP extracelular, DAMPS e
efluxo de potassio) pelos receptores citosélicos NLR ou AIM2 induz a formacao de
inflamassomas. Inflamassomas sao complexos multiproteicos descobertos em 2002
(43) constituidos pelos receptores citosolicos, por uma proteina adaptadora ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain) e

a pro-caspase 1 (44). Estes complexos formam plataformas que ativam caspase-1,
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responsavel pela ativacdo e liberagdo no ambiente extracelular de IL-138 e IL-18
maduras, e/ou induzem a morte celular por piroptose (45,46)

A periodontite é caracterizada por excessiva producdo de IL-1B e pela
expressao de componentes do inflamassoma, como NLRP3 e AIM2 (47). A expressao
de NLRP3 é maior em tecidos gengivais com periodontite créonica e agressiva do que
nos tecidos sadios, especialmente na camada epitelial. Na destruicao periodontal,
ocorre regulagao positiva da expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-18, IL-
6 e IL-17, enquanto a expresséo de IL-10 e TGF-B1 é regulada negativamente (48).
Apo6s o tratamento periodontal ndo-cirurgico, é observada redugéo nos niveis de IL-
1B e IL-17, concomitante ao aumento de IL-4, um mediador anti-inflamatério (49).

A transcrigao de pré-IL-1B induzida por P. gingivalis requer ativagao de TLR2 e
TLR4 (47), e o segundo sinal em macrofagos THP-1 desafiados por P. gingivalis
envolve a ativagao dos inflamassomas via NLRP3 e AIM2, levando a secrec¢ao de IL-
1B madura e piroptose (44,47).

IL-18 induz a produgédo de mediadores inflamatérios, a osteoclastogénese, a
expressao de metaloproteinases de matriz e morte celular de células produtoras de
matriz nos tecidos periodontais, resultando em destrui¢do do osso alveolar e do tecido
conjuntivo periodontal. Assim, |IL-18 desempenha um papel crucial no

desenvolvimento e progressao da doenga periodontal (44).

Diferencas na expressao de TLRs e NLRs na saude e na doenga sugerem que
estes receptores tém papel essencial na patogénese de doencgas inflamatorias e
podem ser alvo de novas terapias. O reconhecimento da complexidade da doenca
periodontal e da importadncia do papel do sistema imune do hospedeiro em seu
desenvolvimento e progresséo levou ao interesse em novas estratégias terapéuticas
imunomoduladoras como adjuvantes ao desbridamento mecanico. O uso de baixas
doses de doxiciclina, por exemplo, pode modular a atividade das metaloproteinases
de matriz envolvidas na destruicdo periodontal. Anti-inflamatérios nao-esteroidais
bloqueadores da prostaglandina E2 também ja mostraram bons resultados; seus
importantes efeitos colaterais gastrointestinais e cardiovasculares, entretanto, os
tornaram pouco interessantes para o uso clinico cronico. O uso de 6mega-3, precursor
de resolvinas, também ¢é alvo de interesse devido a suas propriedades anti-
inflamatorias. Quando sua administragdo € conjugada a aspirina, os efeitos positivos

sdo aumentados, com a producao de resolvinas mais estaveis. A azitromicina, por sua
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vez, tem se apresentado como uma alternativa interessante visto que, além de suas
propriedades antimicrobianas, ainda apresenta atividade anti-inflamatéria (50). Por
fim, terapias anti-citocinas para modular a resposta do hospedeiro ja sdo usadas em
diversas condi¢gdes médicas, tendo como alvos principais IL-1 e TNF-a. Um estudo
em modelo animal de periodontite demonstrou que o uso de um antagonista de TNF-
a reduziu a infiltragcdo neutrofilica, os niveis de oxido nitrico e a apoptose no tecido

gengival, mas as evidéncias acerca desse agente ainda s&o limitadas (51).

Probiéticos

O presente estudo buscou abordar os efeitos de cepas probidticas do género
Lactobacillus em modelo experimental de periodontite, visto que diversos estudos
sugerem o efeito benéfico de probidticos na prevengdo a periodontite ou como
adjuvante ao tratamento periodontal (52). Devido ao papel essencial da microbiota na
protecao ao hospedeiro, a recuperagao do equilibrio da microbiota pela colonizacéo
por organismos benéficos, associados aos quadros de saude, € uma proposta
atraente para novas abordagens terapéuticas periodontais (53).

O beneficio de probidticos na cavidade oral poderia ser estendido a protecao
contra outras doencas, por translocagao das bactérias da cavidade oral ao intestino,
protegendo contra doengas inflamatorias intestinais, ou mesmo agindo no controle de
outras doencas inflamatdrias, como a diabetes. Embora a ideia do uso de probidticos
para o controle da doencga periodontal ndo seja nova, os seus resultados nao foram
conclusivos devido ao grande numero de cepas probidticas disponiveis e diferengas
na dose e na frequéncia de uso, tanto em estudos clinicos como em modelos
experimentais.

Probidticos sao definidos, de acordo com a Organizacao das Nagdes Unidas
para Agricultura e Alimentacéo (FAO) e com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
como microrganismos Vvivos, principalmente bactérias, seguros para consumo
humano e que, quando ingeridos em quantidades adequadas, tém efeitos benéficos
a saude (FAO, WHO, 2006). As cepas probidticas mais comuns pertencem aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (5).

Probidticos do género Lactobacillus mostraram resultados promissores no
controle da doenca periodontal em humanos. L. reuteri foi capaz de reduzir

parametros clinicos de severidade de doenga, como sangramento a sondagem e
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inflamacao gengival (54). O emprego de L. brevis (55) e L. salivarius (56) também
promoveu a redugao do indice gengival em humanos. Produtos como leite fermentado
probidtico (57), chicletes contendo L. reuteri (58) e um produto comercial a base de L.
reuteri (59) foram capazes de controlar a gengivite, reduzir citocinas pré-inflamatérias
no fluido crevicular e inibir a formacao de biofiime dental. Em fumantes com
periodontite cronica, L. reuteri adjunto a terapia periodontal convencional reduziu o
indice de sangramento a sondagem e reduziu bolsas profundas (60). Pastilhas
contendo L. rhamnosus GG (LGG) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (BB-
12) levaram a redugéo de indice de placa e indice gengival, sem alterar a composi¢cao
da microbiota da saliva (61). Em adolescentes, a administragdo das mesmas cepas
reduziu o indice gengival, com diminui¢do dos niveis de A. actinomycetemcomitans e
F. nucleatum na saliva e no biofilme e nos niveis de P. gingivalis no biofilme (62). O
efeito de pastilhas contendo L. reuteri concomitante ao tratamento com raspagem e
aplanamento radicular promoveu redugao nos niveis de P. gingivalis e P. intermedia
na saliva e no biofilme em relagdo ao controle, que recebeu apenas o tratamento
mecanico. Além disso, o grupo sob administragdo de probidticos apresentou menor
porcentagem de sitios com profundidade de sondagem = 5mm apés 12 semanas de
acompanhamento (63). Em pacientes com bolsas residuais, o uso de pastilhas de L.
reuteri resultou em pronunciada reducdo de bolsas moderadas e profundas,
diminuindo a necessidade de abordagem cirurgica (64). Estudo recente demonstrou
ainda que L. rhamnosus GG preveniu a perda 6ssea alveolar em modelo animal de

periodontite experimental (65).

Os mecanismos de agao destes organismos benéficos incluem seu efeito
direto, pela producgdo de bacteriocinas e produtos como acidos e perdxidos, toxicos a
varios patdégenos; alteracdo do pH e do potencial de oxirredugdo do meio,
prejudicando o estabelecimento de agentes patogénicos; inibicdo da adesao e da
formacao de biofilmes; alteracdo da resposta do hospedeiro, inclusive da fung¢ao da
barreira epitelial, promovendo a inibigdo da produg¢do de colagenases e citocinas pro-
inflamatdrias pela via de NFkB e indugao da expressao de proteinas citoprotetoras na
superficies celulares, da modulagao da proliferagédo celular e da apoptose (5,66—68).
Embora os mecanismos imunomoduladores dos probidticos ainda ndo estejam
completamente esclarecidos, ja foi demonstrado que sua administracdo pode
aumentar a proporcao de células T CD25+ (69) com capacidade de supresséo da
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resposta imune. Além disso, reacdes inflamatdrias exacerbadas podem ser

moderadas pelo estimulo da expressdo de FOXP3 na mucosa gastrointestinal (70).

Os lactobacilos podem produzir diferentes componentes antimicrobianos,
incluindo acidos organicos, peroxido de hidrogénio, substancias antimicrobianas de
baixo peso molecular, bacteriocinas e inibidores de adesao, caracteristicas que os
destacaram como probidticos (5). A liberagdo de produtos do metabolismo ou
componentes das células probidticas podem ativar a resposta inata do sistema imune
nas mucosas e levar a resposta adaptativa a um perfil anti-inflamatorio (71).

Estudos realizados no laboratério de Microbiologia Oral do ICB-USP mostraram
que produtos secretados de cepas de L. acidophilus LA5 foram capazes de reduzir a
formacao de biofilme misto formado por P. gingivalis ATCC 33277, S. oralis e S.
gordonii, colonizadores iniciais do biofilme. Além disso, os produtos secretados de L.
rhamnosus HNOO1 — Howaru, L. acidophilus LA5 e L. reuteri DSM foram capazes de
reduzir o biofilme misto formado pelos colonizadores iniciais e P. gingivalis W83, em
estudo avaliando a biomassa do biofilme. Ainda, no mesmo estudo, foi possivel
demonstrar que os produtos de probiéticos promovem a reducéo da viabilidade de P.
gingivalis nos biofilmes, sendo este efeito maior quando promovido por L. acidophilus
LA5 em P. gingivalis W83 e por L. rhamnosus HNOO1 em P. gingivalis ATCC 33277.
Os probidticos foram também capazes de reduzir o biofilme pré-formado pelas trés
espéecies quando a cepa P. gingivalis ATCC 33277 foi usada, enquanto os ensaios
com a cepa W83 mostraram apenas uma discreta reducéo do biofilme pré-formado,
induzida pelos produtos de L. reuteri DSM (Ishikawa et al., dados n&do publicados).
Também pudemos observar que a interacdo de P. gingivalis com produtos dos
probioticos lactobacilos promove alteragdo do perfil de transcricdo de genes
associados a fatores de colonizagdo como fimA, mfa1, fsth e kgp, agindo de maneira
distinta em ATCC 33277 e W83 .

