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RESUMO

Cardoso BP. Efeito do probiodtico Lactobacillus acidophilus LA5 em modelo de
periodontite induzida em camundongos diabéticos [dissertacdo]. S&o Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Corrigida.

O emprego dos probioticos na area da saude € muito difundido, mas 0os mecanismos
envolvidos no controle de doencas inflamatérias, como a periodontite e a diabetes,
ainda sdo pouco explorados. O presente estudo visou avaliar o efeito da cepa
probidtica Lactobacillus acidophilus LA5 em modelo experimental de periodontite e
diabetes. 35 camundongos C57/BI6 foram submetidos a periodontite experimental
pela inoculagdo oral de um consércio microbiano (P. gingivalis W83,
capsulada/afimbriada e ATCC 33277, nao capsulada/fimbriada, Prevotella
intermedia 17, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 e Streptococcus
gordonii DL1). Os animais receberam inoculagdo via oral com 1X10!UFC de cada
cepa bacteriana 5 dias por semana por 5 semanas. A diabetes foi induzida pela
ingestao de dieta hiperlipidica. O probidtico L. acidophilus LA5 foi administrado via oral
em doses diarias de 1X10°UFC por todo o periodo experimental. Os animais foram
monitorados semanalmente quanto aos niveis de glicemia sérica e ganho de peso.
Apés 45 dias foi determinada a tolerancia a glicose. Apos 47 dias, os animais foram
eutanasiados, e analisadas a perda 6ssea alveolar por microCT, o0s niveis séricos de
LPS e a expressao de genes associados a permeabilidade intestinal, em amostras de
colon por RTgPCR. Pudemos observar que a dieta hiperlipidica (DH) induziu a maior
nivel sérico de glicose (D+SHAM) quando comparados aos animais que receberam
dieta convencional (DC). A periodontite experimental com dieta hiperlipidica (D+PP)
levou a maior tolerancia a glicose do que apenas a dieta hiperlipidica (D+SHAM) e
maiores niveis sericos de glicose em jejum. Por outro lado, a administracdo oral de
L.acidophilus LAS5 induziu a menores valores de glicemia sérica nos animais dos
grupos D+PB (dieta hiperlipidica + administragcdo de probiotico) e D+PPPB
(periodontite experimental associada a dieta hiperlipidica e administracdo de
probiotico) quando estes foram comparados aos grupos D+SHAM e D+PP,
respectivamente. A administracdo de L.acidophilus LA5, tanto no grupo que recebeu

apenas a dieta hiperlipidica (D+PB) como no grupo com periodontite induzida e dieta



hiperlipidica (D+PPPB) resultou em menor tolerancia a glicose do que os respectivos
controles. A analise de microtomografia do 0sso alveolar da maxila demonstrou que o
consorcio microbiano foi capaz de induzir a perda do volume de osso alveolar (D+PP),
sendo que os demais grupos nao diferiram do controle D+SHAM, indicando que L.
acidophilus LA5 foi capaz de controlar a perda 6ssea alveolar. A dieta hiperlipidica
e/ou a inoculacdo do consoércio microbiano ndo foram capazes de alterar os niveis
séricos de LPS. A administracdo de L. acidophilus LA5 também néo alterou os niveis
séricos de LPS. Porém, a administracdo diaria de L. acidophilus LA5 alterou o
perfil transcricional no intestino delgado na diabetes, resultando em alivio na
regulacdo negativa de itf induzida pela dieta hiperlipidica. A expressdo de itf foi
regulada positivamente quando D+PPPB foi comparado ao controle D+PP (ANOVA,
p<0.05)., L.acidophilus LA5 induziu a regulacao positiva da transcricao de ocln, tanto
na presenca como na auséncia de periodontite, embora ndo tenha sido observada
diferenca significante na expressao deste gene entre os grupos D+PP e D+PPPB. A
periodontite e/ou a diabetes nao interferiram na expresséo relativa de mucl, no
entanto, a administracdo do probidtico levou a regulacdo positiva de mucl (ndo
significante) quando comparados os grupos D+SHAM e D+PB, e esta regulacao
positiva pelo probiotico foi estatisticamente significante entre os grupos D+SHAM e
D+PP e D+PPPB. Apesar das limitacbes dos modelos animais, 0 presente estudo
sugere que L. acidophilus LA5 apresenta potencial para ser utilizado como adjuvante
ao tratamento da diabetes tipo 2 e da periodontite. No entanto, outros estudos
experimentais elucidando seu mecanismo de acdo devem ser realizados antes de seu

uso clinico.

Palavras chaves: Periodontite. Diabetes. Lactobacillus acidophilus. Probidtico.



ABSTRACT

Cardoso BP. Effect of the probiotic Lactobacillus acidophilus LA5 in an induced
periodontitis model in diabetic mice [dissertation] Sdo Paulo: Universidade de Séo
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséo Corrigida.

The use of probiotics in healthcare is widely known, but their mechanisms involved in
the control of inflammatory diseases, such as periodontitis and diabetes, are still poorly
explored. The effect of the probiotic strain Lactobacillus acidophilus LA5 in an
experimental model of periodontitis and diabetes was evaluated through determination
of alveolar bone loss, serum glucose levels and glucose tolerance, weight gain, and
gene expression of intestinal permeability associated genes. C57 / BI6 mice underwent
experimental periodontitis by oral inoculation of a microbial consortium [P. gingivalis
W83(encapsulated / afimbriated) and ATCC 33277(non capsulated / fimbriated),
Prevotella intermedia 17, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 and Streptococcus
gordonii DL1]. The animals were orally inoculated with 1X101*CFU of each bacterial
strain 5 days a week for 5 weeks. Diabetes was induced by the intake of hyperlipidic
diet. The animals were monitored weekly for blood glucose levels and weight gain.
After 45 days, glucose tolerance was determined. After 47 days, the animals were
euthanized and alveolar bone loss was analyzed by microCT, serum LPS levels and
gene expression associated with intestinal permeability in small intestine samples by
RTgPCR. It was observed that the high fat diet (DH) induced a higher serum glucose
level (D + SHAM) when compared to the animals that received conventional diet (DC).
Experimental periodontitis with a high fat diet (D + PP) led to higher glucose tolerance
than only the high fat diet (D + SHAM) and higher fasting serum glucose levels. On the
other hand, oral administration of L.acidophilus LA5 induced lower serum glucose
values in the animals of the D + CP and D + PPPB groups when compared to the D +
SHAM and D + PP groups, respectively. Administration of L.acidophilus LA5, both in
the group receiving only the high-fat diet (D + CP) and in the group with induced
periodontitis and the high-fat diet (D + PPPB) resulted in lower glucose tolerance than
the respective controls. Microtomography analysis of the maxillary alveolar bone
showed that the microbial consortium was able to induce alveolar bone volume loss (D

+ PP), and the other groups did not differ from the D + SHAM control, indicating that



L. acidophilus LA5 was able to control alveolar bone loss. Hyperlipid diet and / or
microbial pool inoculation were not able to alter serum LPS levels. The administration
of L. acidophilus LAS5 also did not alter serum LPS levels. However, daily administration
of L. acidophilus LAS5 altered the transcriptional profile in the small intestine in diabetes,
resulting in relief in the negative regulation of itf induced by the high-fat diet. Itf
expression was up-regulated when D + PPPB was compared to D + PP control
(ANOVA, p <0.05)., L. acidophilus LA5 induced up-regulation of ocln transcription, both
in the presence and absence of periodontitis, although No significant difference was
observed in the expression of this gene between the D + PP and D + PPPB groups.
Periodontitis and / or diabetes did not interfere with relative mucl expression; however,
probiotic administration led to up-regulation of mucl (not significant) when compared
to D + SHAM and D + PB groups, and this up-regulation by probiotic was statistically
significant between the D + SHAM and D + PP and D + PPPB groups. Despite the
limitations of animal models, the present study suggests that L. acidophilus LA5 has
the potential to be used as an adjunct to the treatment of type 2 diabetes and
periodontitis. However, other experimental studies elucidating its mechanism of action

should be performed before its clinical use.

Keywords: Periodontitis. Diabetes. Lactobacillus acidophilus. Probiotic.
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

A periodontite € caracterizada por um processo inflamatorio destrutivo que afeta
os tecidos periodontais em resposta aos microrganismos presentes no biofilme supra
e subgengival (Socransky et al., 1998). A periodontite cronica (PC) é a forma mais
prevalente da doenca, iniciada por uma comunidade microbiana disbiética e ndo por
periodontopatdgenos selecionados (Palm et al., 2015). O tratamento das periodontites
consiste em uma fase de terapia ativa, seguindo-se a terapia periodontal de suporte.
Apesar da conclusdo da terapia periodontal ativa, a periodontite pode progredir e a
perda do elemento dental € considerada como o verdadeiro ponto final da doenca (Lee
et al., 2015). A periodontite foi classificada, de 1999 a novembro de 2017, como
periodontite crbénica (PC) e agressiva (PA), localizada ou generalizada, necrosante e
como manifestacdo de doencas sistémicas (Armitage, 1999), com base na extensao
dos parametros clinicos e taxa de progressao da doenca. Recentemente, foi proposta
uma nova classificacéo, classificando a doenca em periodontite necrosante (Herrera
et al., 2018), periodontite como manifestacao de doencas sistémicas (Albandar; Susin;
Hughes, 2018) e “periodontite”, que é ainda classificada de acordo com a severidade,
taxa de progressao, efeitos sistémicos e extensdo. A periodontite induzida nesse
trabalho é classificada como Periodontite Estagio 2 devido a sua progressao e grau ¢
devido a doenca sistémica estabelecida no hospedeiro (Papapanou et al., 2018;
Tonetti; Greenwell; Kornman, 2018).

Estudos longitudinais em humanos demonstraram que os niveis de P.gingivalis,
T. forsythia e T.denticola se relacionam com a perda periodontal na PC (Byrne et al.,
2009), e estudos intervencionais demonstraram relacdo entre a presenca destes
patdgenos em sitios tratados e a progressao da doenca (Socransky; Haffajee, 2002).
P. gingivalis é considerado o patdégeno pedra angular na PC, devido as suas
propriedades de induzir a inflamacgéo, mas estabelecendo um microambiente de
defesas reduzidas (Hajishengallis, 2015). Estas propriedades de P. gingivalis,
particularmente sua acao sobre o sistema complemento, aumentam a sua adaptagcao
aos tecidos periodontais e promovem alteracdes ambientais que beneficiam a
comunidade microbiana, favorecendo organismos inflamofilicos e perpetuando o ciclo
destrutivo (Hajishengallis e Lamont, 2012). P. gingivalis pode também apresentar

capsula de polissacarideo, implicada na evaséo das defesas do hospedeiro.
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Embora a doenca periodontal ndo se estabeleca sem a presenca dos agentes
microbianos, e seu controle, mecanico e por antibioticoterapia, seja a estratégia usada
para o controle da destruicao periodontal, o fator microbiano € apenas um dos muitos
aspectos causais da complexidade etiolégica da doenca periodontal (Lopez et al.,
2015). Apesar dos conhecimentos atuais, os fatores do hospedeiro que colaboram
para o desenvolvimento de uma microbiota disbidtica subgengival, e de
suscetibilidade a destruicdo dos tecidos periodontais, ainda sdo pobremente
entendidos. A cavidade oral € um ecossistema onde fatores do hospedeiro, ambientais
e microbianos contribuem para o estabelecimento da doenca ou a manutencédo da
homeostase. Assim, o estilo de vida do hospedeiro, incluindo consumo de alcool e
fumo (Bagaitkar et al., 2010; Dantas et al., 2012) e outros fatores como diabetes,
obesidade, sindrome metabdlica, osteoporose e estresse estdo associados ao
desenvolvimento de doencas periodontais (Genco; Borgnakke, 2013).

O diabetes mellitus (DM) é um distdrbio do metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras, caracterizado por hiperglicemia persistente. O diabetes tipo 1,
responsavel por cerca de 10% dos casos, devido a deficiéncia absoluta de insulina
como resultado da perda macica e progressiva de células 3 secretoras de insulina,
resultantes de sua destruicdo autoimune. A maioria dos pacientes diabéticos sofre de
diabetes tipo 2 (DM2), caracterizado por falha funcional das células beta pancreéticas,
gue ndo produzem insulina suficiente para atender as crescentes demandas
metabolicas impostas pela resisténcia periférica a insulina, que € mais comumente
relacionada a obesidade; o diabetes tipo 2 € um distarbio progressivo e, finalmente,
ha aumento da disfuncdo e morte das células B como resultado da glico e
lipotoxicidade (Furman et al., 2019). A prevaléncia de DM aumentou nas ultimas
décadas, influenciada pelo envelhecimento da populacdo e pelo estilo de vida menos
saudavel, com projecdes de um aumento ainda maior da carga nas proximas décadas.
O DM2 tem uma forte propensao genética que se manifesta quando um paciente é
exposto a um estilo de vida ocidental tipico, ganha peso e se torna obeso (Kotsis et
al., 2019).

