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RESUMO
SILVA, G. A. Efeitos da terapia probidtica na periodontite experimental em ratos com
sindrome metabdlica induzida por dieta rica em gordura.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

O conceito de modular a microbiota intestinal por meio do uso de bactérias especificas para melhorar o
metabolismo do hospedeiro ganhou consideravel interesse nos Gltimos anos. Alguns estudos pré-clinicos
e clinicos demonstraram que a utilizacdo de probidticos (PROB) pode ser uma promissora alternativa
terapéutica/preventiva para a sindrome metabdlica (SM) e para a doenga periodontal (DP). Ambas as
condigdes estdo intimamente associadas e afetam milhares de pessoas em todo o mundo. Até o presente
momento, nenhum estudo avaliou o impacto da terapia probidtica na associacdo SM-DP. O propdsito
deste estudo foi avaliar potenciais efeitos do agente probiotico Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 (B. lactis HN019) no desenvolvimento da periodontite experimental associada ou ndo as co-
morbidades da SM em ratos Wistar Hannover. 96 ratos machos Wistar Hannover foram aleatoriamente
divididos de acordo com o protocolo alimentar recebido: ragdo hipercaldrica rica em gordura para
inducéo da SM e ragdo comum, (Grupos Controle — C). Os grupos foram ainda subdivididos de acordo
com a presenca ou ndo de DP (induzida por ligaduras) e administragcdo ou ndo de terapia probiotica,
constituindo as seguintes situagdes: i) Grupo C (ratos alimentados com dieta padrdo, n = 12); ii) Grupo
CP (ratos alimentados com dieta padréo que receberam administracdo de PROB - n=12); iii) DP (ratos
alimentados com dieta padrdo e com DP - n = 12); iv); Grupo DPP (ratos alimentados com dieta padréo,
com DP e que receberam administragdo de PROB - n = 12); v) Grupo SM (ratos alimentados com dieta
hipercalérica rica em gordura, n = 12); vi) Grupo SMP (ratos alimentados com dieta hipercaldrica rica
em gordura e que receberam administracdo de PROB, n = 12); vii) Grupo SMDP (ratos alimentados
com dieta hipercal6rica rica em gordura e com DP, n = 12); viii) Grupo SMDPP (ratos alimentados com
dieta hipercal6rica rica em gordura e com DP, que receberam terapia PROB, n = 12). A SM foi induzida
por meio do consumo de racdo hipercaldrica (60% gordura). O consumo da dieta hipercalérica foi
iniciado 8 semanas antes da terapia probidtica e permaneceu até o dia da eutanasia dos animais. Na 142,
semana do estudo, a DP foi induzida por meio da colocacdo de ligaduras nos primeiros molares
inferiores de cada animal durante 14 dias. A cepa probidtica B. lactis HNO19 foi adicionada diariamente
a agua dos animais durante 8 semanas, na dosagem de 10 1° Unidades Formadoras de Col6nias. Todos
os animais foram submetidos a eutanésia 16 semanas ap6s o inicio do experimento. Foram avaliados:
Parametros metabdlicos (glicemia, insulina, resisténcia a insulina, perfil lipidico, acidos graxos e
tolerancia a glicose) e antropométricos (indice de massa corporal, circunferéncia abdominal e peso);
Pressdo arterial (aferida por método invasivo no momento da eutanasia); Niveis de citocinas pro e anti-
inflamatdrias no tecido gengival por meio de imunoensaios enzimaticos (ELISA e Luminex®);
Atividade de enzimas envolvidas no estresse oxidativo, catalase (CAT) e mieloperoxidase (MPO), por
meio de testes ELISA; Nivel 6sseo alveolar (NOA), volume 6sseo (VO) e porosidade 6ssea (PO) por
meio de microtomografia computadorizada; Anélise histolégica descritiva das hemimandilulas; Anélise
microbioldgica intestinal (QRT-PCR). Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (p<0,05).
Os grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP apresentaram aumento significativo de peso final, IMC e
circunferéncia abdominal quando comparados ao grupo C (p<0,05). O grupo SM apresentou, ainda,
aumento nos parametros de glicemia, HOMA-IR, colesterol total, triglicerideos e acidos graxos quando
comparado ao grupo C (p<0,05). A terapia probidtica foi capaz de atenuar a dislipidemia presente nos
animais com SM, uma vez que 0s niveis séricos de colesterol total do grupo SMDPP foram