A literatura mostra que amostras probidticas cultivadas in vitro com células
imunes induzem a producao de IL-12, uma citocina chave na promog¢ao da resposta
Th1, caracterizada pela producao de IFN-y e TNF-a, essencial para a defesa contra
infeccbes por patdégenos intracelulares (72). Outros probidticos induzem a produgao
de IL-10 (73,74). A indugdo de maior quantidade de IL-10 por macréfagos co-

cultivados com Lactobacillus, como observado em nossos ensaios preliminares,

" Ishikawa et al., dados n&o publicados.
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exerceria um efeito imunoregulatério por suprimir a producao de IL-12 e citocinas Th1,
0 que poderia direcionar as células T CD4+ a diferenciagcdo Th2 (75). Além disso,
algumas bactérias probidticas podem induzir a diferenciagcéo de células T regulatérias
FOXP3+ (Treg) a partir de precursores ingénuos (76), o que poderia ter efeito benéfico
em doengas alérgicas e autoimunes. Por exemplo, cepas de L. reuteri, L. casei e L.
acidophilus induziram a maturagcao de células dendriticas, e estas a diferenciacao de
células Treg in vitro (77). Por outro lado, a induc&o de IL-17 por probioticos pode ser
sugerida pelo aumento da produgdo de IL-1B, promovida por algumas cepas
probidticas em nossos dados preliminares. IL-13 regula positivamente a expressao do
fator de transcricao RORCv2, direcionando a resposta Th17 (78,79). Células Th17
produzem IL-17, critica para aumentar a prote¢cado contra bactérias extracelulares e
fungos que n&o sdo eliminados de maneira eficiente pelas respostas Th1 e Th2 (80).

Recentemente, em outro estudo do laboratério de Microbiologia Oral do ICB-
USP (81) mostrou que P. gingivalis ATCC 33277 e W83 sédo capazes de reduzir a
viabilidade de células epiteliais gengivais (GECs) OBA-09. No entanto, as cepas
probidticas L. rhamnosus LR32 e L. acidophilus LAS foram capazes de prevenir a
perda de viabilidade destas células apos os desafios com P. gingivalis. Além disso, L.
rhamnosus LR32 e L. acidophilus LA5 foram capazes de inibir a adeséo e invasao de

P. gingivalis a células epiteliais.

Adicionalmente, a producao de citocinas por células OBA-09 desafiadas com
P. gingivalis também foi alterada pelas cepas probidticas. A monoinfec¢céo das células
OBA-09 com P. gingivalis W83 e ATCC 33277 levou a aumento na sintese de IL-1B e
TNF-a, regulou positivamente TLR4 e negativamente TLR2, e n&o afetou a produgéo
de CXCL-8 (IL-8). A coinfecgdo das GECs desafiadas com P. gingivalis por L.
acidophilus LA5 induziu a expressiva reducao da producao de IL-13 e TNF-a, mas a
coinfecgao com L. rhamnosus LR32 nao foi capaz de inibir a producao de IL-1j3
induzida por P. gingivalis. A sintese de CXCL-8 pelas GECs desafiadas por P.
gingivalis aumentou na coinfecgdo com os probidticos, principalmente quando testada
a cepa L. acidophilus LAS5. A regulagao positiva de TLR4 induzida por P. gingivalis foi
abolida pela coinfec¢do das GECs desafiadas com P. gingivalis e probioticos
Lactobacillus. Além disso, a coinfecgdo com probidticos aboliu a regulagdo negativa
de TLR2 promovida por P. gingivalis W83, mas n&o por ATCC 33277 (81).
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O uso clinico de probidticos é dependente da apreensao de suas propriedades,
com vistas a selegdo do agente mais apropriado para cada quadro (82). A
determinacao das propriedades benéficas de uma cepa probidtica in vitro € apenas o
primeiro passo para sua selegédo, e 0os seus mecanismos devem ser determinados

experimentalmente in vivo, sob diferentes estimulos.

Modelos experimentais

Para estudar a etiologia e o controle da doenga periodontal, séo realizados
estudos em animais pela inducdo da doenca periodontal experimental, mediante
infecc&o oral por bactérias isoladas de humanos (83). P. gingivalis ndo é capaz de
induzir a peridontite em animais livres de germes; por ser um colonizador tardio do
biofilme e por induzir a periodontite em ac&o sinérgica a microbiota disbittica, P.
gingivalis necessita de uma microbiota de suporte, que pode ser a microbiota
residente no animal experimental ou adicionada de outras espécies isoladas de
humanos. Os modelos experimentais recentes mais bem-sucedidos incluem nao
apenas P. gingivalis, mas um consdércio microbiano formado por espécies da cavidade
oral de humanos que mimetiza a periodontite no homem, por propiciar colonizagao
permanente pelo patégeno e destruicdo dos tecidos periodontais induzida pelo
biofilme. A infecgdo oral em murinos por um consoércio formado por F. nucleatum e P.
gingivalis levou a aumento na destruicdo periodontal, particularmente quando a cepa
capsulada de P. gingivalis foi empregada (21). Outros dados indicam que a inoculagao
oral do consorcio F. nucleatum e P. gingivalis em ratos resultou em grande destrui¢ao
do osso alveolar (84). P. infermedia também foi adicionada ao consorcio microbiano
para indugédo da doencga periodontal experimental (85), e a infecgc&o oral experimental
por P. gingivalis fimbriada associada ao isolado clinico P. intermedia 17, com alta
capacidade de agregacao a P. gingivalis, induziu a maior destruicado periodontal em
camundongos C57BL/6 do que quando um dos agentes bacterianos foi inoculado
separadamente (Simionato, M., dados n&o publicados).

A infecgao dupla por P. gingivalis e S. gordonii também resultou em maior perda
O0ssea, quando comparada a infecgdo apenas por uma das espécies (86). Estudo
recente sobre a associacao entre P. gingivalis e S. gordonii mostrou que o acido 4-
aminobenzoato/para-amino benzoico acid (pABA), precursor da sintese de folato,

produzido por S. gordonii, é requerido para o maximo acumulo de P. gingivalis. O
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acréscimo de pABA exdgeno resulta em menor stress e em regulagao positiva de
proteinas fimbriais estruturais e acessérias de P. gingivalis (FimA e Mfa1), levando a
maior aderéncia do patégeno as células epiteliais gengivais. Além das fimbrias
adesivas, proteases, proteinas de captagao de ferro, proteinas dependentes de TonB
e componentes do sistema de secrecgao do tipo IX foram reguladas positivamente por
pABA. A adigdo de pABA a P. gingivalis em modelo de infecgdo oral murino resultou
em maior sobrevivéncia da bactéria. Além disso, a expressdo de varias proteinas
relacionadas ao estresse foi regulada negativamente, sugerindo que P. gingivalis se
adaptou para viver em comunidade com S. gordonii (18). A inoculagao de S. gordonii
DL-1 e P. gingivalis ATCC 33277 resultou, ainda, em maior perda éssea alveolar do
que quando apenas uma das espécies foi inoculada (87). No entanto, infecgdes mistas
entre P. gingivalis e S. gordonii defectivo na produgdo de pABA foram mais
patogénicas em modelos murinos de formagdo de abscessos do que quando
empregada a cepa de S. gordonii selvagem (18). Deve ser ressaltado que uma das
cepas utilizadas no presente estudo, P. gingivalis ATCC 33277, nao produz capsula
de polissacarideo, e ndo foram encontrados dados sobre o efeito de pABA de S.
gordonii sobre a producao de PEC pela cepa capsulada W83, um dado relevante visto

que pABA regula negativamente a sintese de polissacarideo capsular (18).

Optamos por usar, na presente proposta, um modelo de periodontite
experimental induzida por um consorcio bacteriano de isolados de humanos, formado
por P. gingivalis capsulada/nao-fimbriada e ndo-capsulada/fimbriada, F. nucleatum, P.
intermedia e S. gordonii. Assim, no modelo experimental proposto, o consoércio
microbiano visa otimizar a colonizacdo da cavidade oral, induzir o processo
inflamatorio e destruicdo periodontal e selecionar as espécies inflamofilicas, levando

a disbiose da microbiota oral e estendendo seu efeito além da cavidade oral (88,89).

O modelo por infeccao oral proposto difere em varios aspectos do modelo de
inducado de doencga periodontal experimental por ligadura. Neste modelo, espécies
bacterianas relacionadas a periodontite em humanos néo foram associadas a doenga
(90,91). Além disso, Veillonella, Capnocytophaga, Neisseria (90), Rothia spp. e
Streptococcus spp. (91), usualmente associadas a saude periodontal em humanos,
foram associados a doencga induzida por ligadura em ratos. O modelo de infecgao por
inoculagao oral de patdégenos para indugao de periodontite em camundongos é mais
apropriado para abordar hipoteses relacionadas a estratégias de evasdo imunoldgica,
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identificadas a partir de estudos mecanicistas de hospedeiro-patégeno (92). Além
disso, é usado com sucesso para vincular a periodontite induzida por microrganismos
orais a condigdes sistémicas (93,94). Portanto, consideramos que o modelo proposto
permitira abordar ampla variedade de hipoteses relacionadas a patogénese
periodontal, que vao desde o papel da resposta do hospedeiro até a analise da
viruléncia dos organismos periodontais em uma comunidade microbiana e a conexao
desses fatores com parametros sistémicos (92), além da avaliacdo do efeito de
medidas preventivas e terapéuticas que buscam alterar a microbiota e modular a

resposta imune.
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2  PROPOSICAO

O presente estudo buscou determinar o potencial de diferentes cepas
probioticas do género Lactobacillus na prevencdo e controle da periodontite

experimental.

21 Objetivos especificos
O efeito da administragcdo oral dos probidticos L. acidophilus LA5 e L.
rhamnosus LR32 foi determinado em modelo experimental in vivo de periodontite

avaliando-se:

- Perda 6ssea alveolar na regido interproximal entre o primeiro e o segundo
molar da hemimaxila direita dos animais por microtomografia computadorizada
(microCT);

- Expresséao de genes no tecido gengival que codificam receptores intra e extra-
celulares e citocinas por RT-qPCR;

- Perfil de citocinas no tecido gengival por analise multiplex;

- Ganho de peso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Para a execucdo do presente estudo, foram realizados ensaios in vivo, em
camundongos C57BL/6, como apresentado na figura 3.1. Apds reducdo da carga
microbiana, mediante antibioticoterapia e aplicagdo tépica de gel de clorexidina, a
periodontite experimental foi induzida pela inoculacdo de um consoércio microbiano
formado por P. gingivalis W83 e ATCC 33277, P. intermedia 17, F. nucleatum ATCC
25586 e S. gordonii DL-1, administrado oralmente aos camundongos cinco vezes por
semana, por cinco semanas. As cepas probidticas L. acidophilus LAS e L. rhamnosus
LR32 foram inoculadas uma vez ao dia durante todo o periodo experimental. As
amostras de todos os microrganismos empregados no estudo foram liofilizadas em
condicdes padronizadas e recuperadas previamente a cada inoculagio.