A insulina, com ou sem adjuvantes, como inibidores da SGLT-2
(cotransportador-2 de sddio-glicose) ou alfa-glucosidase, continua sendo a base do
tratamento para o diabetes tipo 1, enquanto, além da insulina, varios agentes estao
disponiveis para o tratamento do diabetes tipo 2. Os padrdes de cuidados médicos da

Associacdo Americana de Diabetes em Diabetes focam na dieta e exercicio fisico


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Furman%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31600561
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para o tratamento do diabetes (Standards of Medical Care in Diabetes-2019) Uma
revisdo sistematica recente relatou que as intervencdes no estilo de vida sao
capazes de diminuir significativamente os niveis de hemoglobina glicosilada
(HbAZLc), principalmente quando h& uma perda de peso superior a 5% do IMC inicial.
No entanto, os autores ressaltam que os resultados das interven¢des no controle da
diabetes sdo muito heterogéneos (Garcia-Molina et al., 2019) e a busca por novos

agentes continua (Furman et al., 2019).

Relacao entre Periodontite e Diabetes

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica e multifatorial
caracterizada por alteragfes na secrecao e acdo da insulina, levando a hiperglicemia.
O desenvolvimento de DM2 é associado a fatores ambientais e genéticos sendo
também associada a outras doencas inflamatorias como asma, hepatite cronica,
bronquite crénica, gastroenterite crénica, Ulceras e periodontite crénica (PC) (Lim et
al., 2007; Zhang et al., 2014).

A incidéncia de PC ¢é alta em pacientes diabéticos e é conhecido que a diabetes
contribui para um aumento de pelo menos duas vezes na gravidade da doenca
periodontal, em comparacdo com pacientes ndo-diabéticos. Ambas as doencas tém
uma incidéncia relativamente alta na populacéo geral (diabetes 1- 6% e periodontite
149%). Existe uma relacdo causal ou modificadora direta na qual a hiperglicemia e a
hiperlipidemia do diabetes resultam em alteracdes metabdlicas que podem exacerbar
a periodontite inflamatoria induzida por bactérias (Soskolne; Klinger 2001).

A DM2 e a doenca periodontal sdo consideradas respostas inadequadas ou
ndo reguladas do sistema imunoldgico a estressores ambientais que atuam em um
hospedeiro predisposto. Estressores ambientais mediam seus efeitos através das
diferentes células envolvidas na resposta inflamatdria, que incluem
macrofagos/mondcitos, linfocitos, fibroblastos e células endoteliais. Essas células
secretam mediadores no ambiente, os quais tem seus efeitos tanto localmente quanto
sistemicamente (Pickup et al,1998).

Varios estudos apontam uma associacao epidemiolégica entre periodontite e
diabetes (Demmer et al., 2012), obesidade (Suvan et al, 2011), doencas
cardiovasculares (Tonetti et al., 2013) e sindrome metabdlica (Nibali et al., 2013).

Estudos prospectivos de pacientes com diabetes tipo 2 foram realizados na

comunidade indiana de Pima, no rio Gila, e mostraram que a periodontite severa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Molina%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31781857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pickup%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9794114
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avaliada clinica ou radiograficamente no inicio do estudo estava significativamente
associada ao mau controle metabdlico (HbA1c 29%) durante um periodo de até 4
anos, apoés ajustes para idade, sexo, HbAlc basal, gravidade e duragdo do diabetes
e tabagismo (Taylor et al., 1996).

Em uma coorte baseada na comunidade de 961 individuos no Japao, foi
demonstrado que entre aqueles com tolerancia a glicose originalmente normal, bolsas
periodontais profundas na linha de base estavam significativamente associadas ao
desenvolvimento de intoleréncia a glicose no periodo subseqtiente de 10 anos (Saito
et al., 2004).

A periodontite € considerada a sexta complicacdo da diabetes (D’Aiuto et al.,
2017), e arelacédo entre diabetes e periodontite € dupla, sendo que os dados sugerem
gue o controle da diabetes induz a melhora no quadro de periodontite, enquanto o
controle da periodontite melhora o equilibrio glicémico em pacientes diabéticos
(Pumerantz et al., 2017).

No entanto, apesar da condicdo periodontal ter sido ligada ao controle
metabolico na diabetes, os estudos intervencionais mostraram efeitos inconsistentes.
Uma revisdo sistematica concluiu que, embora dois tercos dos estudos sugiram que
a terapia periodontal resulte em reducdo da HbAlc, ainda existem evidéncias
insuficientes para apoiar um papel da terapia periodontal como forma de melhorar os
niveis de HbAlc em pacientes diabéticos devido ao grande ndmero de viés envolvido
(Mauri-Obradors et al., 2015).

Em um estudo recente, 264 pacientes com diabetes tipo 2 e periodontite
moderada a grave foram alocados aleatoriamente em um grupo de tratamento
periodontal intensivo que recebeu terapia periodontal ndo cirdrgica e, se indicada,
cirdrgica, seguida de manutencao cuidadosa ou em um grupo controle que recebeu
apenas desbridamento supragengival em momentos comparaveis. Doze meses apos
o tratamento inicial e ap0s os ajustes da HbAlc, idade, sexo, etnia, tabagismo,
duracédo do diabetes e IMC, a reducao na HbA1c foi de 0,6% (IC 95%, 0,3-0,9), maior

no grupo de tratamento intensivo do que no grupo controle. (D’Aiuto et al., 2018).

Modelos experimentais de diabetes tipo 2

Ensaios em animais experimentais sdo Uteis para avaliacdo do efeito de

medidas para a prevencéao e controle de doencgas. Modelos experimentais em animais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mauri-Obradors%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25062756
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devem mimetizar os sinais e sintomas da doenca, e devem se relacionar a etiologia
comum da doenc¢a no modelo animal e no homem (Furman et al., 2019).

A obesidade esté principalmente ligada ao diabetes tipo 2. A insulina € um
hormdnio anabdlico que facilita a deposi¢do de energia em duas formas principais -
glicogénio de curto prazo os carboidratos por exemplo sdo armazenados no NOSso
organismo na forma de glicogénio hepatico e muscular, chamados de glicogenio de
curto prazo, limitado aos musculos e ao figado e os tri acilgliceréis (TAGs) de longo
prazo também nomeado de glicogénio hepatico que tem a fungédo de manutencéo da
glicemia entre as refeicbes e o glicogénio muscular tem a funcdo de providenciar
energia para os musculos encontrados nos adipdcitos do tecido adiposo. A obesidade
se desenvolve como resultado da sobrecarga crénica do fluxo de acidos graxos livres
de TAG (AGL) e glicose vindos da dieta que excedem em muito a sua utilizagdo nos
tecidos. Depdsitos de gordura ficam cheios; musculos e figado acumulam glicogénio.
Quando mantido, esse desequilibrio direciona a hipertrofia dos adipécitos e a
adipogénese no tecido adiposo. O primeiro sinal de resisténcia a insulina (RI) € o
atraso na utilizacdo da glicose no sangue em resposta a insulina, considerada
intolerancia a glicose e pré-diabetes. A medida que a resisténcia a insulina se
intensifica, os niveis sanguineos de glicose e insulina aumentam mesmo apos o jejum
noturno. Assim, supernutricdo e sedentarismo aumentam significativamente o risco de
desequilibrio no ciclo TAG-AGL, inflamacao latente e desenvolvimento de RI no tecido
adiposo de individuos obesos. Os niveis de AGL no plasma sanguineo séao elevados
na obesidade, promovendo a ativacdo de TLR4 nos adipécitos. Os receptores TLR4
também sdo expressos pelos macréfagos, células endoteliais e outras células que
residem no tecido adiposo. A ativacdo de TLR4 em macrofagos aumenta a producéo
de citocinas pré-inflamatérias, como o TNFa, que ativam receptores nos adipocitos,
mantendo o ciclo de inflamacéo latente. A diferenciacdo subsequente de mondcitos
em macroéfagos pré-inflamatérios (M1) no tecido adiposo completa o ciclo vicioso,
aumentando o perfil inflamatdrio, o que induz a IR ao suprimir a sinalizagéo de insulina
(Vorotnikov et al., 2019).

Os modelos experimentais de diabetes em animais usando aloxan ou
estreptozotocina se relacionam a diabetes do tipo 1, visto que as anormalidades
observadas na doenca humana séo reproduzidas no modelo animal. Estes agentes

levam a destruicdo das células B-secretoras de insulina, resultando em deficiéncia
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severa de insulina (Furman et al.,, 2019). No entanto, estes modelos diferem da
diabetes tipo 1 quanto a etiologia, devido a esta ser uma doenca autoimune.

Véarios modelos foram propostos para mimetizar a diabetes tipo 2. O modelo
animal ideal imita a transicdo do pré-diabetes para o DM2, quando a capacidade
secretdria das células B pancreaticas ndo poderem mais compensar a resisténcia a
insulina.

Os modelos para DM2 incluem animais espontaneamente diabéticos, como o
camundongo db / db, o camundongo obeso da Nova Zelandia (NZO), o camundongo
KK / Ay ou o rato diabético gordo Zucker, que exibem obesidade, resisténcia a insulina
e, finalmente, faléncia de células B e diabetes ( Asrafuzzaman et al.,, 2017). No
entanto, o modelo ideal ndo deveria ser geneticamente obeso (Engel et al., 2019).
Nestes modelos, um ponto importante a ser considerado € a alteracdo da microbiota
intestinal, que acompanha as alteracdes inflamatérias observadas na diabetes e na
obesidade (Herbert et al., 2019).

Estes modelos se relacionam muito bem com a patofisiologia da doenga no
homem. A HFD apresenta um percentual médio de calorias da gordura de 37,9%
(variando de 11,3 a 58%) e deve ter uma duracdo minima de oito semanas para
permitir o desenvolvimento da resisténcia a insulina. Apesar da maioria dos estudos
ter usado ratos como animal experimental, varios estudos utilizam camundongos
(Engel et al., 2019; CARICILLI et al., 2014). No entanto, o modelo animal ideal ainda
nao foi identificado. Em particular, uma reproducéao realista da doenca humana nao foi
suficientemente alcancada; portanto, alteracbes humanas de longo prazo, como
alteracbes da retina e glomerulopatias, ndo foram investigadas nos modelos

experimentais (Engel et al., 2019).

Modelos experimentais de Periodontite

Para o desenvolvimento experimental da periodontite em modelos animais,
muitos estudos utilizam o modelo de ligadura, em ratos, cachorro e primatas nao
humanos. Neste método um fio, geralmente de nylon ou algodao, é inserido na regiao
do colo de dentes molares superiores. Reflete-se que as ligaduras facilitam a
acumulacao local de bactérias e, desse modo, aumentam a inflamacédo mediada por
bactérias e a perda 6ssea (Graves et al.,, 2008) .No entanto, 0 seu uso em
camundongos oferece alguns desafios, e apenas 0s sitios que receberam a ligadura

apresentam a perda periodontal. No modelo de periodontite induzido por ligadura, a
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doenca inicia-se rapidamente e a perda Ossea ocorre em alguns dias em
camundongos e ratos (Abe et al., 2012), diferindo do que ocorre na periodontite no
homem. Além disso, no modelo de periodontite induzida por ligadura, a causa da
doenca esté intimamente associada ao acumulo de bactérias em regides especificas
e a resolucdo da doenca ocorre espontaneamente apds a remocéao da ligadura (Abe;
Hajishengallis 2013). Neste modelo, espécies bacterianas relacionadas a periodontite
em humanos ndo foram associadas a doenca (Lee et al., 2015; Oliveira et al., 2017).
Por outro lado, Veillonella, Capnocytophaga, Neisseria (Oliveira et al., 2017),Rothia
spp. eStreptococcusspp., usualmente associadas a saude periodontal em humanos,
foram associadas a doenca induzida por ligadura em ratos. (Lee et al., 2016).

Assim, o modelo de infeccdo oral por bactérias isoladas da cavidade oral do
homem por gavagem para inducdo de periodontite em camundongos € mais
apropriado para abordar hipoteses relacionadas a estratégias de evasao imunoldgica,
identificadas a partir de estudos mecanicistas da relacdopatégeno-hospedeiro
(Graves et al., 2008). Além disso, € usado com sucesso para vincular a periodontite
induzida por microrganismos orais a condicoes sistémicas (Lally et al., 1994), visto
gue no modelo de ligadura a doenca periodontal ocorre em curto espaco de tempo e
€ localizada aos sitios de insercao da ligadura.

O modelo de infeccdo por gavagem oral é Gtil para abordar ampla variedade de
hip6teses relacionadas a patogénese periodontal, que vao desde o papel da resposta
do hospedeiro até fatores de viruléncia de periodontopatégenos e a interconexao
desses fatores com parametros sistémicos (Graves et al., 2008), além da avaliacdo
do efeito de medidas preventivas e terapéuticas que buscam alterar a microbiota e
modular a resposta imune.