estatisticamente menores quando comparados aqueles do grupo SMDP. Da mesma forma, SMDPP e
SMP apresentaram menores taxas de triglicerideos quando comparados aos grupos SMDP e SM,
respectivamente (p<0,05). Os dados da analise microtomografica demonstraram o impacto de PROB na
reducdo da severidade da DP e os efeitos da SM no agravamento da DP. Os grupos SMDP e SMDPP
apresentaram NOA significativamente (p < 0,05) maior que aqueles dos grupos DP e DPP,
respectivamente. O grupo SMDP apresentou menor VO e maior PO quando comparado aos grupos DP
(p < 0,05). Os grupos SMDPP e DPP apresentaram menor NOA e menor PO quando comparados aos
grupos SMDP e DP, respectivamente (p<0,05). A analise imunoenzimética demonstrou maiores niveis
de IL-1pB e maior razdo RANKL/OPG no grupo SMDP quando comparado ao grupo SMDPP (p<0,05).
O grupo DPP apresentou menores niveis de TNF-a e IL-6 quando comparado ao grupo DP (p<0,05).
Além disso, o grupo SMDP apresentou maior razdo RANK-L/-OPG quando comparado ao grupo DP,
assim como menor concentragdo de TGF- 3 (p < 0,05). Os animais dos grupos DP e DPP apresentaram
niveis reduzidos de CAT quando comparados ao grupo C (p<0,05). Quando a DP foi associada a SM,
houve reducdo significativa de CAT em comparagdo aos animais apenas com SM (p<0,05). Para MPO,
uma tendéncia de reducéo foi observada nas comparagdes dos grupos DPP e DP, SMP e SM; e SMDPP
e SMDP. os valores de MPO no presente estudo foram significativamente superiores nos grupos DP e
SM quando comparados ao grupo C (p < 0,05) A analise microbioldgica revelou maior alteracdo na
proporcdo de Firmicutes e Bacteroidetes para o grupo SMP quando comparado ao grupo C (p<0,05). O
grupo SM apresentou maior reducdo de Lactobacilos e Bifidobacterium ao longo do experimento
guando comparado ao grupo C (p<0,05). O uso de PROB promoveu maior reducao de Bacteroidetes no
grupo SMDPP quando comparo ao grupo SMDP (p<0,05). Dentro das limitages do presente estudo, é
possivel concluir que B. lactis HNO19 reduziu a severidade da DP e modulou parametros
imunoinflamatorios nos tecidos periodontais em ratos com ou sem SM. Além disso, B. lactis
HNO019 atenuou parametros de dislipidemia em ratos com SM.

Palavras-chave: Doenca Periodontal; Sindrome Metabdlica; Ratos; Probidticos;

Bifidobacterium
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ABSTRACT
SILVA, G. A. Effects of probiotic therapy on experimental periodontitis in rats with
metabolic syndrome induced by a high-fat diet. Dissertation (Master Degree) — School of

Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

The concept of modulating the intestinal microbiota through the use of specific bacteria to improve the
host's metabolism gained considerable interest in recent years. Some preclinical and clinical studies
showed that the use of probiotics (PROB) can be a promising therapeutic/preventive alternative for
metabolic syndrome (MS) and periodontal disease (PD). These conditions are closely linked and affect
thousands of people around the world. To date, no study has assessed the impact of probiotic therapy on
the MS-PD association. The aim of this study was to evaluate potential effects of the probiotic agent
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 (B. lactis HN019) in the development of experimental
periodontitis associated or not with the comorbidities of MS in Wistar Hannover rats. 96 male Wistar
Hannover rats were randomly divided according to the received food protocol: high-fat high-calorie
ration for the induction of MS and common ration (C - control groups). The groups were subdivided
according to the presence or absence of PD (ligature-induced) and the administration or not of probiotic
therapy: i) C group (rats fed with a standard diet, n = 12); ii) CP group (rats fed with a standard diet and
that received PROB - n = 12); iii) PD (rats fed with a standard diet and with PD - n = 12); iv); PDP
group (rats fed with a standard diet, with PD and that received PROB - n = 12); v) MS group (rats fed a
high-fat high-calorie diet, n = 12); vi) MSP group (rats fed with a high-fat high-calorie diet and that
received PROB administration, n = 12); vii) MSPD group (rats fed with a high-fat high-calorie diet and
with PD, n = 12); viii) MSPDP group (rats fed with a high-fat high-calorie diet with PD and that received
PROB therapy, n = 12). SM was induced through the consumption of high calorie ration (60% fat). The
consumption of the high calorie diet started 8 weeks before the probiotic therapy and remained until the
day the animals were euthanized. On the 14th week of the study, PD was induced by placing ligatures
on the lower first molars of each animal for 14 days. The probiotic strain B. lactis HN019 was added
daily to the water of the animals for 8 weeks, in the dosage of 10 ° Colony Forming Units. All animals
were euthanized 16 weeks after the beginning of the experiment. Metabolic (blood glucose, insulin,
insulin resistance, lipid profile, fatty acids, and glucose tolerance) and anthropometric parameters (body
mass index (BMI), abdominal circumference and weight); Blood pressure (measured by invasive
method at the time of euthanasia); Levels of pro and anti-inflammatory cytokines in the gingival tissue
using enzymatic immunoassays (ELISA and Luminex®); Activity of enzymes involved in oxidative
stress , catalase (CAT) and myeloperoxidase (MPO), using ELISA tests; Alveolar bone level (ABL),
bone volume (BV) and bone porosity (BP) using computerized microtomography; Descriptive
histological analysis of hemimandible; Intestinal microbiological analysis (QRT-PCR), were evaluated.
The data were statistically analyzed (p <0.05). The MS, MSP, MSPD, and MSPDP groups showed a
significant increase in final weight, BMI, and abdominal circumference when compared to group C (p
<0.05). The MS group also showed an increase in the blood glucose, HOMA-IR, total cholesterol,
triglycerides, and fatty acids parameters when compared to group C (p <0.05). Probiotic therapy was
able to attenuate the dyslipidemia present in animals with MS since the serum levels of total cholesterol
in the MSPDP group were statistically lower when compared to those in the MSPD group. Likewise,
MSPDP and MSP showed lower triglyceride rates when compared to the MSPD and MS groups,
respectively (p <0.05). The data from the microtomographic analysis demonstrated the impact of PROB
in reducing the severity of PD and the effects of MS in worsening PD. The MSPD and MSPDP groups
showed a significantly higher ABL (p <0.05) than those of the PD and PDP groups, respectively. The
MSPD group showed lower BV and higher BP when compared to the PD groups (p <0.05). The MSPDP
and PDP groups showed lower ABL and lower BP when compared to the MSPD and PD groups,
respectively (p <0.05). The immunoenzymatic analysis showed higher levels of IL-1f and a higher
RANKL / OPG ratio in the MSPD group when compared to the MSPDP group (p <0.05). The PDP



group showed lower levels of TNF-a and IL-6 when compared to the PD group (p <0.05). Besides, the
MSPD group showed a higher RANK-L / OPG ratio when compared to the PD group, as well as a lower
concentration of TGF-p (p <0.05). The animals in the PD and PDP groups showed reduced levels of
CAT when compared to group C (p <0.05). When PD was associated with MS, there was a significant
reduction in CAT compared to animals with MS alone (p <0.05). For MPO, a downward trend was
observed in the comparisons of the PDP and PD, MSP and MS groups; and MSPDP and MSPD. The
MPO values in the present study were significantly higher in the PD and MS groups when compared to
C group (p <0.05) The microbiological analysis revealed a greater change in the proportion of Firmicutes
and Bacteroidetes for the SMP group when compared to group C (p <0.05). The SM group showed a
greater reduction in Lactobacilos and Bifidobacterium throughout the experiment when compared to
group C (p <0.05). The use of PROB promoted a greater reduction of Bacteroidetes in the MSPDP group
when compared to the MSPD group (p <0.05). Considering the limitations of the present study, it is
possible to conclude that B. lactis HNO19 reduced the severity of PD and modulated
immunoinflammatory parameters in the periodontal tissues in rats with or without MS. Furthermore B.
lactis HNO19 attenuated dyslipidemia in rats with MS.