Ao término do periodo experimental, estabelecido em 45 dias, realizou-se a
eutanasia dos animais investigados, com subsequente obtengdo das amostras para
as analises posteriores. Foram avaliados a perda éssea alveolar na regidao dos
molares da hemimaxila direita dos animais, a expressdo génica de citocinas e
receptores intra e extracelulares no tecido gengival, os niveis de citocinas no tecido
gengival e o ganho de peso dos animais.

O estudo compds-se dos seis grupos subcitados, formados por oito animais
cada, totalizando 48 animais experimentais (P: patdogenos periodontais; L: lactobacilos
probiodticos):

1. SHAM: P-L- (inoculado com veiculo do consércio microbiano e veiculo de

probidticos)

2. Controle positivo: P+L- (inoculado com consorcio microbiano e veiculo de

probidticos)

3. Probidtico L. acidophilus LA5: P-L+ (LA5) (inoculado com veiculo do

consorcio microbiano e probidtico L. acidophilus LA5)

4. Periodontite + Probiotico L. acidophilus LA5: P+L+ (LA5) (inoculado com

consorcio microbiano e probiotico L. acidophilus LAS)
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5. Probidtico L. rhamnosus LR32: P-L+ (LR32) (inoculado com veiculo do
consorcio microbiano e probidtico L. rhamnosus LR32)
6. Periodontite + Probiotico L. rhamnosus LR32: P+L+ (LR32) (inoculado com

consorcio microbiano e probiotico L. rhamnosus LR32)

Figura 3.1 - Delineamento experimental do estudo
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Fonte: O autor

=== Quatro dias de antibioticoterapia.
=== Dois dias de swab oral de digluconato de clorexidina 0,2%.
Dois dias de washout.
=== Quarenta e cinco dias de inoculagdo de 1x10° UFC/probidtico [L+(LA5) ou
L+(LR32)] ou veiculo (L-), com inicio no dia O.
Cinco dias de inoculagdo de consorcio microbiano (10" UFC/mI de cada cepa)

(P+) ou veiculo (P-), com inicio no dia 2, totalizando 25 inoculagdes.

Siglas:
P-: Veiculo do consodrcio microbiano para indugao de periodontite;
P+: Consorcio microbiano para indugao de periodontite;
L-: Veiculo dos probiéticos Lactobacillus;
L+(LAS): L. acidophilus LAS (inéculo de probiotico L. acidophilus LAS);
L+(LR32): L. rhamnosus LR32 (in6culo de probidtico L. rhamnosus LR32).
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3.2 Consideragoes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/
ICB protocolo 111) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(Anexo A), e pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/FO protocolo 20/2019)
da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo B), em
conformidade com a legislagao vigente — Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008 e
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009 e a luz dos principios éticos em experimentagao

animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

3.3 Cepas utilizadas e condigoes de cultura

3.3.1 Amostras

Foram utilizadas as cepas de bactérias probiodticas Lactobacillus acidophilus
LA-5™ (CHR Hansen Holding A/S, Hersholm, Dinamarca) e Lactobacillus rhamnosus
rhamnosus LR32 (DuPont Danisco, Itasca, EUA).

Para os ensaios de indugédo de periodontite experimental, foi empregado um
consorcio microbiano composto pelas cepas P. gingivalis (ATCC 33277, nao-
capsulada e fimbriada, fimA 1), P. gingivalis (W83, capsulada e nao-fimbriada), P.
intermedia (17) (28), F. nucleatum (ATCC 25586) (24) e S. gordonii (DL-1) (95).

3.3.2 Condic¢bes de cultura

Todas as cepas bacterianas foram mantidas em glicerol 20%, em freezer -80°C.
Aliquotas de 25 ul das amostras de probidticos Lactobacillus foram inoculadas em
placas de agar MRS (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e incubadas em

condi¢des de microaerofilia (5% de COz2) a 37°C por 24-48 horas.
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Para o cultivo dos patégenos periodontais, aliquotas de 25 pl de P. gingivalis

W83, P. gingivalis ATCC 33277, P. intermedia 17 e F. nucleatum ATCC 25586 foram

inoculadas em placa de agar sangue suplementado com hemina (10 mg/ml; Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e menadione (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Alemanha) e incubadas em camara de anaerobiose (85% Nz, 5% H2 e 10% CO2) a
37°C por 48 horas.

Para o organismo comensal S. gordonii DL-1, aliquotas de 25 pl da suspensao

da bactéria estocadas a -80°C foram inoculadas em placa de cultura de agar infuséo

de cérebro e coragao (BHI, BD; Becton, Dickinson and Company, Sparks, EUA) e as

culturas incubadas em condigcdo de microaerofilia a 37°C por 24-48 horas.

3.4 Obtencao das culturas para liofilizagao

As amostras foram liofilizadas na fase de cultura estacionaria. Assim, o
processo de incubacao para o crescimento das bactérias, prévio a liofilizacdo, deu-se
por 16 a 18 horas.

Apoés o cultivo das bactérias P. gingivalis, P. intermedia e F. nucleatum em
placas de cultura, como descrito no item 3.3, foi realizado um repique em placas de
cultura de agar sangue, com nova incubagdo em camara de anaerobiose (85% Nz, 5%
H2 e 10% COz2) a 37°C por 24 horas. Em seguida, as placas foram lavadas com 2 ml
de caldo BHI e este conteudo inoculado em caldo BHI (suplementado com 1 mg
hemina/ml e 0,1 mg menadione/ml), ajustando-se a absorbéncia de acordo com
densidade O6ptica previamente padronizada (DOsoonm= 0,65 para P. gingivalis e P.
intermedia, DOesoonm= 0,1 a 0,3 para F. nucleatum), em volume final de 50 ml. As
culturas foram incubadas em camara de anaerobiose overnight (16 a 18 horas) até
atingir DOsoonm= 1 a 1,2 para P. intermedia e P. gingivalis, € DOsoonm= 0,7 a 0,8 para
F. nucleatum.

Para S. gordonii, apds o cultivo inicial em placa de cultura, como descrito no
item 3.3, foi realizado um repique da bactéria em placa de agar BHI, posteriormente
incubada em condi¢des de microaerofilia (5% de CO2) a 37°C por 24 horas. As placas
foram lavadas com 2 ml de caldo BHI, e aliquotas desse conteudo foram inoculadas



35

em caldo BHI, seguindo-se incubacédo por 16 a 18 horas. Apds este periodo, as
culturas foram ajustadas a DOsoonm= 1 e diluidas 1:10, em volume final de 50 ml. As
culturas foram incubadas em condi¢cao de microaerofilia a 37°C por 4 horas, até atingir
DOeoonm= 0,8 2 0,9.

As cepas probidticas foram cultivadas em placas de cultura, como descrito no
item 3.3, com posterior repique em novas placas de agar MRS e incubagdo em
condigdes de microaerofilia a 37°C por 24 horas. Em seguida, as placas foram lavadas
com 2 ml de caldo MRS, e aliquotas desse conteudo foram adicionadas a 10 ml de
caldo MRS, seguindo-se incubacgéo por 16 a 18 horas em 5% de CO:2 (condicéo de
microaerofilia) a 37°C. Apds este periodo, as culturas foram diluidas 1:10 em caldo
MRS e ajustadas a DOsoonm = 1,5-1,8.

3.5 Liofilizagao

As amostras, ja ajustadas quanto a absorbancia, foram centrifugadas a 3.700
rom (2.464 xg) por 10 minutos em temperatura ambiente e ressuspendidas em
solugdo para liofilizagdo (500-800 ul para os patdégenos periodontais e 1 ml as
bactérias probiotticas) [leite desnatado Molico 10% acrescido de 5% de glutamato de
sédio (L-Glutamic acid monosodium salt hydrate, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) e 5% de solucdo de dithiothreitol (Sigma-Aldrich)]. Aliquotas de 100 pl
foram transferidas para criotubos e mantidas em freezer -80°C. Por fim, as amostras
foram liofilizadas (FreezoneTriad Freezer Dryers, Labconco, Kansas City, EUA) em
-40°C, sob vacuo. O material liofilizado foi armazenado em freezer -80°C.

3.6 Recuperacao das amostras liofilizadas e determinagao de viabilidade

As amostras de patdgenos periodontais anaerdbios estritos (P. gingivalis, P.
intermedia e F. nucleatum) foram ressuspensas em caldo BHI (suplementado com 1
mg hemina/ml e 0,1 mg menadione/ml) e mantidas em camara de anaerobiose por 6

horas, seguindo-se diluigdes seriadas e inoculagdo em triplicata (aliquotas de 25 pl)
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em agar sangue hemina menadione. Apds incubagéo por 2-4 dias, a 37°C em camara
de anaerobiose, as colbnias (nas placas apresentando 30-300 col6nias) foram
contadas, e, assim, foi calculado o numero de UFC/criotubo.

Para S. gordonii, as amostras foram ressuspensas em caldo BHI e incubadas
em condi¢gdes de microaerofilia por 6 horas, seguindo-se diluicdes seriadas e
inoculagdo em ftriplicata (aliquotas de 25 ul) em agar BHI para determinagdo do
numero de UFC/criotubo apds incubagao 2-4 dias em condi¢gao de microaerofilia.

Para as bactérias probidticas L. acidophilus e L. rhamnosus, as amostras foram
ressuspensas em caldo MRS e inoculadas imediatamente em ftriplicata em placas de
agar MRS, seguindo-se a determinagao de UFC/criotubo apds incubagao das placas
em microaerofilia por 2-4 dias. Para determinagdo da redugédo da carga microbiana
durante o processo de liofilizagado/estocagem/recuperagao, foi também realizada a
determinagao do numero de organismos viaveis antes do processo de liofilizagao.

O processo de recuperacdo das bactérias liofilizadas foi repetido
bimestralmente para avaliagdo da manutengdo do numero de organismos viaveis por

criotubo.

3.7 Animais e condi¢gdes de manutengao

Foram utilizados 48 camundongos machos da linhagem C57BL/6 SPF (Specific
Pathogen Free), com 4 semanas de idade, procedentes do Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e mantidos no biotério de criacdo de
camundongos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas,
USP, em gaiolas com filtros microisoladores, acondicionados em estantes com
ventilagédo, criados em condigbes livres de patdogenos. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos, sendo oito animais experimentais por grupo, e
acompanhados quanto ao peso, perda de mobilidade, condigbes da pelagem e

presenca de lesdes cutdneas durante o transcorrer do estudo.
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3.8 Reducao da microbiota residente

Visando a redugdo da microbiota residente nos camundongos para o
favorecimento da colonizagdo por organismos isolados de humanos, os animais
receberam 1 mg de canamicina/ml (Inlab, Sado Paulo, Brasil) e 1 mg de amoxicilina/ml
(EMS, Sao Paulo, Brasil) (65,96) diluidos na agua disponivel em suas gaiolas, durante
quatro dias consecutivos. Nos ultimos dois dias de antibioticoterapia, as cavidades
orais dos camundongos receberam aplicagédo topica de digluconato de clorexidina
0,2% em gel por meio de microbrush (Peridex, Procter and Gamble, EUA) (96). Foi
respeitado um intervalo de dois dias antes do inicio das inoculagbes com probidticos
(trés dias antes do inicio das inoculagbes do consoércio microbiano).