Apesar da sua importancia, P. gingivalis ndo induz doenga em animais livres
de germes, mas € um patdgeno pedra angular, que promove mudang¢as na microbiota
residente, que induz a periodontite (Hajishengalis; Lamond, 2012). Assim, aspectos
relacionados a sua interagdo com outros organismos sao relevantes. P. gingivalis &
um colonizador tardio do biofilme gengival e assim apresenta capacidade de
agregacdao a colonizadores iniciais como Streptococcus, e a outras bactérias como P.
intermedia e F. nucleatum.

A infeccdo oral experimental por um consorcio formado por Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis induziu maior destruicdo periodontal,

particularmente quando a cepa capsulada de P. gingivalis foi empregada (Polak et al.,
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2017). A adicéo de F. nucleatum deve favorecer a colonizacdo de P. gingivalis, devido
a sua propriedade de agir como uma ponte entre os colonizadores iniciais e tardios do
biofilme (Rickard et al., 2003). Colonizadores iniciais como S. gordonii favorecem a
agregacéao de P. gingivalis ao biofilme, produzem fatores que favorecem a viruléncia
do patdégeno e a sua sobrevivéncia em modelos experimentais (Kuboniwa et al., 2017).
Outros estudos adicionam ao consércio microbiano para inducdo da doenca
periodontal experimental também P. intermedia (Blasco-Baque et al., 2017). Em
estudo recente, a infecgao oral experimental por P. gingivalis fimbriada associada a
um isolado clinico de P.intermedia com alta capacidade de agregacao a P. gingivalis
(Barbosa et al., 2015) induziu maior destruicdo periodontal em camundongos C57BI6
do que quando um dos agentes era inoculado separadamente (Simionato, dados nao
publicados). Além de agregar com P. intermedia (Barbosa et al., 2015), P. intermedia
colabora com o estabelecimento da disbiose oral promovida por P. gingivalis pois a
interpaina A, produzida por P. intermedia, também degrada fatores do complemento
(Potempa et al.,2009) e captura o fator H do complemento, um fator fisiol6gico inibidor
do complemento (Malm et al.,2012).

Microbiota Oral e Intestinal na Diabetes

A diabetes tipo 2 € associada com fatores genéticos, habitos como
sedentarismo e dieta. A disbiose intestinal pode também ser considerada, pelo menos
em parte, responsavel por distarbios metabdlicos, como a diabetes (Tamboli et al.,
2004). Por outro lado, a microbiota intestinal também é afetada pela obesidade,
inflamacédo, diabetes (Arora & Backhed, 2016), e exercicio (Pasini et al., 2019). O
desenvolvimento da obesidade e da resisténcia a insulina tem sido extensivamente
estudado nas ultimas décadas, mas 0s mecanismos subjacentes a essas alteracdes
ainda ndo sdo completamente esclarecidos.

A microbiota intestinal contribui para varias funcdes fisiolégicas essenciais
como metabolismo energético, sinalizacdo metabdlica, formacgéo do sistema imune e
regulacéo da integridade da barreira do intestino (Brunkwall; Orho-Melander, 2017).

Nos estudos comparando o microbioma intestinal de diabéticos do tipo 2 e
controles, uma observagdo comum € a reducdo de bactérias produtoras de butirato
no grupo com diabetes. Por outro lado, o tratamento da diabetes com metformina
aumenta a abundancia de bactérias produtoras de butirato e de lactobacilos

(Forslundet al., 2015; Brunkwall, Orho-Melander, 2017). Além disso, os niveis de
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Akkermansia muciniphila sdo reduzidos em individuos pré-diabéticos ou recém
diagnosticados com diabetes do tipo 2, e a baixa abundancia deste organismo nas
fezes foi sugerida como um biomarcador para a intolerancia a glicose (Dao et al.,
2016). A dieta rica em gordura e a diabetes estdo associadas a uma maior
permeabilidade intestinal, levando a endotoxemia metabdlica. No figado, o LPS
promove resisténcia a insulina, hipertrigliceremia, acumulo de triglicerideos e
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, promovendo a progressdo da doenca
hepética gordurosa. No tecido adiposo, o LPS induz adipogénese, resisténcia a
insulina, infiltracdo de macréfagos, estresse oxidativo e liberacdo de citocinas e
guimiocinas pro-inflamatorias (Pascale et al., 2018).

Dietas ricas em gordura tém sido implicadas na reducao da riqueza microbiana
do intestino, pela presenca continuada de Bacteroidetes, um aumento na abundancia
de Actinobacteria, junto com uma reducao de Firmicutes, e varias alteracées a nivel
de familia, género e espécie. Os acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA), poliinsaturados (PUFA) e linolénico conjugado compartilham importantes
vias de ativagdo / inibicdo do sistema imune com microrganismos intestinais,
modulando perfis obesogénicos e pré-inflamatérios (Bagarolli et al., 2017).

Véarios estudos relataram que bactérias periodontais especificas estao
associadas ao diabetes. A glicemia modula a microbiota oral, sendo que espécies
protetoras sao favorecidas em diabéticos com baixos niveis de hemoglobina glicada
quando comparados aos diabéticos com desequilibrio glicémico. Um estudo avaliou
se 0 microbioma periodontal de pacientes com DM2 é afetado pelo status glicémico
através de biofilme subgengival de pacientes com DM2 nao-fumantes com
periodontite cronica e indice de massa corporal <40 kg / m2 os pacientes foram
alocados em dois grupos de acordo com o status glicémico: sistémico inadequado
(DMI-HbA1c = 8%) e adequado (DMA-HbAlc <7,8%). O microbioma DMA apresentou
maior diversidade que o DMI. Maiores abundancias do grupo anginoso e
Streptococcus agalactiae no DMI podem indicar que os locais subgengivais podem
ser reservatorios de patdégenos potencialmente invasivos. O microbioma subgengival
alterado no DMI apresentou um desafio adicional no tratamento periodontal desses
pacientes e na prevencao de infecgcBes mais invasivas (Longo et al., 2015). Niveis
elevados de glicose na saliva de pacientes com diabetes podem influenciar a
diversidade microbiana. Niveis altos de glicose salivar (HSG; concentracao de glicose

= 1,0 mg/ dL) foram associados a carie dentaria e gengivite e a contagem bacteriana
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de 35 (83%) de 42 espécies foi significativamente reduzida Os autores propuseram
gue a hiperglicemia decorrente da obesidade e / ou da DM2 resulta em HSG e
subsequente acidificagdo do ambiente oral, levando a uma perturbacéo generalizada
no microbioma oral (Goodson et al., 2017).

Uma revisdo sistematica abordou a natureza da microbiota oral e como ela
afeta patologias sistémicas com uma interacdo bidirecional. Pacientes com
periodontite apresentam 27 a 53% mais risco de desenvolver diabetes do que a
populacdo controle, sugerindo que a periodontite € um fator agravante na incidéncia
de diabetes. Além disso, a disbiose da microbiota oral esta envolvida em disturbios
periodontais e metabdlicos incluindo doencas cardiovasculares, dislipidemia e
diabetes. A disbiose oral na diabetes foi associada a Porphyromonas gingivalis, que é
altamente prevalente em doencas periodontais e pode exacerbar a resisténcia a
insulina (Minty et al., 2019).

Mecanismos que explicam a associacéo entre Diabetes e Periodontite

Apesar da correlagcéo entre periodontite e diabetes, e dos estudos mostrando o
beneficio do tratamento periodontal sobre o controle glicémico, os mecanismos
moleculares envolvidos sdo pouco conhecidos. No contexto do controle metabdlico do
diabetes e / ou inicio do diabetes, acredita-se que a inflamac¢éo sistémica induzida
pela periodontite contribua para a resisténcia a insulina que, por sua vez, promove um
estado disglicémico ( Polak and Shapira, 2018).

A suscetibilidade maior a periodontite em pacientes diabéticos foi também
associada a maior expressdo de TLRs nos tecidos gengivais de pacientes diabéticos
(Promsudthi et al., 2014), observagcdo corroborada por estudo experimental que
demonstrou maior expressdo de TLR2 e TLR4 nos tecidos gengivais de ratos com
diabetes induzida (Yang et al., 2014). Individuos com dislipidemia, periodontite crénica
e diabetes tipo 2 apresentam maior expressado génica de fatores pro-inflamatorios e
anti-inflamatérios como IL-10, SOCS3, IFNA e menor expressao dos genes IFNG,
IP10, IRF1, JAK1 e STAT3 na gengiva quando comparados com individuos saudaveis
(Nepomuceno et al., 2017).

Os estudos sugerem que diabetes pode levar a alteracdo no metabolismo
0sseo e na expresséo de fatores inflamatorios, alterando o processo inflamatorio

decorrente da periodontite. Na concentracdo de glicose de 8,0 mM, a atividade da
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enzima fosfatase alcalina e a producéo de osteocalcina diminuem significativamente.
Além disso, a expressdo de TNF-a, associada a inibicdo da absorcdo de glicose
intracelular, diminui em concentracdes de glicose mais elevadas (12,0 e 24,0 mM

)(Yamawaki et al., 2017).

Permeabilidade Intestinal

O epitélio gastrointestinal forma a maior interface do corpo com o ambiente
externo. O epitélio intestinal constitui uma barreira fisica e bioquimica que limita
seletivamente a permeacao de toxinas e antigenos luminais através da mucosa, mas
permite a absorcdo de nutrientes e agua (Ahmad et al., 2017). As células epiteliais
mantém a homeostase do tecido, formando uma camada protetora para separar o
meio interno do exterior. O epitélio medeia o transporte direcional altamente regulado
e, assim, controla a troca de agua e solutos. A integridade da barreira intestinal
depende da producdo de muco na superficie do epitélio e também das proteinas
responsaveis pela ligacao entre as células, denominadas tightjunctions.

Uma alteracéo patolégica da barreira mucosa induz a hiperativacao do sistema
imunologico da mucosa e inflamagcdo crénica. No entanto, um intestino com
permeabilidade aumentada devido a abertura das tightjunctions pode nao ser
suficiente para induzir a inflamacao da mucosa, mas pode induzir uma resposta imune
adaptativa devido ao aumento do desafio ao sistema imunoldgico (Ahmad et al., 2017)

Um dos indicadores da permeabilidade intestinal alterada € a deteccao de LPS
na corrente circulatoria, visto que este constituinte de bactérias Gram negativas
residentes no intestino pode ser translocado da luz intestinal para a corrente
circulatoria (Wang et al., 2010; Hajishengallis, 2015).

O muco é formado principalmente por mucinas (muc), glicoproteinas de alto
peso molecular que sdo tipicamente expressas na superficie apical do epitélio. A
expressdo das mucinas € especifica do epitélio intestinal e estas glicoproteinas
participam de fun¢des essenciais, como protecao, lubrificacdo das células epiteliais,
manutencao das caracteristicas epiteliais, adesao celular, diferenciacdo e imunidade
(Josh et al.,2014). A expressédo das mucinas é codificada pelos genes Mucl e Muc2,
e é alterada em muitas condic¢des patoldgicas, tais como doenga inflamatoria intestinal

e neoplasias (Niv, 2016).
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O fator trifélio intestinal (itf) € um membro da familia dos peptideos trifélio e é
expresso quase exclusivamente nas células caliciformes do intestino delgado e do
colon. Sua expresséao é regulada por condi¢des inflamatérias e ulcerativas na mucosa
intestinal, e a itf tem o papel de manter a integridade da mucosa e reparar a mucosa
lesada. A familia do fator trifolio (tff) compreende um grupo de pequenos peptideos
gue sao altamente expressos em tecidos contendo células produtoras de muco -
especialmente na mucosa que reveste o trato gastrointestinal. A itf secretada pelas
células caliciformes intestinais pode estabilizar a mucosa intestinal devido a sua
estrutura espacial especial. Estudos recentes revelaram que o itf pode manter a
integridade da mucosa intestinal e promover a proliferacdo e migracao celular de

células epiteliais intestinais (Kjellev, 2009).

As proteinas de juncao intercelular, denominadas proteinas tight junctions (TJ),
constituem varias proteinas transmembranas e intracelulares, encontradas no lado
apical dos complexos juncionais que conectam células epiteliais (Venugopal et al.,
2019). Os estudos investigando as TJs mostraram que sua expressao € alterada em
doencas inflamatorias crbnicas do intestino (Ahmad et al., 2017). As tighjunction
fornecem suporte estrutural as monocamadas epiteliais, regulam a permeabilidade
paracelular e servem como uma barreira a difuséo de proteinas através da membrana
plasmatica (Steed et al., 2010).

As proteinas claudina sdo pequenas proteinas transmembranas (20-27 kDa),
com um total de 27 membros da familia claudina identificados até o momento (Ahmad
et al., 2017).

Claudina 1, denominada cldnl, € uma das principais proteinas estruturais na
familia de proteinas da tightjunction e é distribuida por toda a superficie da membrana
celular na forma de uma estrutura transmembrana que atravessa a membrana quatro
vezes. A cldnl interage com as isoenzimas da creatina quinase, proteinas de juncéo
estreita ZO1, Z0O2, ZO3 e proteinas contendo o dominio PDZ, para transmitir sinais
dentro e fora das células e manter a funcdo de barreira fisica do epitélio intestinal
(Benczik et al.,2016).