Keywords: Periodontal disease; Metabolic syndrome; Rats; Probiotics; Bifidobacterium
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1.1. Doenca Periodontal

A doenca periodontal (DP) se manifesta como uma resposta inflamatoria exagerada do
hospedeiro frente a microbiota patogénica e tem elevada complexidade quanto a sua etiologia,
classificacdo, tratamento e manutencdo (ALVEAR; MARA; BOTERO, 2010; STAMATOVA,;
MEURMAN, 2009). A DP é considerada um problema de saide publica, agravada pela sua
associacdo com outras doencas cronicas ndo transmissiveis e condi¢des externas. De uma forma
geral, a DP pode ser classificada em dois grupos distintos: gengivite e periodontite (CATON;
ARMITAGE; BERGLUNDH; CHAPPLE et al., 2018) . A genvivite caracteriza-se pela
presenca de inflamacdo restrita ao periodonto de protecdo, frequentemente reversivel apds a
remocao do biofilme e calculo (CATON; ARMITAGE; BERGLUNDH; CHAPPLE et al.,
2018). Ja a periodontite parece ter etiologia multifatorial e envolve uma complexa inter-relacédo
entre a infeccdo bacteriana e a resposta do hospedeiro que resulta em perda progressiva de
insercdo de tecido conjuntivo e reabsorcao do osso alveolar de suporte (CEKICI; KANTARCI;
HASTURK; VAN DYKE, 2014). Ambas as doencas sdo induzidas pelo biofilme bacteriano, o
qual promove alteragdes teciduais por meios diretos e indiretos (PAGE; KORNMAN, 1997).
Ainda que ocorram manifestacfes como inchago e sangramento gengivais, perda dssea visivel
em radiografias e bolsas periodontais facilmente detectaveis, a periodontite é considerada uma

doenca silenciosa.

Em 2010, a forma severa da periodontite foi considerada a sexta condigdo mais
prevalente no mundo, afetando 10 a 15% da populacdo mundial (KASSEBAUM; BERNABE;
DAHIYA; BHANDARI et al.,, 2014). Em 2015, 538 milhdes de pessoas apresentavam
periodontite severa e 276 milhdes de pessoas perda total dos dentes (JIN; LAMSTER,;
GREENSPAN; PITTS et al., 2016; KASSEBAUM; SMITH; BERNABE; FLEMING et al.,
2017). Ainda que exista diferencas entre os estudos, a América Latina concentra 0s maiores
indices de prevaléncia da PE (20,4%) (FRENCKEN; SHARMA; STENHOUSE; GREEN et
al., 2017). No Brasil, uma pesquisa realizada em 2010, relatou que a prevaléncia de individuos
entre 35 e 44 anos com profundidade de sondagem periodontal > 4 mm foi de 19,4%
(OPPERMANN; HAAS; ROSING; SUSIN, 2015). Ja na cidade de Porto Alegre (Rio Grande
do Sul, Brasil), a prevaléncia de individuos com pelo menos seis dentes com nivel clinico de
inser¢do >5 mm foi de 62,6%. Além disso, a periodontite nesse estudo foi mais prevalente entre
individuos do sexo masculino, individuos com baixo nivel socioecondmico e fumantes (SUSIN;
DALLA VECCHIA; OPPERMANN; HAUGEJORDEN et al., 2004). Também ha relatos de