3.9 Inoculagdes do consércio e dos probidticos

3.9.1 Indculo para indugao de periodontite experimental

As amostras liofilizadas de cada um dos microrganismos do consorcio
microbiano [P. gingivalis (ATCC 33277), P. gingivalis (W83), P. intermedia (17), S.
gordonii (DL1) e F. nucleatum (ATCC 25586)] foram recuperadas acrescentando-se 1
ml de caldo infus&o de cérebro e coragdo (BHI, BD; Becton, Dickinson and Company,
Sparks, EUA) suplementado com 1 mg hemina/ml e 0,1 mg menadione/ml, seguindo-
se incubagdo em camara de anaerobiose (85% N2, 5% H2 e 10% CO2) a 37°C por 6
horas. Visando evitar a perda de viabilidade das bactérias, os indéculos foram
preparados apenas no momento da inoculagéo. Aliquotas de 50 pl contendo 2 x 102
UFC/mI de cada bactéria foram adicionadas a 750 ul carboximetilcelulose 2% diluida
em agua estéril (LabSynth, Sdo Paulo, Brasil), um veiculo inerte ao organismo e de

viscosidade ideal para a inoculacio oral em animais.
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3.9.2 Inoculacao do consorcio microbiano para inducao de periodontite experimental

Os animais dos grupos P+ foram inoculados por vinte e cinco dias, sendo cinco
dias/semana durante as cinco primeiras semanas do ensaio. As inoculagdes foram
realizadas diretamente na cavidade oral dos animais com o auxilio da agulha de
gavagem, com a administragdo do volume de 50 pl contendo 10" UFC/mI de cada
bactéria. Animais controles, inoculados apenas com veiculo (carboximetilcelulose

2%), foram também avaliados.

3.9.3 Ind6culo das amostras de probidticos

As amostras liofilizadas de L. acidophilus LA5 e L. rhamnosus LR32 foram
ressuspensas em 1 ml de Lactobacili MRS caldo (BD; Becton, Dickinson and
Company, Sparks, EUA), obtendo-se 2 x 10° UFC/ml. Aliquotas de 50 pl desse

conteudo foram adicionadas a 950 pl de carboximetilcelulose 2%.

3.9.4 Inoculagdes das amostras de probidticos

Os animais dos grupos L+ foram inoculados uma vez ao dia, durante todo o
periodo experimental (quarenta e cinco dias). Esses animais receberam a
administragao oral, por meio de agulha de gavagem, do volume de 50 pl do inéculo,
contendo 10° UFC/ml de cada bactéria. Animais controles L-, inoculados apenas com
veiculo (carboximetilcelulose 2%), foram também avaliados. Foi respeitado um
intervalo de 4-6 horas entre as inoculagdes das cepas probioticas (realizadas no
periodo da manha) e do consdércio microbiano (realizadas no periodo da tarde), visto
que a proposta do presente estudo foi avaliar a possivel influéncia de cepas
probidticas na colonizagao oral por patégenos periodontais e, assim, na prevengao e
controle da doenca periodontal.
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3.10 Obtencao das amostras

Quarenta e cinco dias apds a inoculagao inicial com o consoércio microbiano, os
camundongos foram anestesiados com uma associagao de ketamina (Dopalen 10%,
Laboratdrio Vetbrands, Rio de Janeiro, Brasil) e xilazina (Ansedan 2%, Laboratério
Vertbrands, Rio de Janeiro, Brasil), diluida em solucao salina fosfatada PBS (8 g NaCl,
1 g KClI, 3,5 g Na2HPO4 e 1 g KH2PO4) estéril, em proporgdes de 5,4% de ketamina,
8,6% de xilazina e 86% PBS estéril, administrada via intraperitoneal (300 pl por
animal). Uma amostra de sangue foi obtida por pungao intracardiaca, a fim de
minimizar a contaminagao, e os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical. As amostras de tecido gengival foram coletadas da superficie maxilar
adjacente aos molares dos camundongos (figura 3.2), segundo técnica descrita por

Mizraiji et al. (97), com auxilio de tesoura iris e pinga clinica odontopediatrica.

Figura 3.2 — Representagdo da area de gengiva excisada para a realizagcéo das analises propostas. O
objetivo da técnica descrita por Mizraji et al., 2013 é isolar o tecido gengival adjacente aos
trés molares de cada hemimaxila (area delimitada pela elipse), de modo a maximizar o
volume tecidual removido e otimizar as analises posteriores

¥

Gengiva excisada

Fonte: Mizraji et al. (98)
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Parte do tecido gengival foi imediatamente transferido para solugdo de
RNA/ater™ Stabilization Solution (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lituénia), para analise da expressao génica; a outra parte foi transferida para solugao
inibidora de proteases [PBS, 0,05% Tween 20, 1mM PMSF (Sigma P7626) e inibidor
de proteases (Sigma, P8340) em diluicdo 1:100], visando a andlise de citocinas.
Ambas foram armazenadas em freezer a -80°C. Apds a remogao do tecido gengival,
a hemimaxila direita foi transferida para tubo contendo solucido de formaldeido a 4%
e assim mantida por 24 horas em temperatura ambiente, seguindo-se transferéncia
para solucdo salina fosfatada PBS e armazenamento a 4°C até a analise por

microtomografia computadorizada.

3.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

A perda Ossea alveolar foi determinada usando um microtomografo (SkyScan
1176 versao 1.1, Bruker Biospin, Kontich, Bélgica) a 45kV de voltagem, 550uA de
corrente, 8,71um tamanho do pixel, filtro de aluminio 0,2mm. As hemimaxilas direitas
dos animais foram escaneadas e as imagens analisadas calculando-se o volume
osseo (CT Analyzer software Version 1.15.4.0, SkyScan, Bruker Biospin, Kontich,
Bélgica) da regi&o interproximal entre o primeiro e o segundo molar (area de 60 x 30
pixels selecionada em 15 cortes coronais a partir da JEC do segundo molar), por

examinador cego ao experimento.

3.12 Estudo da expressao génica (RT-PCR) no tecido gengival

As amostras de tecido gengival em RNA/ater foram submetidas a extragédo de
RNA utilizando Reagente TRIzol LS (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA),
conforme instru¢des do fabricante. Foi utilizado 1,0 ml de TRIzol por fragmento de
tecido gengival. Apos a incubagdo por 30 minutos, foram adicionados 100 ul de
cloroférmio (LabSynth, S&o Paulo, Brasil), seguindo-se incubagao por 15 minutos em
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temperatura ambiente e centrifugagcédo (12.000 xg/15 minutos/4°C). O RNA na fase
aquosa foi precipitado com isopropanol (LabSynth, Sdo Paulo, Brasil) e os sais
removidos com lavagem por duas vezes com etanol (75%) (LabSynth, Sdo Paulo,
Brasil). Apos a secagem em temperatura ambiente, o RNA resultante foi
ressuspendido em agua livre de RNAse (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA), e tratado com
desoxiribonuclease (Ambion™ DNase |, RNase-free, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, EUA) por 15 minutos a 25°C. A enzima foi inativada pelo calor (65°C por 10
minutos) e o RNA foi quantificado por mensuragéo em espectrofotdmetro 260 e 280
nm (Nanodrop Technologies ND-1000, Wilmington, EUA) e entdo utilizado para a
sintese de cDNA.

A sintese da fita de cDNA foi realizada utilizando aproximadamente 100 ng de
RNA, com o uso do kit SuperScript™ Vilo™ Synthesis Kit para RT-PCR (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, EUA), conforme as instrugbes do fabricante. Foram
adicionados 4 pl de 5X VILO™ Reaction Mix, 2 ul de 10X SuperScript™ Enzyme Mix,
1 pl de RNA (100 ng/ml) e agua para obter um volume total de 20 yl da reagdo. Foram
utilizados como controles reagao sem adigcao de RNA e reacdo com adicdo de RNA e
sem adig¢ao de Super Script Enzime Mix.

Apos o ciclo inicial de 10 minutos a 25°C, a reacao continuou por 1 hora a 42°C,
e entdo o material foi submetido a 85°C por 5 minutos. O cDNA foi estocado a -20°C
até o momento do uso.

O PCR quantitativo foi realizado em um termociclador StepOne Plus System
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) para analise da expressdo génica. Foram
utilizados primers e sondas comerciais Tagman (Applied Biosystem, Foster City, EUA)
para camundongos: il-18 (MmO00434228 m1), tnf-a (MmO00443258 m1), tir-2
(Mm01213946_g1), tir-4 (MmO00445273_m1), nirp3 (MmO04210224_m1), il-18
(Mm00434226_m1), il-6 (Mm00446190_m1), B-actin (Mm00607939 s1) e gapdh
(Mm99999915_g1). Cada reacao foi realizada utilizando 0,5 pl 20x TagMan™ Gene
Expression Assay (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituénia), 5 pl 2x
PCR Master Mix 2x (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania), 2 ul de
cDNA (100 ng), 2,5 pl agua RNase free (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA).
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Nestes ensaios, a quantificagao relativa da expressao dos genes alvo foi feita
pelo método do AACT, utilizando a média da expressao dos genes B-actina e GAPDH

como controle endogeno (98).

3.13 Determinacgao dos niveis de citocinas no tecido gengival

As amostras de tecido gengival em solugdo inibidora de proteases foram
homogeneizadas com o auxilio do equipamento Mini Bead Beater (Cole-Parmer,
Vernon Hills, EUA), centrifugadas a 10.000 rpm (7.200 xg) por 1 minuto e as proteinas
do sobrenadante quantificadas por meio do kit Micro BCA™ Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA).

As amostras de tecido gengival foram avaliadas quanto aos niveis de IL-1B, TNF-
a, IL-6, IL-17, IL-4 e IL-10 por analise multiplex, usando o sistema Bio-Plex 200 System
(Bio-Rad, Hercules, EUA) com um kit customizado de detecgc&o de multiplas citocinas
(MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine Kit, Cat. #MPXMCYTO-70K, Millipore-
Merck, Burlington, EUA). Os reagentes para o ensaio (beads para cada anticorpo,
controles de qualidade 1 e 2, tamp&ao para lavagem e curva-padrao) foram preparados
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para o inicio do ensaio, foram adicionados 200 ul do tampao de lavagem em cada
pogo da microplaca de 96 pogos, mantida em agitagdo em temperatura ambiente por
10 minutos, para o seguinte descarte da solugédo. Entdo, foram adicionados aos
respectivos pogos 25 ul das solugdes para curva-padrao e dos controles de qualidade
e 25 ul das amostras, seguindo-se a adicdo de 25 yl da mistura das beads de todos
os anticorpos de interesse e de 25 ul de tampao a todos os pogos. Como controle
negativo, foi utilizada a solugdo diluente das amostras (solugédo inibidora de
proteases). A placa foi incubada overnight a 2-8°C e, em seguida, lavada duas vezes
com o tampao de lavagem (200 pl por pogo) para a adigao de 25 ul de anticorpos de
detecgao por pogo, com seguinte incubagao por uma hora em temperatura ambiente.
Nesse momento, foram adicionados 25 ul de streptavidin-phycoerythrin por pogo, com
nova incubagdo por trinta minutos em temperatura ambiente. Por fim, a placa foi
lavada novamente com 200 ul de tamp&o de lavagem por duas vezes para a adigao

de 150 pl do fluido Sheath, para a posterior leitura no leitor de microplacas do sistema
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Bioplex 200 com o auxilio do software Bio-plex Manager (Bio-Rad, Hercules, EUA). A
concentragado dos mediadores de interesse (pg/ml) foi calculada a partir da analise da

intensidade média de fluorescéncia em cada amostra.