Ocludina € um componente central do complexo tighjunction que liga células
epiteliais vizinhas e regula a polaridade celular, e também modula a transducéo de
sinal e desempenha funcdes durante a cicatrizacéo de feridas epiteliais (Meredith et

al., 2012). Estudos in vitro e in vivo implicam ocludina na regulacdo do fluxo
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macromolecular paracelular no estado estacionario e em resposta ao fator de necrose
tumoral (Buschmann et al., 2013).

Como fatores comuns entre as doencas cardiovasculares, diabetes e esteatose
destacam-se a inflamacgdo sistémica e a translocacdo de bactérias da microbiota
intestinal (Tai et al., 2015). A microbiota oral serve como indculo para o intestino, e é
interessante notar que a inoculacdo oral com P. gingivalis em modelos experimentais
leva a alterac@o da microbiota intestinal, sendo este um possivel mecanismo para a
associacao entre periodontite, e doencgas sistémicas como doencgas cardiovasculares
e a diabetes. Apesar de ndo haverem evidéncias em humanos de que patdgenos
periodontais ou seus produtos poderiam aumentar a permeabilidade intestinal,
evidéncias em modelo experimental animal demonstraram que a inoculacao oral por
P. gingivalis induz ao aumento da permeabilidade (Arimatsu et al., 2014).

Ainda em modelo experimental de periodontite em camundongos induzida pela
inoculacdo oral com P. gingivalis, foi demonstrado que P. gingivalis ndo s6 induz
alteracdo na permeabilidade intestinal, mas também altera o perfil transcricional dos
tecidos intestinais, promovendo a regulacéo negativa de tipl e ocludina proteinas da
tight junction, envolvidas na permeabilidade intestinal. Além disso, a inoculacéo por P.
gingivalis resultou em grande quantidade de DNA bacteriano no figado dos animais
infectados. E importante ressaltar que as mudancas na microbiota intestinal
precederam as alterac6es inflamatorias sistémicas (Nakajima et al., 2015).

Assim, os dados sugerem que P. gingivalis altera a permeabilidade do epitélio
intestinal, aumentando a translocacdo de produtos bacterianos como LPS, o que
poderia contribuir com a maior resposta inflamatdria em pacientes que albergam

grandes proporc¢des deste organismo (Hajishengallis, 2015).

Probidticos no controle da diabetes e da periodontite

Devido ao papel essencial da microbiota na protecdo ao hospedeiro, a
recuperacdo do equilibrio da microbiota pela colonizacdo por organismos benéficos,
associados aos quadros de saude, é uma proposta atraente na prevencdo da
periodontite ou como adjuvante ao tratamento (Raff; Hunt, 2012). Varios estudos
sugerem o efeito benéfico de probidticos como prevengédo a periodontite, ou como
adjuvante ao tratamento periodontal (Matsubara et al., 2016). O efeito do uso de
probioticos orais poderia ser estendido também ao controle da disbiose na microbiota

intestinal e sobre a diabetes.
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Probioticos sao definidos, de acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas
para Agricultura e Alimentacéo (FAO) e com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
como microrganismos vivos, principalmente bactérias, seguros para consumo humano
e que, quando ingeridos em quantidades adequadas, tém efeitos benéficos a saude
(Heczko et al., 2006). As cepas probidticas mais comuns sao dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (Gupta, 2011).

Os mecanismos de acdo destes organismos benéficos incluem seu efeito
direto, pela producéo de bacteriocinas e produtos como acidos e peréxidos, toxicos a
varios patégenos; podem modificar o pH e o potencial de oxirreducdo do meio,
prejudicando o estabelecimento de agentes patogénicos; inibir a adesdo e formacéao
de biofilmes e interferir na resposta do hospedeiro promovendo a inibigdo da producao
de colagenases e citocinas pré-inflamatérias pela via do fator nuclear (NF-kB); ou
modular a proliferacdo celular e a apoptose (Marco et al., 2006; Geier et al., 2007;
Gillor et al., 2009; Gupta, 2011).
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Probidticos e intervencgdes nutricionais relacionadas a probioticos tém sido
descritos como tendo efeitos benéficos na homeostase imunolégica e na saude
intestinal. Em estudos anteriores, demonstrou-se que os mediadores sollveis de
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) exercem efeitos benéficos em modelos pré-
clinicos de sensibilizacéo alérgica, infeccdo bacteriana e funcédo da barreira intestinal
(Zhang et al., 2014).

A suplementacédo com probioticos tem varios efeitos benéficos no metabolismo
da glicose, um estudo clinico controlado randomizado, onde foi avaliado o efeito do
probiotico Lactobacillus acidophilus La5 em gestantes com sobrepeso foram obtidos
resultados no tratamento, mostrando niveis plasmaticos de glicose significativamente
menores no grupo probidtico do que no iogurte convencional em jejum ( Asgharian,
2019).

A literatura mostra que amostras probidticas cultivadas in vitro com células
imunes induzem a producédo de IL-12, uma citocina chave na promocao da resposta
Thl, caracterizada pela producgéo de IFN-y e TNF-a, essencial para a defesa contra
infecgbes por patégenos intracelulares (Dalod et al., 2002). Outros probioticos
induzem a producéo de IL-10 (Di Giacinto et al., 2005; Niers et al., 2005). A inducao
de maior quantidade de IL-10 por macréfagos co-cultivados com Lactobacillus, como
observado em nossos ensaios preliminares, exerceria um efeito imunorregulatério por
suprimir a producao de IL-12 e de outras citocinas Thl, o que poderia direcionar as
células T CD4+ em direcao a diferenciacdo Th2 (De Smedtet al., 1997). A reducéo da
producdo de IL_1B é um fator relevante, pois IL-18 regula positivamente a expressao
do fator de transcricdo RORCv2, direcionando a geracao de Th1l7 (Annunziato et al.,
2008; Ivanov et al., 2006).

A suplementagdo de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) reduziu
significativamente a endotoxemia induzida pelo &lcool, indicando reducédo da
permeabilidade intestinal, e a esteatose hepatica e melhorou a fungéo hepatica. LGG
restaurou a reducdo induzida pelo alcool dos niveis de HIF-2a intestinal. Estudos in
vitro utilizando o modelo de cultura de células Caco-2 mostraram que a adicao do
sobrenadante de LGG evitou a disfuncdo da barreira da monocamada epitelial
induzida pelo alcool. Além disso, o silenciamento génico do HIF-7a / 2a aboliu os
efeitos do LGG, indicando que o efeito protetor do LGG é dependente do fator
transcricional HIF que regula a expressao de proteinas associadas as tightjunction
(Wang et al., 2010).
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O tratamento com probidtico L. casei foi capaz de destruir células B nas ilhotas
de Langerhans em diabetes tipo 1 e diminuir os niveis e aumentar o potencial de
ligacdo da insulina em modelos experimentais de diabetes tipo 2 (Matsuzaki et al.,
1997a; Matsuzaki et al., 1997b). Além disso, um produto contendo L. acidophilus
NCDC14 e L. casei NCDC19 resultou em diminuicdo dos niveis de glicose no sangue
de ratos com diabetes induzida por frutose e foi capaz de suprimir o dano oxidativo
nos tecidos pancreaticos (Yadav et al., 2008). O pré-tratamento com uma mistura de
probidticos formada por L. acidophilus, Bifidobacterium lactis e L. rhamnosus foi capaz
de reduzir os niveis plasmaticos de glicose em ratos com diabetes induzida por aloxan
(Panwar et al., 2013) enquanto ratos com diabetes tipo 2 quando tratados com L.
reuteri GMN-32 mostraram reducdo nos niveis de glicose no sangue e menores
alteracbes cardiacas causadas pelo diabetes do que observado em animais controle
(Lin et al., 2014). O efeito benéfico de certos Lactobacillus sobre o equilibrio glicEmico
pode ser observado também na cavidade oral, pois diabéticos com valores de
hemoglobina glicada>8,0 % portavam menores niveis subgengivais de Lactobacillus
paracasei (0% vs 0,12%) e de L. reuteri (0,05% vs 0,27%) do que os individuos com
valores mais baixos (Longo et al., 2018).

Um estudo recente avaliou o efeito de um probiético comercial com muatliplas
cepas de probioticos vivos(sachet "Symbiter" contendo 14 cepas probidticas dos
géneros  Bifidobacterium, Lactobacillus + Lactococcus, Propionibacterium, e
Acetobacter), sobre a resisténcia a insulina em diabéticos do tipo 2. O uso do produto
por 8 semanas em diabéticos tratados com dieta, exercicio e metformina resultou em
reducédo do indice HOMA-IR (baseado nos niveis de glicose e insulina plasmaticos em
jejum) e nos niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) (0,24%), nos niveis séricos de
TNF a, IL-1B8 e IL-6, em relaco ao grupo placebo. E interessante notar que nem todos
0s pacientes do grupo probidtico tiveram o beneficio, sendo que no subgrupo de
pacientes que responderam ao tratamento, areducdo nos niveis de HbAlc foi de
0,39%.0utras variaveis como peso, circunferéncia abdominal foram reduzidos no
grupo de probidticos (Kobyliak et al., 2018).

O efeito no controle do perfil glicidico e lipidico da ingestdo por 8 semanas do
leite fermentado com probidtico (kefir) contendo Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacteria foi avaliado em pacientes com diabetes mellitus tipo 2, em
ensaio clinico randomizado duplo-cego controlado. Houve redugcdo nos niveis de

HbA1C no grupo usando probidtico em comparagdo com o grupo controle, mas nédo
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nos niveis séricos de triglicérides, colesterol total, LDL-colesterol e HDL-colesterol,
sugerindo seu efeito como adjuvante no tratamento da diabetes (Ostadrahimi et al.,
2015).

A suplementacdo de probidticos multiespécie contendo Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. bulgaricus, Bifidobacterium breve, B. longum,
Streptococcus thermophilus e 100 mg de fruto-oligossacéarideo (pré-biotico), em
comparacdo com o placebo, por 8 semanas em pacientes diabéticos preveniu um
aumento na glicose plasmatica em jejum e resultou em uma reducdo dos niveis
deproteinaC-reativano soro (Asemi et al., 2013).

O uso de Saché contendo probiéticos viaveis (L.acidophilus, L. casei, L. lactis
e B.bifidum, Bi.longum e B. infantis) em pacientes diabéticos tipo 2 promoveram
reducdo nos niveis de HbAlc( 0,14%), reducéo da insulina em jejum (2,9 pU / mL), e
observou-se que 0s probidticos resistiram com sucesso a passagem pelo trato
gastrointestinal (Firouzi et al., 2017).

Lactobacillus acidophilus La5 e Bifidobacterium lactis Bb12 também mostraram
eficAcia na reducdo da glicemia em jejum e na modificacdo de marcadores de
disfuncéo endotelial em pacientes com sindrome metabdlica (Rezazadeh et al., 2018).

Nem todos os probidticos apresentam eficiéncia no controle de diabetes. Por
exemplo, a suplementacéo oral por 12 semanas com Lactobacillus reuteri DSM 17938
em pacientes com diabetes tipo 2 ndo afetou os niveis de HbAlc, a esteatose
hepatica, a adiposidade ou a composi¢cdo da microbiota intestinal. A analise mostrou
gue os participantes que nao responderam positivamente a suplementacdo com L.
reuteri apresentaram maior diversidade no microbioma intestinal no inicio do estudo,
sugerindo que a eficacia da cepa probidtica é dependente também da composicdo da
microbiota (Mobini et al., 2017).

Relatos sobre o papel da microbiota intestinal e do ambiente intestinal na
promoc¢do da saude e prevencdo de doencas mostraram que bactérias benéficas,
como Bifidobacterium e Lactobacillus induzem a melhoria do ambiente intestinal,
afetando positivamente o metabolismo, imunidade e sistema nervoso. Entre as
bactérias consideradas benéficas, Akkermansia muciniphila tem destaque e sua
presenca foi associada ao intestino saudavel e sua abundancia foi inversamente
correlacionada a varios estados de doenca (Naito et al., 2018). Alem disso, a
administracdo de Akkermansia muciniphila reduziu o ganho de peso corporal e

melhorou a tolerancia a glicose em camundongos com diabetes induzida por dieta rica
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em gordura (HFD). Vesiculas liberadas por A. muciniphila diminuiram a
permeabilidade de monocamada de células intestinais da linhagem Caco-2 tratadas
com LPS, e esta diminuicdo foi associada a regulacédo positiva da expressao da
ocludina (Chelakkot et al., 2018).