gue prevaléncia da DP severa aumenta com a idade, sendo mais acentuada entre a terceira e
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quarta décadas de vida (FRENCKEN; SHARMA; STENHOUSE; GREEN et al., 2017).
Portanto, a medida que a populacdo envelhece, o numero de pessoas afetadas por doencas
periodontais aumentara ainda mais, e sua prevaléncia ird se concentrar em grupos mais
vulneraveis (GAMONAL; BRAVO; MALHEIROS; STEWART et al., 2020). Embora muitas
vezes seja negligenciada, a DP e a perda de elementos dentais podem afetar diretamente a
qualidade de vida dos individuos, uma vez que a boca (em sua integridade) é crucial para
reproducdo de sons, aparéncia, alimentacdo, socializacdo e salde geral (CARVAJAL,;
VERNAL; REINERO; MALHEIROS et al., 2020). Nesse cenario, a saude publica, as
Universidades e pesquisadores constituem papel fundamental no desenvolvimento de
estratégias para promog¢do de salde periodontal, diagndstico precoce, tratamento efetivo e,
principalmente, conscientizacdo de pacientes e cirurgides-dentistas sobre a importancia da DP
e seu impacto na saude integral do individuo, na qual se inclui: qualidade de vida, satde bucal
e sistémica.

Apesar de j& ser bem estabelecido que um complexo microbiano coloniza as regides
sulculares entre a superficie do dente e a margem gengival e leva, por meios diretos e indiretos,
a perdade insercado, formacao de bolsa periodontal e perda éssea alveolar (PAGE; KORNMAN,
1997), a presenca isolada do biofilme responde por uma pequena proporcao (20%) de variagOes
na expressao da DP (KOROMANTZOS; MAKRILAKIS; DEREKA; KATSILAMBROS et al.,
2011). Hajishengallis e Lamont (2012), propuseram um novo modelo de patogénese periodontal
baseado nos conceitos de sinergismo e disbiose polimicrobiana. Segundo os autores, a
destruicdo periodontal parece ser iniciada por um desequilibrio na comunidade microbiana e
ndo somente por periodontopatdgenos especificos.

Ja foi demonstrado que alteraces na comunidade microbiana (disbiose) do biofilme
dentario estdo associadas a mudancas no estado clinico dos tecidos do hospedeiro (KUMAR,;
LEYS; BRYK; MARTINEZ et al., 2006). Desse modo, a estabilidade da composicéao
microbiana do biofilme parece ser um bom preditor da saude periodontal. Além disso, o sistema
de defesa imune inato do hospedeiro e altamente ativo em tecidos saudaveis e o desequilibrio
na expressdo de mediadores inflamatorios contribui de forma significativa para a destrui¢do dos
tecidos periodontais (CHAMPAGNE; BUCHANAN; REDDY; PREISSER et al.,, 2003;
DARVEAU, 2010; LARSSON, 2017; PAGE; KORNMAN, 1997; VAN DYKE; BARTOLD;
REYNOLDS, 2020). A magnitude desta resposta imunoinflamatoria, em nivel celular e
molecular, também ¢ ditada pelas caracteristicas genéticas e epigenéticas do hospedeiro
associadas as varias exposicOes sistémicas/ambientais, dentre elas tabagismo, estresse,
obesidade e hiperglicemia (ALBANDAR; SUSIN; HUGHES, 2018; GAMONAL; BRAVO,;
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MALHEIROS; STEWART et al., 2020; GENCO; SANZ, 2020; LARSSON, 2017). Uma
alteracdo no padréo epigenético, por exemplo, pode contribuir para as diferencas individuais na
expressao génica local associada a inflamacéo e suscetibilidade a doenca (LARSSON, 2017).

Notoriamente, as duas condi¢bes citadas acima (disbiose e resposta imune ou
inflamacao) que levam a destruicdo progressiva dos tecidos de suporte ao redor do dente ndo
parecem ocorrer de forma isolada, sendo, praticamente, coexistentes. Entretanto, ainda ndo esta
claro qual das duas ¢ a pioneira e de fato desencadeia todo o processo. Mesmo com todo o
avanco técnico e cientifico nos estudos de microbiologia e imunologia, ainda existem muitas
questdes a serem investigadas e respondidas acerca da patogénese da DP (VAN DYKE;
BARTOLD; REYNOLDS, 2020). De qualquer forma, é totalmente razodvel pensar que o
controle direto inflamacao pode ser uma estratégia para controle da DP.