3.14 Analise estatistica

Os dados foram testados em relacdo a normalidade com teste estatistico
Kolmogorov-Sminorv com correlagéo de Llilliefors e a homogeneidade de variancias
foi avaliada pelo teste F. Foi utilizado o teste ANOVA de sentido unico seguido do
teste de Comparacao Multipla de Tukey para analises estatisticas de dados normais.
A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05. A analise foi realizada com
auxilio do programa GraphPad Prisma® Versdo 6.0 (Software GraphPad, La Jolla,
EUA).
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4 RESULTADOS

41 Liofilizacao do consoércio microbiano e das cepas probioéticas

Optamos por utilizar, no presente estudo, as cepas bacterianas em sua forma
liofilizada, a fim de garantir a previsibilidade das inoculagées, bem como maior
controle da concentragdo dos microrganismos. Para cada inoculagéo, as bactérias
liofilizadas, empregadas no consorcio microbiano de inducdo da periodontite
experimental, foram ressuspendidas em caldo BHI e mantidas sob condi¢des
anaerobicas, para os patdgenos periodontais anaerdbios estritos, e sob microaerofilia,
para S. gordonii, a 37°C, por 6 horas, visando que as culturas atingissem a fase
logaritimica de crescimento. Os probidticos Lactobacillus foram ressuspendidos em
caldo MRS e ajustada a concentragé&o de acordo com o numero de UFC/tubo de cada
lote, para serem imediatamente usados como inéculo. Dessa forma, pudemos
mimetizar o uso ja consagrado de probiético em humanos, comumente em sua forma
liofilizada.

O numero de células viaveis por criotubo foi avaliado previamente, a fim de
estabelecer-se o protocolo para as inoculagbes, de modo que 1x10"" UFC de cada
microrganismo do consércio e 1x10° UFC de cada probidtico fossem empregados nos
in6culos ressuspensos na solugdo de carboximetilcelulose a 2%. O numero de UFC
por lote de bactérias liofilizadas foi variavel; portanto, foi definido o uso dos lotes que
apresentassem cerca de 10%° (para o consércio microbiano) e 10'3 (para as bactérias
probioticas) UFC/tubo de cada cepa, a serem diluidos para as concentragcbes de
interesse no momento da inoculagéo.

A avaliacdo da manutencdo da viabilidade microbiana durante o periodo
experimental indicou que as condi¢des utilizadas para o processo de liofilizagao foram
adequadas para a realizagdao do estudo, desde que observada a condigao de

estocagem em freezer a -80°C por até 6 meses.
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4.2 Perda 6ssea alveolar

A analise da perda Ossea alveolar foi realizada pela estimativa do volume 6sseo
da hemimaxila direita dos animais, na regido interproximal entre o primeiro e o
segundo molar (Figura 4.1). Os dados indicaram que o modelo experimental para
inducao de periodontite foi bem-sucedido, com diferenga estatisticamente significante
entre os grupos SHAM (P-L-) e P+L-; ndo foi encontrada diferenga no volume 6sseo
entre os demais grupos (ANOVA, comparagao multipla de Tukey, p < 0,05%), como
mostra a figura 4.2. A analise dos dados nos leva a inferir que o tratamento com as
cepas probidticas selecionadas controlou a perda dssea alveolar induzida pelo
consorcio microbiano (grupos P+L+), e que o tratamento apenas com os probioticos
nao foi capaz de induzir perda de osso alveolar (P-L+).

Figura 4.1 — Representagao da area analisada (regido interproximal entre o primeiro e 0 segundo
molar, area de 60 x 30 pixels, corte coronal) para mensuragéo do volume ésseo.

Fonte: O autor
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Figura 4.2 - Dados de volume ésseo (média e desvio padrdo) (pixels?®) da regido interproximal entre o
primeiro e o segundo molar (&rea de 60 x 30 pixels, corte coronal) da hemimaxila direita de
camundongos C57BL/6 apds 45 dias de diferentes tratamentos: SHAM (controle negativo:
veiculo consdrcio microbiano + veiculo probidtico), P+L- (consércio microbiano + veiculo
probiético), P-L+(LAS5) (veiculo consércio microbiano + probidtico L. acidophilus
LAS5), P+L+(LA5) (consorcio microbiano + probidtico L. acidophilus LAS), P-L+(LR32)
(veiculo consoércio microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32), P+L+(LR32) (consoércio
microbiano + probiotico L. rhamnosus LR32). (*) Diferencga estatisticamente significante em
relagéo ao controle (SHAM), ANOVA, comparagao Multipla de Tukey, p < 0,05%
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4.3 Expressao génica relativa no tecido gengival

A anadlise da expressao génica dos genes que codificam as citocinas pro-
inflamatodrias il-18, tnf-a, il-6 e il-18 revelou que a administragdo do consorcio
microbiano e/ou das cepas probiodticas ndo foi capaz de induzir a expressao destes
genes ao final do periodo experimental, doze dias apds a ultima inoculagao, visto que
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes em relagao ao grupo
SHAM (P-L-). Podemos notar, entretanto, que a administragdo do probidtico L.
rhamnosus LR32 induziu a maior expressado génica de il-18, quando comparada a
administracdo do probiotico L. acidophilus LA5, nos dois grupos sem inducéo da
doenca periodontal [P-L+(LR32) e P-L+(LA5)]. Além disso, L. rhamnosus LR32, na
presenca e na auséncia do consoércio microbiano, também induziu ao aumento na
expressao génica de inf-a, quando comparado ao probidtico L. acidophilus LA5 nas
mesmas condigdes (Figura 4.3).
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Quanto aos genes associados a receptores foll-like, os dados sugerem que o
probidtico L. rhamnosus LR32 regula positivamente a expressao de tIr4, na auséncia
e na presenca do consoércio microbiano. Nao foram encontradas diferengas entre os
grupos estudados quanto a transcrigao relativa de tIr2 e nirp3 no tecido gengival
(ANOVA, comparagao Multipla de Tukey, p > 0.05) (Figura 4.4).

Figura 4.3 - Expressao relativa dos genes il1- (Figura 4.3 A), inf-a (Figura 4.3 B), il-6 (Figura 4.3 C) e
il-18 (figura 4.3 D) por RT-gPCR em tecido gengival dos diferentes grupos: SHAM (controle
negativo: veiculo consércio microbiano + veiculo probiético), P+L- (consércio microbiano
+ veiculo probidtico), P-L+(LAS5) (veiculo consorcio microbiano + probidtico L. acidophilus
LAS5), P+L+(LA5) (consércio microbiano + probidtico L. acidophilus LA5), P-L+(LR32)
(veiculo consércio microbiano + probioético L. rhamnosus LR32), P+L+(LR32) (consércio
microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32). Simbolos iguais denotam diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, ANOVA, comparagao multipla de Tukey, p

< 0,05%
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Figura 4.4 - Expressao relativa dos genes tir2 (Figura 4.4 A), tir4 (Figura 4.4. B) e nlrp3 (Figura 4.4 C)
por RT-qPCR em tecido gengival dos diferentes grupos: SHAM (controle negativo: veiculo
consércio microbiano + veiculo probidtico), P+L- (consércio microbiano + veiculo
probiético), P-L+(LA5) (veiculo consércio microbiano + probidtico L. acidophilus LAS5),
P+L+(LAS5) (consércio microbiano + probidtico L. acidophilus LA5), P-L+(LR32) (veiculo
consorcio microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32), P+L+ (LR32) (consércio
microbiano + probiético L. rhamnosus LR32). Simbolos iguais denotam diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos, ANOVA, comparagéo Multipla de Tukey, p
< 0,05%
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4.4 Determinacgao dos niveis de citocinas no tecido gengival

Os tecidos gengivais dos animais experimentais foram avaliados quanto aos
niveis das citocinas pro-inflamatdrias IL-1p3, IL-6, IL-17 e TNF-a e anti-inflamatérias IL-
4 e IL-10. Assim, foi possivel observar diferencas nos perfis de citocinas entre os
grupos experimentais.

Os grupos experimentais foram individualmente compostos por oito animais. IL-
1B foi detectada em amostras de tecido gengival de dois animais dos grupos P-L, P-
L+(LAS), P+L+(LAS) e trés animais do grupo P-L+(LR32) Os dados revelam aumento
dos niveis desta citocina no grupo inoculado com o consércio microbiano
concomitante ao probidtico L. acidophilus LA5. TNF-a, por sua vez, foi detectada em
amostras de tecido gengival de dois animais dos grupos P+L+(LA5) e P+L+(LR32),
apontando para o aumento dessa citocina primeiro, inoculado com o consorcio
microbiano e o probidtico L. acidophilus LAS5. |IL-6 foi detectada em amostras de tecido
gengival de dois animais dos grupos P+L- e P+L+(LA5), indicando o aumento dos
niveis dessa citocina no grupo sob administracdo do consércio de patdégenos
periodontais. A citocina IL-17 foi detectada em niveis similares para todos os grupos,
com discreto aumento no grupo P+L-, inoculado apenas com os patdgenos
periodontais. Esses dados podem ser observados na figura 4.5.
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Figura 4.5 — Determinagéo dos niveis das citocinas (pg/ml) IL-1p (A), IL-6 (B), IL-17 (C) e TNF-a (D)
por analise multiplex em tecido gengival dos grupos experimentais: SHAM (controle
negativo: veiculo consércio microbiano + veiculo probiotico), P+L- (consércio microbiano
+ veiculo probidtico), P-L+(LAS5) (veiculo consorcio microbiano + probidtico L. acidophilus
LA5), P+L+(LAS) (consoércio microbiano + probiodtico L. acidophilus LA5), P-L+(LR32)
(veiculo consoércio microbiano + probiético L. rhamnosus LR32), P+L+ (LR32) (consoércio
microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32). (*) Diferenca estatisticamente significante
em relagdo aos demais grupos experimentais; (**) Diferenca estatisticamente significante
em relacdo aos grupos SHAM e P-L+(LR32); (***) Diferenga estatisticamente significante
em relagdo aos grupos SHAM, P-L+(LA5) e P+L+(LR32), ANOVA, comparagdo Mdltipla
de Tukey, p < 0,05%
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A citocina IL-4 foi detectada em niveis estatisticamente diferentes entre os
grupos P+L+(LA5) e P-L+(LR32), indicando o aumento dos niveis dessa citocina no
grupo inoculado com o consorcio microbiano associado ao probidtico L. acidophilus
LA5. Ja para IL-10, os dados indicam que houve aumento dos niveis dessa citocina
no tecido gengival do grupo P-L+(LR32), inoculado apenas com o probidtico L.