Probioticos do género Lactobacillus mostraram resultados promissores no
controle da doenca periodontal em humanos. L. reuteri foi capaz de reduzir
parametros clinicos de severidade de doengca, como sangramento a sondagem e
inflamacé&o gengival (Krasse et al., 2006). O emprego de L. brevis (Riccia et al., 2007)
e L. salivarius (Shimauchi et al., 2008) também promoveu a reducéo do indice gengival
em humanos. Produtos como leite fermentado probiético (Staab et al., 2009), chicletes
contendo L. reuteri (Twetman et al., 2009) e um produto comercial a base de L. reuteri
(Vivekananda et al., 2010) foram capazes de controlar a gengivite, reduzir citocinas
pré-inflamatérias no fluido crevicular e inibir a formacao de biofilme dental. Pastilhas
contendo Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 (BB-12) levaram a reducao de indice de placa e indice gengival, sem alterar a
composi¢cdo da microbiota da saliva (Toiviainen et al., 2015). O efeito de pastilhas
contendo L. reuterii concomitante ao tratamento com raspagem e aplanamento
radicular promoveu reducéo nos niveis de P. gingivalis e P. intermedia na saliva e no
biofilme em relacdo ao controle que recebeu apenas o tratamento mecéanico. Além
disso, o grupo com probiéticos apresentou menor porcentagem de sitios com
profundidade de sondagem =5mm apds 12 semanas de acompanhamento (Teughels
et al., 2013).

O efeito de iogurte contendo L. acidophilus La5 e Bifidobacterium lactis Bb12
foi avaliado em ensaio clinico randomizado no periodo de quatro semanas. O
consumo de iogurte probiético resultou em reducéo dos niveis salivares de S. mutans
(Bafna et al, 2018).

Estudos realizados neste laboratério mostraram que L. acidophilus LA5, nédo foi
capaz de inibir a formacéo de biofilme mono espécie por P. gingivalis mas alterou a
expressdo de genes de viruléncia como FIMA1l e Mfal, codificando as fimbrias
principal e secundaria de P. gingivalis. Além disso, em biofilme misto, L. acidophilus
LAS favoreceu Streptococcus oralis e S. gordonii, colonizadores iniciais do biofilme e
reduziu os niveis de P. gingivalis (Ishikawa et al., dados n&o publicados). Por outro
lado, L. acidophilus LA5, entre varios lactobacilos testados, mostrou-se o mais

eficiente na redugéo da adeséo e invaséo de P. gingivalis a células epiteliais gengivais
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e foi capaz de alterar a resposta de células epiteliais gengivais contra
P.gingivalis,reduzindo drasticamente os niveis de IL-78 no sobrenadante
(Albugquerque-Souza et al., 2019). Esta alteracao no perfil de citocinas promovida pelo
probiético foi acompanhada de reducdo na expressdo de TLR4 e NRLP3 por L.
acidophilus LAS5.

Dados prévios deste laboratério mostraram que a administracdo de
L.acidophilus LA5 via oral diariamente em modelo experimental de periodontite
induzida por consorcio microbiano resultou em controle da reabsor¢do do o0sso
alveolar (Cataruci, 2019).

Para o uso clinico de probioticos, ha necessidade do conhecimento das suas
propriedades, com selecédo do agente mais apropriado para cada quadro (Medina et
al., 2007). A determinacdo das propriedades benéficas de uma cepa probidticas in
vitro € apenas o primeiro passo para sua selecdo, e 0s seus mecanismos devem ser
determinados experimentalmente in vivo, sob diferentes estimulos.

Assim, a hipbtese testada foi a de que probioticos Lactobacillus acidophilus LA5
poderiam alterar a resposta a patégenos periodontais na diabetes, e contribuir para o
controle da periodontite e para a recuperacdo do equilibrio glicémico mesmo frente a
dieta hiperlipidica.

No presente estudo, a diabetes foi induzida pela ingestédo de dieta hiperlipidica
e optamos por usar,na presente proposta, um modelo de periodontite experimental
induzida por um consércio bacteriano, formado por P. gingivalis capsulada/ndo
fimbriada e ndo capsulada/fimbriada, F.nucleatum, P. intermedia e S. gordonii. Este
modelo permitiu o desenvolvimento da periodontite representado pela perda éssea

alveolar em camundongos C57BI6 (Shimabukuro, 2019).
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2 PROPOSICAO

Objetivos gerais

Determinar o potencial da administracdo oral de L. acidophilus LA5 no controle

da periodontite e diabetes tipo 2 em modelo experimental animal.

Objetivos especificos

O efeito do probidtico L. acidophilus LA5 sera determinado em modelo
experimental in vivo de periodontite e diabetes tipo 2, avaliando-se:

- Ganho de peso, niveis séricos de glicose, e tolerancia a glicose;

- Perda Gssea alveolar por microCT,;

- Niveis séricos de LPS;

- Expresséo de genes associados a permeabilidade intestinal em amostras de

célon.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Camundongos foram submetidos a periodontite experimental e diabetes tipo 2.
A periodontite foi induzida por 25 inoculacdes por gavagem oral com microrganismos
orais de origem humana, e a diabetes por ingestao de dieta hiperlipidica. O desenho
experimental esta apresentado na figura 3.1. O efeito do probiético L. acidophilus LA5
foi determinado pela inoculacdo por gavagem oral da suspensédo de probiético por
todo o periodo experimental. Os animais foram acompanhados por 47 dias, e
monitorados quanto ao ganho de peso, e niveis séricos de glicose. Decorridos 45 dias
da primeira inoculagéo, foi determinada a tolerancia a glicose. No 47° dia, os animais
foram eutanasiados e foram realizadas as andlises para determinacdo de perda 6ssea
alveolar e expressdo de genes associados a permeabilidade do intestino, e niveis
séricos de LPS. Animais controles inoculados apenas com veiculo do consorcio

microbiano e/ou  do probiético foram também avaliados.

Figura 3.1 — Delineamento experimental

B Inoculagdode probidtico
Inoculagdode consércio bacteriano
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3.2 Grupos experimentais

Foram utilizados 35 camundongos para avaliar o desenvolvimento da diabetes
foi empregado um grupo controle (n=4) que recebia dieta convencional (animais
normoglicémicos) mas nao foi submetido a qualquer manipulagéo. Os animais com
inducdo de diabetes (D+) foram distribuidos em 4 grupos experimentais (n=8), na
presenca (PP) e auséncia de periodontite (Veiculo PP) (consorcio microbiano ou
Veiculo, respectivamente), com e sem probiético (PB LA5 e Veiculo PB,
respectivamente), como descritos a seguir:

o SHAM: D+(dieta hiperlipidica), veiculo PB e veiculo PP;

o Controle Periodontite: D+(dieta hiperlipidica), PP, Veiculo PB;
o Exp 1: D+(dieta hiperlipidica), Veiculo PP, PB LA5;

o Exp2.: D+(dieta hiperlipidica), PP, PB LA5;

o Controle normoglicémico: SHAM

3.3 Consideracdes éticas

Este projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICB,
tendo sido aprovado, e foi encaminhado ao CEUA da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo, em conformidade com a legislacdo 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
experimentacdo animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). (ANEXOS A e B). Numero do CEUA 026/2019.

3.4 Cepas Utilizadas e condi¢@es de cultivo

A cepa probiotica foi cultivada em caldo e agar MRS Lactobacilli em
microaerofilia (5% de COZ2). P. gingivalis, P. intermedia, e F. nucleatum foram
cultivados em placas de agar sangue acrescido de 0,5 mg hemina/mL e 1mg
menadione/mL, a 37°C, em condi¢cdes anaerdbicas. Para o organismo comensal S.

gordonii DL-1, aliquotas de 25 ul da suspensédo da bactéria estocadas a -80°C foram
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inoculadas em placa de cultura de agar infusdo de cérebro e coracédo (BHI, BD;
Becton, Dickinson and Company, Sparks, EUA) e as culturas incubadas em condicéo
de microaerofilia a 37°C por 24-48 horas. As culturas em meio liquido foram obtidas
em caldo BHI suplementado com 0,5 mg hemina/mL e 1 mg menadione/mL e
incubadas em anaerobiose ( 85% N2, 5%H2 e 10% CO2) até atingir a densidade
optica (DO) de =1.2 A° em 600nm. As culturas foram centrifugadas em temperatura
ambiente por 10 min, a 3.700rpm (2.464 Xg). Ap0s isso, o0 sobrenadante foi descartado
e as células precipitadas foram ressuspendidas em 500 pL de leite desnatado Molico
a 10% acrescido de 5% de L-glutamato de sédio monohidratado (Sigma-Aldrich), e
5% de solucéo de dithiothreitol (Sigma-Aldrich), a suspensdes foram transferidas para
criotubos (100 pL por amostra) e, imediatamente, foram congelados a -80 °C. . As
amostras foram entéo liofilizadas em Freezone Triad Freezer Dryers (Labconco,
Flawil, Suica) em -40°C, sob vacuo. O material liofilizado foi armazenado em freezer
-80°C.

As amostras foram ressuspensas em caldo BHI (suplementado com 1mg
hemina/ml e 0,1mg menadione/ml) por 6 horas e mantidas em camera de
anaerobiose, quando entdo foi realizada a determinacdo do niumero de organismos
viaveis /criotubo. Para o probiotico, as amostras foram ressuspensas em caldo MRS,
qguando entdo foi realizada a determinacdo do numero de organismos viaveis
[criotubo. As suspensdes bacterianas foram diluidas em série em PBS (pH 7,0) e
aliquotas de 25ul foram inoculadas em triplicata na superficie de agar sangue
hemina/menadione para P. gingivalis, P. intermédia, F. nucleatum, e 4gar BHI para S.
gordonii. Apds incubacdo em camera de anaerobiose por 2-4 dias, as col6nias foram
contadas e o numero de UFC /criotubo estimado. Este processo foi repetido a cada 2
meses para avaliagdo da manutencdo da quantidade de bactérias viaveis existentes

por criotubo.
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3.5 Animais e condi¢cfes de manutencao

Os modelos experimentais de doenca periodontal e/ou diabetes foram
realizados em camundongos machos da linhagem C57BL6, entre 5 e 6 semanas de
idade, mantidos em gaiolas com filtros micro isoladores acondicionados em estantes
com ventilacdo e temperatura controladas no biotério do Departamento de
Microbiologia, ICBUSP, recebendo agua e racédo a vontade. Os grupos de animais,

foram mantidos separadamente, 4 camundongos por gaiola.

3.6 Modelo experimental de periodontite

Preparo do In6culo: A doenca periodontal experimental foi induzida por
inoculacao oral por gavagem de P. gingivalis (ATCC 33277), P. gingivalis (W83),
P.intermedia 17, F. nucleatum ssp. Nucleatum ATCC35586 em volume de 50ul
contendo 10! UFC de cada um dos patégenos e 10 UFC de S. gordonii DL1. As
amostras liofilizadas foram ressuspensas em 1ml de caldo BHI com hemina (10
mg/ml; Sigma-Aldrich) e menadione (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) no dia da inoculacéo.
Apos 6 horas de incubacao em condices de anaerobiose em camara de anaerobiose
(85% N2z, 5%H2 e 10% CO2) a 37°C, as suspensodes padronizadas foram ressuspensas
em gel de carboximetilcelulose a 2% para inoculacao oral por gavagem no periodo da

tarde.

3.7 Inoculagdes do consodrcio microbiano

Os animais infectados foram inoculados por gavagem oral por 25 dias, no
periodo da tarde sendo 5 dias/semana durante as 5 primeiras semanas do ensaio. O
esquema de inoculagcdes pode ser visto na figura 1. Animais controles foram
inoculados por gavagem oral apenas com veiculo carboximetilcelulose 2% e foram

também avaliados.
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3.8 Modelo experimental de diabetes

A diabetes foi induzida por dieta rica em lipidios (5.358 kcal/Kg™), enquanto os
controles ndo diabéticos receberam a dieta padrdo (3.948 kcal/Kg™), ad libitum
(Caricilli et al., 2011); durante todo o periodo experimental. A dieta hiperlipidica foi
composta de 22,94 de proteina %, 32,38% de carboidrato e 29,35% de gordura
(RHOSTER, Aracoiaba da Serra, Sdo Paulo, Brasil).

3.9 Tratamento com probioticos

Foi determinada a eficacia de L. acidophilus LA5 para controlar a destruicao
periodontal e a diabetes. As amostras liofilizadas foram ressuspensas em 1ml de
caldo MRS no dia da inoculagdo, e imediatamente ressuspensas no veiculo
carboximetilcelulose 2%, até atingir a concentracdo de 1X10°UFC/ml. O probidtico foi
inoculado diariamente, por todo o periodo experimental, por via oral com o auxilio de
uma agulha de gavagem, em aliquotas de 100 uL contendo 1x10° UFC de probidtico
em gel de carboximetilcelulose a 2% e PBS (pH 7,0). Os animais controle receberam

apenas o veiculo.