Em situacdo de homeostase, € comum identificar neutréfilos no tecido gengival sem
sinais clinicos de inflamacdo como sangramento ou edema. Essa inflamacdo de baixo grau
também € conhecida como estado de “vigilancia”. Nessa situacdo, 0 periodonto expressa
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo celular que estdo intimamente envolvidas na
manutencdo da estabilidade dos tecidos periodontais (DARVEAU, 2010). As camadas mais
externas do epitélio gengival, quando expostas as bactérias, sdo capazes de produzir interleucina
(IL)-8 e p-defensinas e muitas outras citocinas comumente associadas & inflamacéo, tais como
IL-1pB, Fator de necrose tumoral (TNF) e prostaglandina E2 (PGE2) (DARVEAU, 2010; LU;
SAMARANAYAKE; DARVEAU; JIN, 2005).

Na grande maioria dos pacientes, quando ndo ha controle adequado de higiene bucal e,
consequentemente, acumulo de biofilme bacteriano, ocorre uma inflamacdo de carater
destrutivo que leva a perda local de colageno. Essa situacdo ainda pode ser reversivel apds a
remocao do desafio bacteriano e consequente resolucdo da inflamacdo. O que exatamente
desencadeia a evolucdo desse quadro reversivel (gengivite) para a periodontite ainda ndo esta
muito bem esclarecido (VAN DYKE; BARTOLD; REYNOLDS, 2020). Existem evidéncias de
que a resposta imune adquirida que pode ser destrutiva ou reparadora em diferentes
circunstancias e de que a mudanga para uma microbiota disbio6tica ocorre devido a um ambiente
de inflamacéo persistente (VAN DYKE; BARTOLD; REYNOLDS, 2020). Nesse contexto,
tem sido sugerido que o processo inflamatorio poderia atuar como um elo entre doencas bucais,
como a DP, e doengas sistémicas, tais como doengas cardiovasculares ateroscleroticas, diabetes
mellitus (DM), obesidade, hipertensdo, sindrome metabolica (SM) entre outras
(FRIEDEWALD; KORNMAN; BECK; GENCO et al, 2009; JEPSEN; SUVAN;



Introducgao | 44

DESCHNER, 2020; SANZ; MARCO DEL CASTILLO; JEPSEN; GONZALEZ-JUANATEY
et al., 2020).

1.2. Sindrome Metabolica

A SM é uma doenca amplamente prevalente e multifatorial, caracterizada por um
espectro de anormalidades metabdlicas interconectadas, que aumentam diretamente o risco de
doencas cardiovasculares (DCV), DM tipo 2 (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005), além de
contribuir, em grande parte, para a morbidade e mortalidade globais devido as suas principais
comorbidades (GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS; DONATO et al., 2005; YUSUF; REDDY;
OUNPUU; ANAND, 2001). A prevaléncia da SM aumentou nas ultimas décadas, com
percentul estimado em 34,7% nos EUA em 2011-2012. Em adultos, com idade > 60 anos, a
prevaléncia relatada foi de 46,7% em comparagdo com 18,3% na faixa etaria de 20-39 anos
(AGUILAR; BHUKET; TORRES; LIU et al., 2015).

Diferentes critérios de diagndstico da SM ja foram propostos por organiza¢des da satde
(Executive Summary of The Third Report of The National Cholesterol Education Program
(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In
Adults (Adult Treatment Panel I11), 2001; GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS; DONATO et
al., 2005). Contudo, todos os critérios apontam as seguintes condicGes: obesidade, dislipidemia
(aumento dos triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade - LDL), hipertensdo e
hiperglicemia (JEPSEN; SUVAN; DESCHNER, 2020). Recentemente, outras anormalidades
foram incorporadas ao conjunto de alteragdes da SM, tais como: doencas cronicas renais e
doenca hepdtica gordurosa ndo alcodlica(SRIKANTHAN; FEYH; VISWESHWAR,;
SHAPIRO et al., 2016). Entretanto, o consenso é que o diagndstico da SM deve ser feito pela
presenca de pelo menos trés comorbidades (ALBERTI; ECKEL; GRUNDY; ZIMMET et al.,
2009), sendo as mais frequentes: obesidade, hipertensio e hiperglicemia (ERVIN, 2009). E
importante destacar que todas essas comorbidades presentes na SM também ja foram associadas
a DP (JEPSEN; SUVAN; DESCHNER, 2020).