rhamnosus LR32 (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Determinagao dos niveis das citocinas (pg/ml) IL-4 (A) e IL-10 (B) por analise multiplex
em tecido gengival dos grupos experimentais: SHAM (controle negativo: veiculo consoércio
microbiano + veiculo probiético), P+L- (consércio microbiano + veiculo probidtico), P-
L+(LAS) (veiculo consorcio microbiano + probidtico L. acidophilus LAS), P+L+(LAS5)
(consércio microbiano + probidtico L. acidophilus LAS5), P-L+(LR32) (veiculo consoércio
microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32), P+L+(LR32) (consércio microbiano +
probiético L. rhamnosus LR32). (a) Diferenga estatisticamente significante entre os grupos
com o mesmo simbolo; (*) Diferenca estatisticamente significante relagdo aos grupos
SHAM, P+L-, P-L+(LA5) E P+L+(LR32), ANOVA, comparagdo Multipla de Tukey, p <

0,05%.
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4.5 Efeitos colaterais e ganho de peso induzido pelos diferentes tratamentos

O estudo in vivo foi realizado sem intercorréncias. Nenhum animal foi perdido
no transcorrer dos experimentos e ndao foram observados efeitos colaterais aos
diferentes tratamentos a que os animais foram submetidos, como alteracdes
cutaneas, na pelagem, comportamentais ou locomotoras, bem como quaisquer
caracteristicas que indicassem comprometimento visivel. Os animais foram
acompanhados durante todo o periodo experimental; ao final do ensaio, ndo houve
diferencga estatisticamente no ganho de peso entre os grupos em relagdo ao controle
SHAM. No entanto, foi encontrada diferencga estatisticamente significante de ganho de
peso entre os grupos P+L+(LAS) e P+L+(LR32), com maior ganho para o segundo

grupo, como apresentado na figura 4.7.
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Figura 4.7 - Média e desvio padrao do ganho de peso dos animais em gramas apos os 45 dias de
periodo experimental, de acordo com os grupos: SHAM (controle negativo: veiculo
consoércio microbiano + veiculo probiético), P+L- (consércio microbiano + veiculo
probiético), P-L+(LA5) (veiculo consércio microbiano + probiotico L. acidophilus LAS),
P+L+(LA5) (consorcio microbiano + probiético L. acidophilus LA5), P-L+(LR32) (veiculo
consorcio microbiano + probidtico L. rhamnosus LR32), P+L+(LR32) (consdrcio
microbiano + probiético L. rhamnosus LR32). (a) Diferencga significante entre os grupos
inoculados com consoércio microbiano e diferentes probidticos (P+L+). ANOVA,
comparacgao Multipla de Tukey, p < 0,05%
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5 DISCUSSAO

As limitagbes do tratamento periodontal, bem como os mecanismos ainda nao
plenamente esclarecidos sobre o desenvolvimento e progressao da doenga, revelam
a necessidade de questionamentos acerca das abordagens mais comumente
empregadas em seu manejo, que nao raramente ndo sao capazes de evitar a
recolonizagao dos sitios tratados por periodontopatégenos e novo ciclo destrutivo.
Além disso, nos inserimos em um cenario de busca de alternativas as
antibioticoterapias, visto que a resisténcia aos antimicrobianos ja € um problema
enfrentado pela comunidade médica e odontologica. Assim, os probidticos surgem
como uma nova ferramenta no combate as doengas infecciosas.

Lactobacillus, em suas diversas espécies, sS40 organismos comensais que
vivem em intima associagao ao organismo humano, sendo oportunamente utilizados
como probiéticos para tratamentos gastrointestinais ha décadas. E interessante notar
que o papel dos Lactobacillus vai além da inibicdo do crescimento de diversos
patégenos; algumas espécies apresentam significativa agdo na manutencao da saude
por meio da estimulagédo do sistema imune ou do efeito anti-inflamatério (71).

A espécie Lactobacillus acidophilus € amplamente reconhecida por seus efeitos
probioticos e a mais comumente sugerida para o uso alimenticio. A bactéria é
constituinte da microbiota humana, podendo ser encontrada na cavidade oral, no trato
gastrointestinal e na vagina (99). O inicio de sua administragdo como adjuvante a
terapia periodontal convencional data de 1994 (100); ja nesta ocasido, foram
encontrados resultados positivos em relacdo aos parametros clinicos em pacientes
periodontais e alteragcdes na microbiota oral, com aumento na abundancia de cocos e
bacilos Gram-positivos nos pacientes tratados.

A espécie Lactobacillus rhamnosus também compde o grupo de espécies
probioticas de amplo uso comercial, vastamente empregada na promog¢ao da saude
gastrointestinal (101) gracas a sua grande capacidade adesiva e imunomoduladora
(102). Em estudos anteriores, a espécie apresentou forte atividade inibitéria sobre o
crescimento de patdégenos orais gragas a producao de substancias antimicrobianas
(103).

As propriedades imunomoduladoras e antimicrobianas dos lactobacilos os

tornaram interessantes a aplicagdes diversas, além do controle da doenca periodontal.
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A cepa L. acidophilus LA5 vem sendo empregada em uma ampla gama de condigdes,
como o controle da hiperglicemia gestacional (104), o controle glicémico em pacientes
com sindrome metabdlica (105), a inibigdo da forma plancténica e da formacao de
biofiime de S. aureus (106), o controle da atividade de carie (107), o controle da
inflamacéao sistémica em obesos (108), dentre outras. Ja a cepa L. rhamnosus LR32
€ menos explorada pela literatura cientifica; a espécie, entretanto, € estudada em suas
diversas cepas para numerosas finalidades, como a inibigdo do crescimento de
Escherichia coli e restabelecimento da barreira intestinal (109), a prevencédo da
infeccao por Candida albicans (110), o alivio dos efeitos colaterais e restabelecimento
da microbiota intestinal ap6s administragdo de ceftriaxona (111), o controle da
obesidade e da inflamagéao sistémica (112), a prote¢cdo de neonatos contra a infecgéo
respiratoria pelo virus influenza (113), a prevencdo de tumores dermatologicos
induzidos por exposi¢ao aos raios UV (114), dentre outras aplicagbes. Assim, é
importante ressaltar que o emprego dessas bactérias na literatura médica e
odontologica é extenso, 0 que demonstra a seguranga em sua administragao.

No presente estudo, a periodontite experimental foi induzida por meio da
inoculagao de organismos patobiontes e patdégenos periodontais de origem humana.
Esta abordagem é importante, pois a capacidade dos probiéticos de promover saude
nao é somente atribuida aos seus efeitos sobre o0 hospedeiro, mas também ao seu
efeito direto sobre os microrganismos patogénicos (115).

Os dados obtidos pela analise do ganho de peso e o acompanhamento dos
animais dos grupos SHAM (P-L-) e controle positivo (P+L-) revelaram que o modelo
de periodontite experimental ndo interferiu no estado geral de saude dos animais e
permitiu ganho de peso similar ao observado no grupo SHAM (figura 4.7).

A administracdo das cepas probidticas testadas, L acidophilus LAS e L.
rhamnosus LR32 [grupos P-L+(LAS5) e P-L+(LR32)] também nao resultou em
alteragdes dignas de nota durante o periodo experimental. Por outro lado, o ganho
de peso dos animais dos dois grupos sob indugao de periodontite e administragcao de
probiodtico diferiram entre si, embora ndo tenham diferido do grupo SHAM (figura 4.1).

Diferentes espécies de Lactobacillus, incluindo L. acidophilus e L.
rhamnosus, sao capazes de promover alteracées no peso quando associadas a
outras medidas de controle do peso (116), e estas alteragdes ocorrem com alteragbes

no microbioma intestinal. Uma revisao sistematica concluiu que a administracao de L.



57

acidophilus foi associada ao ganho de peso (117), enquanto L. rhamnosus GG né&o
alterou o ganho de peso em gestantes (118). A analise do genoma de cepas de
Lactobacillus, associadas ao ganho ou perda de peso, revelou diferengas entre os
dois grupos de cepas associadas a genes produtores de bacteriocinas, ao
metabolismo de carboidratos e ao metabolismo de lipidios (119), mas nao existem
informacdes sobre as cepas aqui testadas, e deve-se ter em mente que o efeito de
probioticos & cepa-especifico. Cepas relacionadas podem diferir no gendtipo e no
fendtipo, e, assim, as caracteristicas de uma cepa ou espécie bacteriana nado se
reproduzem em outras cepas ou espécies relacionadas (120).

Assim, visto que a periodontite experimental poderia ter promovido alteragdes
no microbioma intestinal (121), os dados sugerem que a administracdo das duas
cepas probidticas testadas pode ter modulado a composi¢cao da microbiota intestinal
disbidtica induzida pela administragcdo de P. gingivalis de maneiras distintas, com
reflexo no ganho de peso. Outros dados avaliando o efeito destas cepas em animais
submetidos a diferentes dietas, bem como a analise do microbioma intestinal dos
animais empregados no presente estudo, sdo ainda necessarios para confirmar esta
hipbtese.

O modelo experimental de periodontite aqui empregado apresenta limitagdes.
Apesar de ter sido usado um consércio microbiano visando favorecer a colonizagao
persistente do biofilme oral por organismos de origem humana, em estudo anterior
com o mesmo modelo foi demonstrado que P. gingivalis nao foi detectada no biofilme
oral dos animais apés 12 dias da ultima inoculagdo com o patogeno* Assim, o possivel
efeito dos probidticos sobre os patdégenos periodontais ndo pdde ser determinado.

Por outro lado, os dados obtidos pela analise do volume 6sseo alveolar dos
animais do grupo SHAM (P-L-) e grupo controle positivo (P+L-) revelaram que o
modelo de periodontite experimental aplicado ao presente estudo foi bem-sucedido,
levando a reabsorg¢ao do osso alveolar no grupo infectado (P+L-), corroborando com
outros estudos ja publicados (65). Cabe observar que o sucesso do modelo
experimental do presente estudo também se deve a selegcdo dos animais. O
camundongo C57BL/6 possui perfil inflamatorio e € vastamente empregado em

investigacbes de doencas metabdlicas e inflamatérias (122). Assim, dentre as

* Shimabukuro et al., dados nao-publicados.
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espécies disponiveis, esta foi selecionada por adequar-se a proposicao de indugao de
uma doenca de carater inflamatério.