3.10 Determinacéo dos niveis séricos de glicose

Semanalmente, os animais foram pesados e foram determinadas as
concentracdes seéricas de glicose apds 8 horas em jejum. Uma gota de sangue foi
obtida do plexo submandibular com auxilio de lanceta descartavel estéril (DiagTesti®,
Ipiranga, Sao Paulo — SP, Brasil) A determinagdo da concentragcédo de glicose foi
realizada usando o kit Glicose FreeStyle® Optium Neo (Abbott, S&do Paulo, BR), de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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3.11 Tolerancia a glicose

Apos 45 dias foi determinada a tolerancia a glicose, de acordo com
Andrikopoulos et al., 2008. Apés 6 horas de jejum, foi coletado uma gota de sangue
pelo plexo submandibular para a deteccéao do nivel de glicemia no TO, apos isso foi
administrada dose fixa de 50mg de glicose (100ul da solucéo de glicose a 50%) por
animal, semelhante a 2g/kg de peso, por via intraperitoneal.

Apos 15, 30, 60, e 120 minutos, foi coletada uma gota de sangue pelo plexo
submandibular e as concentracfes de glicose foram determinadas usando o kit
Glicose FreeStyle® Optium Neo (Abbott, S&o Paulo, BR).

3.12 Obtencao das amostras

Antes da eutanasia foi realizada coleta de sangue por puncédo cardiaca para
determinacao dos niveis séricos de LPS. Apos a eutanasia (47 dias), foi determinada:
a destruicdo do osso alveolar por microCT da maxila, a expressdo de genes
associados a permeabilidade do intestino e os niveis de LPS no sangue.

Ap6s remocdo do tecido gengival, as hemimaxilas foram retiradas e
armazenadas em formaldeido a 4% em geladeira para determinacdo da perda éssea
alveolar. O duodeno foi obtido e uma porcao de cerca de 1 cm mantida em RNA later

em freezer a -80°C até sua manipulacéo.

3.13 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

A perda 6ssea alveolar foi determinada usando um microtomégrafo (SkayScan
1176 versao 1.1, 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 0sseo (CT Analyzer

software Version 1.15.4.0, SkyScan, Bruker Biospin, Kontich, Bélgica) da regido
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interproximal entre o primeiro e o segundo molar (area de 50 x 25 pixels selecionada
em 15 cortes coronais a partir da JEC do segundo molar), por examinador cego ao
experimento. (LOPES et al., 2017; ROGERS et al., 2007).

3.14 Estudo da expresséo génica (RT-PCR) da mucosa do colon intestinal

A andlise da expresséo foi realizada como proposto por (Wang et al., 2010)

As amostras de mucosa do colon intestinal mantidas em RNA later foram
submetidas a extracdo do RNA, com reagente TRIzol de acordo com o protocolo do
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). A quantificacdo de RNA de cada
amostra foi realizada em NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania).

O cDNA foi sintetizado por reacdo de transcriptase reversa, utilizando High-
Capacityc DNA Archive kit (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. Foi utilizado 1,0 ml de TRIzol por fragmento de tecido
intestinal. Apés a incubacéo por 30 minutos, foram adicionados 100 pl de cloroférmio
(LabSynth, Sdo Paulo, Brasil), seguindo-se incubac¢éo por 15 minutos em temperatura
ambiente e centrifugacdo (12.000 xg/15 minutos/40C). O RNA na fase aquosa foi
precipitado com isopropanol (LabSynth, Sado Paulo, Brasil) e os sais removidos com
lavagem por duas vezes com etanol (75%) (LabSynth, Sdo Paulo, Brasil). Apos a
secagem em temperatura ambiente, 0 RNA resultante foi ressuspendido em agua livre
de RNAse (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, EUA), e tratado com desoxiribonuclease (AmbionTM DNase
I, RNase-free, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) por 15 minutos a 250C.
A enzima foi inativada pelo calor (650C por 10 minutos) e o RNA foi quantificado por
mensuracdo em espectrofotdmetro 260 e 280 nm (Nanodrop Technologies ND-1000,
Wilmington, EUA) e entéo utilizado para a sintese de cDNA. A guantidade e qualidade
do cDNA foi estimada por espectrometria (Nanodrop ND1000 - Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Lituania).

A avaliacdo quantitativa foi realizada por PCR em tempo real. Foi avaliada a expesséo
dos genes que codificam as proteinas: itf, mucl e ocludina, e actb utilizando os primers
descritos na tabela 1 (Wang et al., 2010). As reacOes foram realizadas em

termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City,
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Califérnia, EUA), de acordo com o protocolo a seguir: 50ng de cDNA, 0,25 pL dos
iniciadores (estoque a 25pM), 5 uL de Power Sybr Green® (Life Technologies Co.,
NY, EUA) e 3,5 uL de H20 milliQ estéril. O ciclo de amplificacao foi 95°C/15"", 60°C/1",
95°C/15” (40 ciclos) seguidos de duas etapas a 95°C/15"" e 60°C/1” e uma etapa final
a 0,3 °C — 95°C/15"". A quantificacéo relativa de mRNA de cada gene alvo foi feita
pelo método do AACT (Pfaffl, 2001), utilizando o gene da B-actina como controle
endogeno, a partir de amostras duplicadas. Dados expressos em fold changes em
relacéo ao controle D+SHAM

Tabela 3.1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagfes de qPCR

GENE Sequéncia

ITF 5-TGGTCCTGGCCTTGCTGT-3' 5-GGCACACTGGTTTGCAGACA-3
OCILN 5 CCAATGTGCAGGAGTGGGE-3' 5 CGCTGCTGTAACGAGGCT-3'
MUC1 5-GTGCCCCCTAGCAGTACCG-3 5-GACGTGCCCCTACAAGTTGG-3'
ACTB 5 GAGACCTTCAACACCCCE' 5 -ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG-3'

3.15Determinagcdo da integridade da barreira intestinal por anélise do nivel
sérico de LPS

A analise foi realizada como descrito por Wang et al., (2011).

A integridade da barreira intestinal foi avaliada por analise no soro do nivel de
endotoxina bacteriana. Os niveis de lipopolissacarideo foram mensurados com a
utilizacao do kit de amebdcitos Limulus (Thermo Scientific™, Rockford, lllinois, EUA),
de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Como controle positivo foram usadas
diluicbes seriadas de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich). Antes da eutanasia, apos jejum
de 12 horas foi realizada coleta de sangue por puncédo cardiaca. Obtencdo do soro
por centrifugacao (por 15 min, a 3.700rpm) O soro foi diluido 1:50. Comparagdo com

escala padréao.

3.16 Anélise estatistica
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Apo6s andlise da distribuicdo, os dados foram expressos como média = desvio
padrdao (DP). Foi utilizado o teste ANOVA de sentido Unico seguido do teste de
Comparacéao Mdltipla de Tukey. A significancia estatistica foi estabelecida em p <0,05.
A andlise foi realizada utiliando o programa GraphPad Prism® Versao 6.0c (Software
GraphPad, La Jolla, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

Durante o periodo experimental, os animais foram monitorados quanto a
guaisquer intercorréncias, como alteragdo de pelagem e de locomoc¢ao. Nao foram
observadas alteraces nos animais dos diferentes grupos experimentais.

Os animais foram monitorados semanalmente quanto ao ganho de peso e aos
niveis séricos de glicose. Pode ser observado na figura 4.1, que os animais que
receberam a dieta hiperlipidica (D+) apresentaram maior ganho de peso durante o
periodo experimental que os animais que receberam a dieta convencional. O grupo
DC ganhou em média 6,29, enquanto o grupo D+ SHAM ganhou em média 13,29, 0
grupo D+PP ganhou em 16,19, o grupo D+PB teve um ganho de peso médio de 22,79,
e o grupo D+PPPB 13,5g. Também podemos observar na Figura 5.1 o ganho de peso

semanal do animais.

Figura 4.1 - Ganho de peso dos animais (em gramas) durante o periodo experimental de 47 dias (8
semanas dos seguintes grupos): DC (controle negativo recebendo dieta convencional),
D+SHAM (dieta hiperlipidica + veiculo consércio microbiano + veiculo probiético), D+PP
(dieta hiperlipidica + consorcio microbiano + veiculo probidtico) e D+PPPB (dieta
hiperlipidica + consércio microbiano + probiético L. acidophilus LAS).
(*) Diferenca significante em rela¢éo ao grupo DC (8) Diferenga significante em relagéo ao
grupo D+SHAM (A) Diferenca significante em relacdo ao grupo D+PP. Método estatistico:
Kruskall Wallis p <0,05%
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A dosagem de glicose sérica durante o periodo experimental mostrou que a
dieta hiperlipidica induziu maiores niveis séricos de glicose quando comparados aos
dados obtidos de animais com dieta convencional (Figura 4.2).

A periodontite influenciou na dosagem de glicose sérica tanto no grupo D+PP,
como no grupo D+PPPB. Por outro lado, pode ser observado que a administracao
oral de L.acidophilus LA5 induziu a menores valores de glicemia nos animais dos
grupos D+PB e D+PPPB quando comparados aos grupos D+SHAM e DC

respectivamente.

Figura 4.2 - Niveis séricos de glicose no periodo de 8 semanas com jejum de 8 horas dos seguintes
grupos: DC (controle negativo recebendo dieta convencional), D+SHAM (dieta hiperlipidica
+ veiculo consorcio microbiano + veiculo probiético), D+PP (dieta hiperlipidica + consércio
microbiano + veiculo probiético) e D+PPPB (dieta hiperlipidica + consércio microbiano +
probiodtico L. acidophilus LAS). (*) Diferenca significante em relacdo ao grupo DC, (8)
Diferenca significante em relagc&o ao grupo D+SHAM, (A) Diferenca significante em relagéo
ao grupo D+PP. Método estatistico: Kruskall Wallis p <0,05%
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Dois dias antes da eutanasia 45 dias ap0s o inicio da inoculacdo os animais
foram submetidos a curva de tolerancia a glicose, dosagem dos niveis séricos de
glicose apos jejum de 8 horas, seguindo-se administragdo de glicose intraperitoneal e
dosagem da glicemia sérica em intervalos de 15 minutos, até completar 120 minutos.
Os dados estéo apresentados na figura 4.3.

Pode ser observado que a dieta hiperlipidica (DH) induziu maior nivel sérico de
glicose em TO (jejum), e que maiores niveis sericos de glicose foram observados em
todos os periodos avaliados quando comparados os dados do grupo D+SHAM ao
dados obtidos com animais recebendo a dieta convencional (DC). Além disso, em
todos os intervalos avaliados, a associacdo de periodontite experimental com dieta
hiperlipidica (D+PP) levou a menor tolerancia ou maior intolerancia & glicose do que
apenas a dieta hiperlipidica (D+SHAM). Por outro lado, a administracdo de
L.acidophilus LA5, tanto no grupo que recebeu apenas a dieta hiperlipidica (D+PB)
como no grupo com periodontite induzida e dieta hiperlipidica (D+PPPB) resultou em

maior tolerancia a glicose do que os respectivos controles.

Figura 4.3 - Curva de Tolerancia a glicose realizada em camundongos C57BL6 no periodo de 120
minutos apoés jejum de 6 horas dos seguintes grupos: DC (controle negativo recebendo
dieta convencional), D+SHAM (dieta hiperlipidica + veiculo consércio microbiano + veiculo
probidtico), D+PP (dieta hiperlipidica + consorcio microbiano + veiculo probiético) e
D+PPPB (dieta hiperlipidica + consércio microbiano + probidtico L. acidophilus LA5),
D+PB(dieta hiperlipidica + probidtico). (*) Diferenca significante em relacdo ao grupo DC,
(8) Diferenga significante em relagdo ao grupo D+SHAM, (A) Diferenga significante em
relacéo ao grupo D+PP. Método estatistico: Kruskall Wallis.
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Os dados obtidos pela analise do volume 0sseo pelas microtomografias podem ser
observados na figura 4.4 A porcentagem média de volume 6sseo encontrado no grupo
DC foi de aproximadamente 94% enquanto o grupo D+PP apresentou um percentual
médio de 42%, indicando que o modelo utilizado foi capaz de induzir perda
periodontal. No entanto ndo foi observada diferenca estatistica no volume 6sseo entre
os outros grupos DC, D +SHAM, D+PPPB e D+PB, indicando que a diabetes néo
levou a destruicao 6ssea siginificante; que o probiético ndo induziu destruicdo do 0sso
alveolar, e que a adminsitracdo oral do probiotico foi capaz de controlar a destruicdo
periodontal induzida pelo consércio microbiano nos animais diabéticos. Apesar de
todos os grupos que receberam dieta hiperlipidica terem apresentado um percentual
de perda do volume 6sseo, apenas o grupo D+PP apresentou perda com diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao controle SHAM)

Figura 4.4 - Porcentagem de volume ésseo de camundongos C57BL apds o periodo experimental de
47 dias (8 semanas) dos seguintes grupos: DC (controle negativo recebendo dieta
convencional), D+SHAM (dieta hiperlipidica + veiculo consércio microbiano + veiculo
probiotico), D+PP (dieta hiperlipidica + consércio microbiano + veiculo probiético) e
D+PPPB (dieta hiperlipidica + consdrcio microbiano + probidtico L. acidophilus LA5),

D+PB(dieta hiperlipidica + probiético). Método estatistico: Kruskall Wallis com pés-teste
de Dunn (*) Diferenca significante em relacéo ao grupo D+SHAM, p<0,05
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Para determinar se a diabetes e/ou a periodontite resultou em maiores niveis de

LPS na corrente circulatoria, o que poderia indicar alteracdes na permeabilidade do
intestino, e ter repercussdes sistémicas, foram analisados os niveis séricos de LPS

ao final do periodo experimental.
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Os dados apresentados na figura 4.5 indicam que nenhum dos tratamentos induziu

a alteracao nos niveis séricos de LPS.