A administracdo das cepas probioticas testadas, L. acidophilus LA5 e L.
rhamnosus LR32 [grupos P-L+(LAS) e P-L+(LR32)], n&do foi capaz de induzir a perda
o0ssea alveolar. No entanto, os probiéticos foram capazes de controlar a destruicao
alveolar induzida pelo consorcio microbiano, uma vez que os grupos P+L+(LA5) e
P+L+(LR32) apresentaram volume &ésseo alveolar semelhante ao controle negativo
(grupo SHAM) (figura 4.3).

Outros estudos mostram que cepas probiodticas sdo capazes de controlar a
periodontite experimental induzida por ligadura (123,124) ou pela inoculagdo de
patogenos de origem humana (65). No entanto, é importante ressaltar que a maioria
dos modelos experimentais de periodontite utiliza o modelo de ligadura, em que a
doenga é induzida por um curto espago de tempo, € 0s microrganismos envolvidos
compdem a microbiota residente dos camundongos, com aumento de espécies néao
comumente envolvidas na periodontite no homem (90,91).

Os dados indicam o potencial das cepas probidticas testadas no controle da
periodontite, sugerindo seu uso como adjuvante ao tratamento periodontal. No
entanto, € importante frisar que, no presente estudo, as cepas probidticas foram
capazes de controlar o desenvolvimento da doenca, ndao tendo seu efeito testado
frente a doenca ja estabelecida.

As bactérias probidticas tém como um de seus principais mecanismos a
capacidade de modulagao da resposta imune, e por isso estes organismos podem ser
denominados imunobidticos (125). As superficies mucosas sao expostas a
microrganismos comensais, patogénicos e a seus produtos, e estes padrdes
moleculares sao reconhecidos por receptores de superficie e citoplasmaticos,
desencadeando a resposta imune inata. Microrganismos patogénicos e seus
produtos, como toxinas, induzem a secrecio de citocinas inflamatdrias e quimiocinas
e ao recrutamento de células inflamatorias ao sitio da infecgdo, com o objetivo de
limitar a infeccdo. Microrganismos comensais e seus componentes, por sua vez,
normalmente nao induzem a uma resposta inflamatéria, o que permite a manutencao
da homeostase mesmo frente a uma densa colonizagao (126).

As células epiteliais gengivais expressam receptores TLRs que reconhecem
PAMPs, com excec¢ao de TLR10 (127). No entanto, as superficies mucosas, como a
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mucosa intestinal, apresentam regulagao negativa de alguns receptores, como TLR4,
um mecanismo de controle da resposta inflamatdria induzida pela microbiota residente
(126). O mesmo ocorre na mucosa oral, onde as células epiteliais gengivais nao
reconhecem o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, exceto quanto
este encontra-se internalizado (128). Por outro lado, a completa auséncia de
sinalizagdo de TLRs em camundongos MyD88~~ resulta em inflamag&o mais severa
do que a encontrada em camundongos selvagens (129).

No presente estudo, foi avaliada a expressao relativa de tir2 e tIr4, envolvidos
no reconhecimento de lipidios, como do acido lipoteicoico de Gram-positivas por
TLR2 e do lipopolissacarideo de Gram-negativas por TLR4. O acido lipoteicoico de
lactobacilos probidticos induz a uma sinalizagdo mediada por TLR2 que pode levar a
produgao de citocinas pré-inflamatodrias; modificagbes no acido lipoteicoico podem
resultar em aumento da atividade anti-inflamatdria de certos probidticos (125). Ha
crescentes evidéncias na literatura que suportam a aplicacao terapéutica e preventiva
de probidticos para diversos disturbios inflamatérios gastrointestinais em que os
receptores TLRs exercem importante papel (130).

A periodontite também pode ser caracterizada como uma doenca inflamatoria
em que o papel dos receptores toll-like merece destaque. A camada basal do epitélio
gengival apresenta maior numero de células expressando TLRs que as demais
camadas, e a comparagao entre a gengiva saudavel e com periodontite revela que
a expressao de TLR2, TLR6 e TLR9 € maior na camada basal do epitélio, e que o
numero de células TLR+ é maior no tecido conjuntivo de sitios com periodontite do
gue em estado de saude gengival (127). Por outro lado, em estudo que expds o tecido
gengival a biofilmes comensal e patogénico, observou-se que o biofilme associado a
saude leva a ativacdo de vias de sinalizacao por TLR, induzindo a secrecado de
peptideos antimicrobianos, citocinas e quimiocinas para combater potenciais
desafios, além de aumentar a proliferacdo e a estratificacdo da barreira epitelial,
enquanto as bactérias patogénicas levam a uma resposta inflamatéria de menor
intensidade, favorecendo a evasao das defesas do hospedeiro (131).

A inducdo de periodontite experimental por inoculagdo do consodrcio
microbiano nao resultou em alteragcédo na expressao de genes codificando receptores
de superficie, como tIr2 ou tir4. Estudos in vitro indicam que LPS de P. gingivalis
resulta em regulagédo positiva de tIr4 (132). Nossos dados também diferem dos

obtidos utilizando modelo de periodontite experimental induzida por ligadura
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associada a infecgao por P. gingivalis. Este modelo resultou em maior expressao de
tir4 ap6s 10 dias de manutencao da ligadura, e a administracdo de antagonista a
tir4, como TAK-242, aboliu a regulagao positiva do receptor, bem como a destrui¢ao
do osso alveolar (133). As diferengas metodoldgicas entre os dois estudos podem
ter contribuido para os diferentes resultados. Embora no presente estudo tenha sido
detectada destruicdo do osso alveolar, a analise das amostras de tecido gengival foi
realizada doze dias apds o ultimo desafio com o consércio microbiano, diferindo do
estudo de Qi et al. (133). Assim, a auséncia de diferenga na expresséo relativa de
tir2 e tir4 entre os grupos P+L- e SHAM pode ter-se dado devido ao intervalo entre
o desafio e a eutanasia dos animais.

Um dado relevante do presente estudo € a observacado de que a cepa L.
rhamnosus LR32 induziu ao aumento da expresséo do gene que codifica tir4 nos dois
grupos aos quais foi administrada, ou seja, na presenga e na auséncia do consoércio
microbiano. A ativacdo de TLR4 se relaciona intimamente a resposta inflamatéria
aguda, transdugdo de sinais celulares e apoptose. Muitos estudos mostram que
probiéticos modulam a resposta induzida pela ativacdo de TLR4, reduzindo a
producdo de citocinas pré-inflamatérias (134). Por outro lado, a administracdo de
alguns probidticos, como L. plantarum, pode aumentar a abundancia dos receptores
toll-like, como TLR2, TLR4, TLR6 e TLR9 no ileo e TLR4 no cdlon (135).

Também ¢é interessante notar que n&do houve deteccdo de aumento da
expressao génica de il-1B, tnf-a, il-6 e il-18 no grupo P+L-, importantes mediadores
pro-inflamatérios, ainda que fosse esperado encontrar um perfil inflamatério nos
animais sob inducdo da doencga periodontal. O aumento da transcricdo de fatores
inflamatorios esta relacionado aos primeiros estagios de inflamagdo na doencga
periodontal, enquanto a regulagdo negativa da transcricdo favorece a sobrevivéncia
de periodontopatdgenos, incluindo P. gingivalis, na cronificagdo da doenca. P.
gingivalis é capaz de inibir o inflamassoma, plataforma intracelular que libera IL-13
madura ao ambiente extracelular, para subverter a resposta imune do hospedeiro e,
assim, favorecer sua perpetuacédo (44). A expressao génica de il-18 e de tnf-a,
entretanto, diferiu entre os grupos sob inoculagao das cepas probidticas. A inoculagao
exclusiva da cepa probidtica L. rhamnosus LR32 parece elevar a expressao desses

mediadores inflamatorios, enquanto a cepa L. acidophilus LA5 tem efeito oposto.
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A determinacdo dos niveis das citocinas analisadas do tecido gengival
possibilitou a evidenciagao do perfil inflamatério dos grupos experimentais. A citocina
IL-6, considerada um biomarcador da periodontite, apresentou niveis
significativamente aumentados nos animais inoculados apenas com 0O consorcio
microbiano indutor da periodontite experimental. (P+L-) quando este foi comparado
com o controle (SHAM) (Figura 4.5 C). Esta interleucina, originalmente identificada
como um fator de diferenciacdo de células B e produzida por diversos tipos celulares,
€ uma citocina multifuncional que regula a resposta imune, a hematopoese, a resposta
de fase aguda e a inflamagdo (136). Embora sua expressdo seja estritamente
controlada por mecanismos transcricionais e pdés-transcricionais, a desregulacéo
continua de sua sintese desempenha um efeito patolégico na inflamacgao crénica e
auto-imunidade (137). Os niveis de |IL-17 também foram maiores neste grupo que no
grupo SHAM, embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significante. Os
niveis de IL-1B e TNF-a, porém, foram semelhantes no tecido gengival de SHAM e
P+L-. Estudos anteriores (138) mostraram que a inoculagao via oral de P. gingivalis
elevou os niveis de TNF-a e IL-6 apenas no primeiro dia de inoculagéo; apods trinta
dias, os niveis das citocinas no grupo sob inoculagado da bactéria foram mais baixos
que nos animais nao-inoculados, o0 que pode ser resultado de um mecanismo de
feedback negativo. Esse dado do presente estudo também pode ter sido influenciado
pelo longo intervalo entre a ultima inoculagdo do consorcio microbiano e a eutanasia
dos animais.

A administracdo das cepas probioticas resultou em perfis de citocinas nos
tecidos gengivais distintos. Os niveis de IL-1p foram significativamente maiores no
grupo sob indugdo da doenga periodontal associada a administracdo do probidtico L.
acidophilus LA5; entretanto, a detecgao foi limitada a dois animais deste grupo. Este
dado pode indicar que o consércio microbiano suprimiu a maturagao de IL-13, como
observado em estudos in vitro em que P. gingivalis foi capaz de reduzir a ativagéo do
inflamassoma (44). O probidtico L. acidophilus LA5, porém, parece ter sido capaz de
alterar esta sinalizag&o, induzindo a maior liberagdo de IL-1B. Estes dados poderiam
indicar que L. acidophilus LA5 apresenta atividade de um organismo comensal (131)
benéfico, capaz de induzir uma resposta imune capaz de possibilitar a defesa contra
o patégeno.

Este dado é corroborado pela analise do perfil das citocinas anti-inflamatérias,

onde pudemos observar o0 aumento dos niveis de IL-4 no tecido gengival do grupo sob
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inducao da doencga periodontal associada a administracdo do probidtico L. acidophilus
LA5, enquanto os niveis desta citocina foram menores no grupo sob administragao do
probidtico L. rhamnosus LR32 (Figura 4.6 A). Deve ser ressaltado, no entanto, que
diferencas significantes foram detectadas apenas entre P+L+(LAS) e P-L+(LR32). A
partir desses dados, podemos inferir que o probidtico L. acidophilus LA5 direcionou o
sistema imune a uma resposta T helper 2 (Th2), enquanto L. rhamnosus LR32 induziu
a uma resposta T helper 1 (Th1), como demonstrado em outros estudos (139). Esta é
uma caracteristica variavel entre cepas de L .acidophilus, pois diversas cepas de L.
acidophilus podem promover respostas Th1 em modelos murinos (140,141).

A sinalizacdo promovida por IL-4 desempenha um papel central na resposta
Th2, que garante processos de protegao ao hospedeiro e reparagéo tecidual. Esse
tipo de resposta imune, entretanto, também esta envolvido na patogénese de doengas
alérgicas. Os neutrdfilos iniciam a resposta Th2, recrutando outras células imunes
inatas e adaptativas; no entanto, assim que as citocinas IL-4 e IL-13 predominam, o
recrutamento de neutréfilos, quimiotaxia e fungdes efetoras sdo rapidamente
bloqueados pela sinalizacdo mediada por essas citocinas, impedindo o dano a tecidos
saudaveis. Em alguns tipos de resposta Th2, em que o aumento da atividade
neutrofilica esta presente, existe maior atividade imune as custas de maior dano
tecidual (142).

A resposta imune do tipo 1, por sua vez, & altamente inflamatoria, com o
objetivo de ativar células fagociticas, como neutréfilos, células T auxiliares tipo 1 (Th1)
e macrofagos do tipo 1 (M1) para destruir os alvos e é frequentemente associada ao
dano tecidual, mediada por IL-2, IFN-y e linfotoxina-a secretada pelos linfécitos Th1.
Em linhas gerais, quando considerados a dicotomia Th1-Th2, a imunidade do tipo 2
é geralmente considerada uma fungao reguladora (143). Entretanto, estudos recentes
descobriram que o papel da imunidade do tipo 2 inclui atuar como uma resposta
efetiva importante que possui diversas atividades de prote¢cao do hospedeiro, além de

suprimir a imunidade do tipo 1 e a inflamagao causada por esta resposta (144).
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A analise dos niveis de IL-10 no tecido gengival, por sua vez, mostrou que a
administracao de L. rhamnosus LR32 nos animais saudaveis, sem administragao do
consorcio microbiano, aumentou os niveis dessa citocina. Quando houve a indugao
da doenga periodontal, os niveis de IL-10 diminuiram, mas nao atingiram os niveis
nao detectaveis observados no grupo SHAM ou P+L-. A administragcdo de L.
acidophilus LAS também resultou em niveis detectaveis de IL-10 no tecido gengival
de animais do grupo P+L+(LA5). IL-10 € uma citocina anti-inflamatdria reguladora
negativa das respostas imunes a antigenos microbianos, particularmente importante
na manutencdo da homeostase intestinal. Esta inibe a liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios, como TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8 e G-CSF (145). A queda dos niveis de IL-
10 no intestino, por exemplo, promove o desenvolvimento de doenga inflamatéria
intestinal como consequéncia de uma resposta imune excessiva a microbiota
intestinal. Por outro lado, a producéo excessiva de IL-10 dificulta a eliminacao efetiva
de patdégenos e pode levar a cronificagao de processos infecciosos (146).

Esta citocina tem importante papel regulador durante o curso de uma infecgéo,
com vistas a evitar atividade inflamatoria excessiva e decorrente dano tecidual.
Embora IL-10 possa ser produzida por praticamente todas as células do sistema
imunoldgico inato e adaptativo, as células T constituem uma fonte ndo redundante de
IL-10 em muitos casos (147). Apesar de seu conhecido papel anti-inflamatdrio, 1L-10
possui dupla fungcdes dependendo do contexto. Nas células T, foi inicialmente descrita
como uma citocina de assinatura de células Th2; no entanto, pode também pode ser
expressa por outros subconjuntos efetores, como células Th1 ou Th17. Dado seu
papel como uma importante citocina com propriedades anti e pro-inflamatdrias, IL-10
foi testada em varios ensaios clinicos para o tratamento de doencas autoimunes e
cancer (148).

E fundamental ter-se em mente que os probidticos elicitam respostas
transcricionais biologicamente coerentes, incluindo a regulagao de genes com baixa
variabilidade de expressao, como STAT3 (139), um importante regulador da tolerancia
imunologica e de células Th pré e anti-inflamatorias (149). Entretanto, € improvavel
que todos os individuos experimentem as mesmas consequéncias fisiologicas pela
administragcdo de probidticos, visto que estas sdao dependentes de caracteristicas
moleculares individuais. Essa contextualizagdo € importante para compreender que o
sucesso terapéutico dos probidticos depende de uma indicagao personalizada, que

tenha como alvo subpopulag¢des com fenétipos pré-determinados (150). As bases da
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individualidade molecular das mucosas ainda necessitam de esclarecimento por
estudos futuros, mas possivelmente seja afetada pelo genétipo do hospedeiro, estilo
de vida, habitos alimentares e composi¢cdo da microbiota residente. A literatura
escassa acerca deste topico representa uma grande dificuldade em nossa capacidade
de explicar os efeitos dos probiéticos em nivel clinico.

O interesse nos probiéticos como alternativa terapéutica também tem razdes
praticas, que vao além de suas caracteristicas antimicrobianas e imunomoduladoras,
visto que apresentam grande versatilidade em relagdo as formas de administragéo,
que pode se dar por meio de produtos alimenticios (queijo, leite, iogurte) ou de
suplementos via gomas de mascar, pastilhas, capsulas, enxaguantes bucais, sprays,
etc. Além disso, os estudos que envolvem a administracao de probidticos nao relatam
efeitos colaterais importantes ao seu uso. Essas caracteristicas tornam a adeséo ao
tratamento facilitada por parte dos pacientes, o que colabora com seu sucesso
terapéutico.

Probidticos s&o microrganismos vivo que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do individuo (Resolugdo da
Diretoria Colegiada — RDC, N° 241, de 26 de julho de 2018, publicada no DOU n° 144,
de 27 de julho de 2018). Portanto, além da sele¢édo de cepas de forma personalizada
e da adeséao do tratamento por parte dos pacientes, o sucesso da administragao de
probiéticos também depende do numero de bactérias contido nas formulagdes, sendo
desejada a presenca de pelo menos 107 microrganismos por grama/mililitro de
alimento (151). Visto que as bactérias probidticas devem atingir seus sitios de agéao
ainda vivas, também é necessario que a preparagao das formulagdes permita que
essas resistam aos processos industriais, que incluem estresses oxidativos, térmicos
e osmoticos, ao tempo de prateleira e, por fim, ao transito no trato gastrointestinal,
onde condi¢des adversas como baixo pH, exposig¢ao a bile e a enzimas digestivas no
duodeno sao enfrentadas (152).

No presente estudo, foram utilizadas doses diarias de 10° UFC/probidtico em
um animal de 30 gramas, ou 3,3 x 10" UFC/kg. Assim, a dose equivalente para um
homem pesando 70 kg seria de 2,3 x 10'/dia. Entretanto, o Food and Drug
Administration (FDA) sugere que a extrapolagcéo da dose animal para a dose humana

seja corretamente realizada somente através da normalizagéo pela area de superficie
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corporal (BSA) (153). Por este calculo, a dose indicada para o uso humano seria de
2,6 x 10'YUFC/kg, ou 1,8 x 10'2 UFC/dia para um adulto de 70 kg.

Os dados aqui apresentados sugerem que ambos os probioticos testados, L.
acidophilus LA5 e L. rhamnosus LR32 apresentam potencial para o controle da
doenca periodontal, com mecanismos de modulacéo da resposta distintos. Frente aos
resultados obtidos, observamos que sado necessarios novos testes, com diferentes
periodos de administracdo do consdércio microbiano e regimes de administragao das
cepas probidticas, visando a uma compreensao mais ampla dos mecanismos de agao
envolvidos na interagao entre as bactérias probioticas, as bactérias periodontais e o
hospedeiro. Além disso, o presente estudo foi executado sob protocolo antibiético
prévio, o que pode se caracterizar como uma limitagédo do estudo, devido as alteragdes
no microbioma oral e intestinal introduzidas pela antibioticoterapia. Em investigagdes
posteriores, 0 modelo de periodontite experimental e o tratamento com probidticos
deverdo também ser executados na auséncia da interferéncia sobre a microbiota
residente dos animais. Por fim, também parece interessante aos nossos objetivos a
diminuicdo do intervalo entre a ultima inoculagdo do consorcio microbiano e a
eutanasia dos animais.

Ainda que os ensaios relacionados as bactérias probioticas estejam evoluindo
em direcdo a investigagao das interacdes entre o hospedeiro e os microrganismos,
um longo caminho para a detalhada caracterizagdo molecular das cepas probidticas
ainda devera ser trilhado, de modo a esclarecer a especificidade das cepas e

comparar seus efeitos em diferentes condicoes.
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6 CONCLUSAO

Ponderando-se acerca das limitagcbes do modelo experimental aplicado ao
presente estudo, a analise dos dados aqui expostos permite concluir que:

A administragao oral do probidtico L. acidophilus LA5:

- Parece ser capaz de controlar a perda éssea alveolar induzida pelo consorcio
microbiano;

- Nao alterou a expressao génica de il-1B, tnf-a, il-6, il-18, tir2, tir4 e nirp3 no
tecido gengival;

- Pode regular positivamente os niveis de IL-18 e IL-4 no tecido gengival;

- Nao afetou o ganho de peso dos animais.

A administragao oral do probidtico L. rhamnosus LR32, por sua vez:

- Parece ser capaz de controlar a perda éssea alveolar induzida pelo consorcio
microbiano;

- Nao alterou a expressao génica de il-1B6, tnf-a, il-6, il-18, tir2 e nlrp3, mas
regulou positivamente a expressao de tIr4 no tecido gengival,

- Regulou positivamente os niveis de IL-10 no tecido gengival,

- Induziu ao maior ganho de peso nos animais sob inducdo da doencga
periodontal, quando comparado aos animais sob a mesma condi¢ao tratados com a

cepa probidtica L. acidophilus LAS5.

Assim, os dados aqui apresentados sugerem que as cepas L. acidophilus LAS
e L. rhamnosus LR32 apresentam potencial papel adjuvante na prevencéo e controle
da doenca periodontal, sendo necessaria a conducdo de novos estudos para uma
ampla compreensao dos mecanismos que envolvem a relagao entre as cepas e o
hospedeiro, que fundamente substancialmente uma futura indicagao clinica segura e

efetiva.
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