Figura 4.5 - Niveis séricos de LPS de camundongos C57BL apés o periodo experimental de 47 dias (8
semanas) dos seguintes grupos: D+SHAM (dieta hiperlipidica + veiculo consércio
microbiano + veiculo probidtico), D+PP (dieta hiperlipidica + consorcio microbiano +
veiculo probiotico) e D+PPPB (dieta hiperlipidica + consorcio microbiano + probiético L.
acidophilus LA5), D+PB(dieta hiperlipidica + probiético). ANOVA com pés teste de Tukey
p >0,05%
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A andlise da expressdo de genes associados a proteinas relacionadas a
permeabilidade intestinal no intestino delgado mostrou que a dieta hiperlipidica nao
alterou a expresséo relativa de nenhum dos genes pesquisados, quando comparados
os grupos DC e D+SHAM. Por outro lado, pudemos demonstrar que a periodontite
alterou a expressao de genes no intestino delgado, induzindo a regulagcéo negativa de
itf (D+ versus D+PP) (ANOVA seguido de Tukey, p<0.05), mas ndo de mucl ou de
ocl. Por outro lado, o probidtico L.acidophilus LAS alterou a expresséo destes genes
no intestino. Os resultados da expressao relativa de cada gene (apds normalizacao
com o controle enddgeno) sdo expressos em namero de vezes em relagao ao controle
recebendo a dieta convencional, e estao apresentados nas figuras 4.6, 4.7 e 4.8.
Como apresentado na figura 6, a expressao de itf foi regulada positivamente quando
D+PPPB foi comparado ao controle D+PP, mas ndo houve diferenca na expressao
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destes genes entre os grupos D+SHAM e D+PB (ANOVA, p>0.05). Quanto a
expressdo do gene ocln, que codifica a proteina de tightjunction ocludina, pudemos
observar que os niveis da sua expressao foram semelhantes ao controle SHAM que
recebeu a dieta convencional, quando estes foram comparados a animais diabéticos
(D+SHAM) ou diabéticos com periodontite (Figura 4.7). Por outro lado, o probiotico
L.acidophilus LA5 induziu a regulacdo positiva da transcricdo de ocln, tanto na
presenga como na auséncia de periodontite, embora ndo haja diferenca significante
na expressao deste gene entre os grupos D+PP e D+PPPB. A periodontite ou a
diabetes nao interferiram na expressao relativa de mucl (Figura 4.8). No entanto, a
administracdo do probiotico levou a regulacdo positiva de mucl (ndo significante)
quando comparados os grupos D+SHAM e D+PB, e esta regulacdo positiva pelo
probibtico foi estatisticamente significante entre os grupos com diabetes D+ e
periodontite D+PP e D+PPPB.

Figura 4.6 - Expressao relativa do gene itf por RT-gPCR em intestino delgado dos diferentes grupos:
DC (controle negativo recebendo dieta convencional), D+SHAM (dieta hiperlipidica +
veiculo consoércio microbiano + veiculo probiético), D+PP (dieta hiperlipidica + consércio
microbiano + veiculo probiético) e D+PPPB (dieta hiperlipidica + consércio microbiano +
probiotico L. acidophilus LAS).

(*) Diferenca estatisticamente significante na comparacédo do grupo (D+PPPB) em relacao
ao grupo (D+PP);

(¢) diferenga significante na comparagdo do grupo (D+PP) em relagdo ao controle
D+SHAM. ANOVA, comparacao Mdltipla de Tukey, p<0.05
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Quanto a expressdo do gene ocln, que codifica a proteina de tightjunction
ocludina, pudemos observar que os niveis da sua expressao foram semelhantes ao

controle (DC) que recebeu a dieta convencional, quando estes foram comparados a
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animais diabéticos (D+SHAM) ou diabéticos com periodontite (Figura 4.7). Por outro
lado, o probidtico L.acidophilus LA5 induziu a regulacéo positiva da transcricdo de
ocln, tanto na presenga como na auséncia de periodontite, embora nao haja diferenca

significante na expressao deste gene entre os grupos D+PP e D+PPPB.

Figura 4.7 - Expressao relativa do gene ocln por RT-gPCR em intestino delgado dos diferentes grupos:
DC (controle negativo recebendo dieta convencional), D+SHAM (dieta hiperlipidica +
veiculo consércio microbiano + veiculo probiético), D+PP (dieta hiperlipidica + consércio
microbiano + veiculo probittico) e D+PPPB (dieta hiperlipidica + consorcio microbiano +
probiético L. acidophilus LA5), D+PB(dieta hiperlipidica + probi6tico). ANOVA,
comparacao Mdltipla de Tukey
* Diferenca significante entre D+PB ou D+PPPB e D+SHAM. (p<0.05).
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A periodontite ou a diabetes néo interferiram na expressao relativa de mucl.
No entanto, a administracdo do probiotico levou a regulacdo positiva de mucl (ndo
significante) quando comparados os grupos D+SHAM e D+PB, e esta regulacao
positiva pelo probidtico foi estatisticamente significante quando comparados 0s grupos
com diabetes e periodontite D+PP e D+PPPB.
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Figura 4.8 - Expresséao relativa do gene mucl por RT-gPCR em intestino delgado dos diferentes
grupos: DC (controle negativo recebendo dieta convencional), D+SHAM (dieta
hiperlipidica + veiculo consorcio microbiano + veiculo probittico), D+PP (dieta
hiperlipidica + consdrcio microbiano + veiculo probiético) e D+PPPB (dieta hiperlipidica +
consorcio microbiano + probidtico L. acidophilus LA5). ANOVA, comparacao Mdltipla de
Tukey,

(*) diferenga significante entre D+SHAM e D+PPPB,
(**) diferenca significante entre D+PP e D+PPPB, p <0,05%.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado modelo animal experimental de diabetes e
periodontite. A diabetes foi induzida pela ingestao de dieta hiperlipidica e optamos por
usar um modelo de periodontite experimental induzida por um consércio bacteriano,
formado por P. gingivalis capsulada/ndo fimbriada e ndo capsulada/fimbriada, F.
nucleatum, P. intermedia e S. gordonii. Este modelo permitiu o desenvolvimento da
periodontite representado pela perda éssea alveolar em camundongos C57BI6
(Shimabukuro, 2019). Ensaios em animais experimentais sao Uteis para avaliacdo do
efeito de medidas para a prevencédo e controle de doencgas. Modelos experimentais
em animais devem mimetizar os sinais e sintomas da doenca, e devem se relacionar
a etiologia comum da doenca no modelo animal e no homem (Furman et al., 2019).
Assim, os modelos mais adequados para determinar o efeito de novos agentes para
reduzir a glicose sérica em animais experimentais envolvem o uso de dieta rica em
lipidios (DH). Estes modelos se relacionam muito bem com a patofisiologia da doenca
no homem. A dieta hiperlipidica apresenta um percentual médio de calorias da gordura
de 37,9% (variando de 11,3 a 58%) e deve ter uma duracdo minima de oito semanas
para permitir o desenvolvimento da resisténcia a insulina. Apesar da maioria dos
estudos ter usado ratos como animal experimental, varios estudos utilizam
camundongos (Engel et al., 2019; CARICILLI et al., 2014).

A dieta desempenha um papel decisivo na prevencéao e tratamento de doencas
como obesidade, diabetes, alergias e doencas inflamatérias (Fertil et al., 2017). Os
dados aqui demonstrados indicam que a dieta hiperlipidica levou ao aumento dos
niveis séricos de glicose e houve o desenvolvimento da tolerancia a glicose. Estes
dados estdo de acordo com estudos prévios usando o mesmo modelo experimental
de diabetes (Caricilli et al., 2014;Céandido et al., 2018).

Pacientes diabéticos ndo compensados geralmente apresentam complicacdes
cardiovasculares, renais e neurais e também s&o mais propensos a desenvolver
doencas orais graves, incluindo doenca periodontal (DP) (Forbes et al., 2013). Além
disso, a relacdo entre diabetes e periodontite € bidirecional onde os estudos sugerem
gue o tratamento da periodontite resulta em melhor controle glicémico (Pumerantz et
al., 2017). No presente estudo, os animais com dieta hiperlipidica que receberam o

consaorcio microbiano apresentaram maior nivel sérico de glicose e maior tolerancia a
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glicose quando comparados aos animais controle (D+SHAM). Estes dados estédo de
acordo com as observacdes de que as citocinas da DP prejudicam o controle glicémico
e contribuem para a resisténcia a insulina, enquanto que a hiperglicemia acelera a
progressao da perda éssea alveolar (Koromantzos et al., 2011).

Assim, o modelo empregado de inducéo de periodontite e diabetes mostrou-se
apropriado para investigar o efeito de medidas de controle, como o0 uso de
probidticos. Pudemos determinar que a administragdo diaria de L. acidophilus LAS5 foi
capaz de controlar os niveis séricos de glicose e alterar a tolerancia a glicose em
animais recebendo dieta hiperlipidica. Deve-se, no entanto, levar em conta a limitacao
de estudos de agentes antidiabetes em animais, cujos efeitos nem sempre sdo
traduzidos para humanos, tanto em termos qualitativos da resposta, como
guantitativos em termos da magnitude da resposta (Furman et al 2019). Por outro lado,
mesmo uma pequena reducdo na glicemia ou na porcentagem de hemoglobina
glicada, pode ter significado clinico no contexto da reducdo do desenvolvimento de
complica¢Bes diabéticas a longo prazo (McGonigle et al., 2014).

Outro aspecto relevante a ser determinado para estudos em humanos refere-
se a dose. No presente estudo, os animais pesando aproximadamente 30g receberam
1x10°UFC L. acidophilus LA5/dia. Assim, a dose equivalente para um homem pesando
70 kg seria de 2,3x10'? UFC/dia. No entanto, a extrapolacdo da dose para humanos
a partir de animais pode ser baseada em outros parametros, como a area corporal
(Reagan-Shaw et al., 2007). Outras variaveis que podem interferir no efeito dos
probioticos referem-se a forma de aplicacdo, e frequéncia. No presente estudo, L.
acidophilus LA5 foi usado na cavidade oral, com o0 uso de espessante
(carboximeticelulose) para aumentar o seu tempo de permanéncia na cavidade oral.
No entanto, o efeito observado pode néo ser restrito a cavidade oral, mas o probiético
pode ter atividade por interferir diretamente no intestino.

As condi¢fes &cidas sdo um poderoso estresse ambiental ao qual as bactérias
sdo submetidas no trato gastrointestinal. Foi relatado que os valores de pH afetam
fortemente a sobrevivéncia de bactérias, e a presenca de sais biliares no ambiente é
mais prejudicial para a viabilidade bacteriana do que o efeito do pH 3 (De Angelis et
al., 2004). L.acidophilus LA5 € capaz de sobreviver as condi¢des do trato digestivo,
inclusive aos sais biliares e baixo pH do estomago, sendo capaz de chegar viavel ao
intestino, embora estas condi¢des promovam reducéo da carga microbiana. Esta cepa

tem a capacidade de se adaptar as condi¢oes ambientais alterando a composicéo da
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superficie celular, demonstrada pela alteracdo na hidrofilicidade (Shakirova et al.,
2013). No presente estudo, a cepa L. acidophilus LA5 foi administrada na forma
liofilizada, e seu efeito pode ser demonstrado por promover alteragdes no intestino.
No entanto, maiores estudos sdo necessarios para rastrear esta cepa, e determinar
sua sobrevivéncia e capacidade de colonizacdo e de alteracdo do microbioma
intestinal.

Um outro fator a ser ponderado sobre o efeito do probiotico sobre a diabetes e
a periodontite € o momento da sua utilizagdo. Embora probiéticos tenham sido
preconizados como adjuvantes da terapia periodontal e no controle da glicemia em
pacientes diabéticos (Engel et al., 2019), ou seja, para serem utilizados apés o
estabelecimento das doencas, no presente estudo, a cepa probidtica foi utilizada para
controlar o desenvolvimento das doencas mediadas pela inoculacdo do consércio
microbiano e pela dieta hiperlipidica, respectivamente. Assim, novos estudos sao
necessarios para investigar o seu efeito sobre a doenca ja estabelecida.

O lipopolissacarideo (LPS) do envelope externo de bactérias Gram negativas
pode estimular a resposta imune inata por ativar receptors toll-like e induzir a liberacao
de citocinas inflamatérias (Salgaco et al., 2019). Dietas ricas em gordura estédo
associadas a uma reducdo na diversidade bacteriana intestinal, alteracbes na
integridade da membrana, induzindo aumento da permeabilidade e aumento da
translocacao de LPS, alteracdes no sistema imunoldgico e geracdo de inflamacao
sistémica de baixa intensidade. A endotoxemia instalada pode ser considerada um
fator causal de inflamacéo subclinica relacionada a varias doencas crénicas (Caricilli
et al., 2014).

Os dados de expressao genica aqui apresentados indicam que a inoculacao do
consoércio microbiano e a dieta hiperlipidica ndo foram capazes de alterar a
permeabilidade intestinal a ponto de alterar os niveis de LPS séricos. Estes dados
diferem de estudo que mostrou que dieta hiperlipidica ocasiona disfun¢des na barreira
intestinal expondo o hospedeiro a altos niveis de LPS translocado que induz a
producédo de citocinas pro-inflamatorias (principalmente TNF-a e IL-6), que, por sua
vez, desencadeiam inflamacdo subclinica e resisténcia a insulina (Pascale et al.,
2019). Estudo prévio mostrou que a inoculagédo oral de P. gingivalis ndo altera os
niveis sericos de endotoxina em jejum. Além disso, os niveis de endotoxina
aumentaram  dramaticamente quando os ratos foram  alimentados,

independentemente da administracdo de P. gingivalis. E interessante notar, que a
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administracdo de P. gingivalis induz maior nivel sérico de LPS 1 hora apds a
administracéo, atingindo o pico as 3 horas e mantendo esses niveis mais altos até 12
horas, mas ndo em periodos mais prolongados (Arimatsu et al., 2014). No presente
estudo, o nivel sérico de LPS foi mensurado cerca de duas semanas apos a ultima
inoculacdo com P. gingivalis, e assim, o possivel efeito sobre o LPS sérico nao foi
observado (Arimatsu et al., 2014).

Por outro lado, a administragdo do consorcio microbiano levou a alteragdo no
perfil transcricional de genes associados a permeabilidade no intestino delgado. No
presente estudo, foi observada reducédo dos niveis de expressao de itf no intestino
delgado nos animais D+PP em relacdo ao controle D+SHAM. Estudos prévios
mostraram que a exposicdo ao alcool causa reducdo significativa nos niveis de
proteinas como o itf no ileo. A exposi¢do ao alcool também reduziu as proteinas de
tight junction ocludina (Wang et al., 2010), o que nao foi observado nos animais onde
foi induzida periodontite.

O efeito da administracao oral de L.acidophilus LA5 foi observado sobre varios
parametros. O grupo D+PB (probiético em animais diabéticos) apresentou menores
valores de glicemia sérica em jejum e menor tolerancia a glicose que o0 grupo
D+SHAM. Estudos anteriores revelaram que L.acidophilus LA5 é capaz de modular a
resposta de macréfagos ativados com LPS (Ishikawa et al., dados ndo publicados).
Além disso, estudo clinicos recente em humanos utlizando Lactobacillus acidophilus
La5 e Bifidobacterium lactis Bb12 também mostrou eficicia na reducdo da glicemia
em jejum em pacientes com sindrome metabdlica (Rezazadeh et al., 2018).

Apesar deste beneficio sobre a diabetes, os dados de ganho de peso revelam
que L. acidophilus LA5 per si resultou em maior ganho de peso nos animais que
recebem a dieta hiperlipidica (D+PB em relagdo a D+SHAM). Este resultado é
contraditorio, pois a obesidade € um dos principatis fatores de risco para a diabetes
tipo 2. Além disso, este resultado contradiz uma revisdo sistematica que relatou que
os efeitos benéficos de probidticos e simbidticos em estudos clinicos em pacientes
com obesidade séo relacionados principalmente a reducdo do indice de massa
corporal e da massa gorda (Saez-Lara et al., 2016). Além disso, estudo avaliando
modelo similar ao empregado neste estudo, mostrou que a melhoria da sindrome
metabodlica € acompanhada de reducdo do ganho de peso promovido pela dieta
hiperlipidica (Zhang et al., 2019). No entanto, deve ser salientado, que neste estudo

(Zhang et al., 2019), o efeito da L-arabinose sobre o peso dos animais somente foi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arimatsu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24797416
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arimatsu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24797416

58

observado apds 16 semanas, embora outros parametros da sindrome metabolica
tenham sido observados em menor periodo experimental. Assim, novos estudos com
maior tempo de acompanhamento sdo necessarios para esclarecer este resultado
contraditorio, onde a reducéo da glicemia sérica em jejum e da tolerancia a glicose foi
acompanhada de maior ganho de peso.

Embora os mecanismos desta cepa probiotica sobre a diabetes ainda néo
tenham sido elucidados, possivelmente L. acidophilus LAS5 induz alteracdo na
microbiota intestinal, resultando em alteracdo na permeabilidade intestinal e na
inflamacdo sistemica. Os nossos dados indicam que a administracdo oral de
L.acidophilus LA5 regula positivamente mucl, que codifica a mucina 1, ocl que
codifica a proteina de tightjunction ocludina, e itf, que codifica pequenos peptideos
produzidos com dominio trefoil, sugerindo que L acidophilus LA5 atinge o intestino na
sua forma viavel e altera o perfil transcricional no intestino delgado na diabetes,
resultando em melhora em parametros clinicos.

L. acidophilus LA5 n&o foi capaz de induzir perda éssea alveolar, mostrando a
sua seguranca para uso oral, pelo menos quanto aos tecidos de suporte dos dentes.
Além disso, os dados revelam que L. acidophilus LA5 foi capaz de controlar a perda
O0ssea alveolar induzida pela administracdo do consoércio microbiano mesmo em
animais diabéticos. Varios estudos mostraram o efeito benéfico de cepas probidticas
no controle da periodontite, tanto em animais experimentais (Gatej et al., 2018), como
em humanos (Matsubara et al., 2016). Estudos prévios deste laboratério j4 havia
mostrado o beneficio de B. bifidum 1622A (Shimabukuro, 2019), e de L.acidophilus
LA5 e L. rhamnosus LR32 em modelo murino de periodontite (Cataruci, 2019).
L.acidophilus LA5 foi selecionado para o presente estudo devido a sua atividade
imunomodulatéria , tanto em ensaios em linhagens celulares como in vivo. Outros
estudos devem ainda ser conduzidos, analisando o microbioma oral e a expressao de
genes e producdo de mediadores inflamatérios no tecido gengival para explicar os
mecanismos envolvidos neste efeito benéfico. O equilibrio entre as complexas
interacbes da comunidade microbiana intestinal € importante para a saude intestinal
e bactérias probidticas podem melhorar o equilibrio bacteriano e tém sido usadas para
tratar doencas gastrointestinais (Shiou et al., 2013). A permeabilidade intestinal é
regulada por grande numero de fatores, e avaliamos apenas trés proteinas (ocludina,
itf e mucl), assim € possivel que a periodontite e a diabetes tenham afetado a

expressao de outros genes nao avaliados no presente estudo.
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Nossos dados sugerem que a cepa probiotica pode ter atuado de maneira
indireta sobre a periodontite, pela modulacdo de genes associados a permeablidade
intestinal. Estudos anteriores formularam a hipotese de que bactérias orais teriam
efeito sobre a inflamacéo sistémica por romperem o equilibrio da microbiota intestinal,
levando a ruptura da integridade da mucosa intestinal (Hajishengallis, 2015). Nossos
dados apontam que a cepa probidtica foi capaz de restaurar parcialmente a
transcricdo de itf, que foi regulada negativamente pelo consoércio microbiano (D+PP)
em animais diabéticos. Além disso, a administracdo de L. acidophilus LA5 regulou
positivamente mucl e ocl, nos animais dos grupos D+PB e D+PPPb em relacédo aos
seus controles D+SHAM e D+PP.

Embora n&o tenham sido encontrados dados na literatura sobre o efeito de L.
acidophilus LA5 na reducdo da permeabilidade intestinal, ja foi relatada esta
associacado com probiodticos. A cepa B animalis subsp lactis 420 reduz a endotoxemia,
a inflamacéo e a translocacdo de LPS em modelo animal experimental (Amar et al.,
2011). A administragao de Lactobacillus rhamnosus GG em animais experimentais
com doenca hepatica induzida por alcool levou a aumento nos niveis de mRNA do
fator indutor de hipoxia (HIF)-2a, um fator de transcricdo de ITF, além de regular
positivamente mucl e muc2, e ocl (Wang et al., 2011).

Assim os dados sugerem que L. acidophilus LA5 promoveu um ambiente
intestinal favoravel, alterando a expressdo de genes associados a integridade
intestinal. Este efeito possivelmente deve-se a alteracao na microbiota intestinal. Ap6s
a ingestéo de probidticos, observa-se geralmente melhoria nos sintomas da diabetes
tipo 2 devido a melhor integridade intestinal, reducdo de niveis sistémicos de LPS , e
melhor sensibilidade periférica a insulina (Salgaco et al., 2019). A periodontite também
se relaciona a perda da integridade intestinal (Hajishengallis, 2015), e estudos
recentes do grupo do Laboratério de Microbiologia oral do ICBUSP mostrara disbiose
da microbiota intestina na periodontite agressiva e periodontite crénica (Amado, tese
de doutorado, 2019). Assim, os dados sugerem que efeitos benéficos da cepa
probiotica L. acidophilus LA5 no controle da periodontite e da diabetes observados no

presente estudo podem estar associados a melhoria da integridade intestinal.
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CONCLUSOES

Frente as limitacdes do modelo experimental empregado, podemos concluir

gue a administracao oral de L.acidophilus LA5 apresenta potencial para o controle da

periodontite e da diabetes tipo 2.

Utilizando modelo experimental murino de diabetes e periodontite, a

administracao oral de L. acidophilus LA5 foi capaz de:

- controlar os niveis séricos de glicose e melhorar a tolerancia a glicose em
animais diabéticos, com ou sem periodontite induzida por consorcio
microbiano.

- promoveu maior ganho de peso nos animais recebendo dieta hiperlipidica,
mas nao nagueles que receberam a dieta hiperlipidica e inoculados com o
consorcio microbiano indutor de peridontite.

- foi capaz de controlar a perda 6ssea alveolar induzida pelo consorcio
microbiano.

- ndo alterou os niveis séricos de LPS, que foram similares em todos os
grupos experimentais.

- alterou a expressdo de genes associados a permeabilidade intestinal,
aliviando o efeito da diabetes sobre a regulacdo negativa de itf, e regulando

positivamente os genes ocl e mucl.

Apesar das limitacbes dos modelos animais, o presente estudo sugere que L.

acidophilus LA5 apresenta potencial para ser utilizado como adjuvante ao tratamento

da diabetes tipo 2 e da periodontite. No entanto, outros estudos experimentais

elucidando seu mecanismo de acao devem ser realizados antes de seu uso clinico.
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ANEXO A — Aprovacdo do CEUA -ICB

Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”, Butantd, S0 Paulo, SF - Av, Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB /Il - 05508 000
Comiss#o de Etica no Uso de Animais - Telefone (11) 3081-7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

Decl. CEUA.109.2019

DECLARACAO

Em adendo ao Certificado 111/2017/CEUA, vilido até
09/10/2021, e por solicitagdo do(a) Prof.(a) Dr.(a) Marcia Pinto Alves Mayer, do
Departamento de Microbiologia, responsavel pela linha de Pesquisa, autorizo a
inclusdo do(a) aluno(a) Biannka Pompeo Cardoso na equipe do Projeto de
Pesquisa: “Efeito dos probiéticos sobre a medulagdo da resposta imune e nivel
de perda dssea alveolar promovida por periodontite induzida em
camundongos sauddveis e diabéticos”, uma vez que se trata de utilizacio da

mesma espécie animal e de métodos experimentais similares ao Projeto.

S3o Paulo, 18 de junho de 2019.

et Nolvua, S

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Coordenadora da CEUA-ICB/USP
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica - FOUSP

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Tel. (11) 3091 7842
ceuafo@usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: “Efeito doprobictico L. acidophilus LAS em modelo de
periodontite induzida em camundongos diabéticos” registrada com o n° 026/2019, scb a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Pinto Alves Mayer, Biannka Pomepo Cardoso, Natali
Shimabukuro, Amalia Cristina de Souza Cataruci, Karin Kitomi Ishikawa, Manuela Rocha
Bueno, Marina Parluppi, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Odontologia da USP, em reunido de 08/10/2019.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 01/12/2019 a 01/12/2020
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico Wistar

N° de animais 40

Peso/ldade 4 semanas

Sexo M

Origem Biotério da Faculdade de Medicina da USP

Sao Paulo, 08 de outubro de 2019.
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Profa. Associada Dra. Silvia Vanessa Lourengo
Coordenadora do CEUA-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 ~ S§o Paulo, SP — Cep 05508-000
www.fo.usp.br
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