1.3. A relagéo entre Doenca Periodontal e Sindrome Metabdlica

Uma metanalise publicada por (NIBALI; TATARAKIS; NEEDLEMAN; TU et al.,

2013) revelou uma clara associagdo entre SM e PE. Os autores demonstraram nesta metanalise
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que individuos com SM sdo quase duas vezes mais predispostos a desenvolver DP do que o
restante da populagcdo. Em um estudo envolvendo uma populacdo tailandesa, Thanakun et al.
(2014) concluiram que a SM pode ser considerada um forte fator de risco para a PE e
ressaltaram a importancia dos cirurgides-dentistas considerarem a relagdo SM-PE na
determinacédo de condutas terapéuticas periodontais. Morita et al. (2010) detectaram a presenca
de bolsas periodontais ap6s quatro anos de acompanhamento em 1023 pacientes e associaram
estes achados clinicos periodontais com a presenca alterada de um ou mais dos componentes
da SM. A meta-analise mais recente publicada até o presente momento também encontrou
associacdo positiva entre SM e DP (DAUDT; MUSSKOPF; MENDEZ; REMONTI et al.,
2018). Os autores também sugeriram que sejam realizados estudos prospectivos para
determinar a relacdo de causa e efeito entre essas condi¢des. Outros estudos de associacdo
(DOGAN; DOGAN; FENTOGLU; KiRZiOGLU, 2019; HLUSHCHENKO; BATIG;
BORYSENKO; TOKAR et al., 2020; MONTERO; MOLINA; CARASOL; FERNANDEZ-
MESEGUER et al., 2021) e uma revisdo (JEPSEN; SUVAN; DESCHNER, 2020) foram
realizados apds a metandlise de Daudt et al (2018) e também demonstraram intima associa¢do
entre SM e DP.

O estudo transversal mais recente publicado até a presente data, analisou a condi¢do
periodontal de 5154 individuos da Espanha (MONTERO; MOLINA; CARASOL;
FERNANDEZ-MESEGUER et al., 2021). Os autores relataram que DP e SM estdo
significativamente relacionadas, sendo a pior condicao periodontal associada a maiores chances
de sofrer de SM, independentemente das comorbidades incluidas na defini¢cdo da sindrome,
sendo a hipertensdo o componente com maior associagdo com a DP. Os autores destacaram
ainda a importancia de consultas odontoldgicas rotineiras para avaliacdo e manutencao do status
periodontal em pacientes com SM (MONTERO; MOLINA; CARASOL; FERNANDEZ-
MESEGUER et al., 2021).

Ja& o0 estudo de Hlushchenko et al., 2020 demonstrou o impacto da SM na DP. Dentre
0s 190 com SM incluidos no estudo, a PE foi detectada em 155. Tambem foram analisados 90
pacientes sem SM, e o risco de ter PE nesses individuos foi 1,2 vezes menor. Os autores
sugeriram que a SM, como um fator de alto risco para o desenvolvimento de DM, cria condig¢des
(como o constante quadro sistémico inflamatorio) para a formacéo e rapida progresséo de lesdes
periodontais destrutivas.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a possivel associacdo entre SM e
DP, tais como o deslocamento sisttmico de bactérias periodontais (FORNER; LARSEN;
KILIAN; HOLMSTRUP, 2006), a liberacao de citocinas inflamatorias pelo tecido periodontal
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ou adiposo (HAN; JI; WANG; YAN et al., 2011), o estresse oxidativo (EO) (OHNISHI,
BANDOW; KAKIMOTO; MACHIGASHIRA et al., 2009), a presenca de lipoproteinas pro-
aterogénicas (R1ZZ0O; CAPPELLO; MARFIL; NIBALI et al., 2012), a obesidade abdominal
(ANDRIANKAJA; SREENIVASA; DUNFORD; DENARDIN, 2010), a reatividade cruzada e
0 mimetismo molecular bacteriano (ARIMATSU; YAMADA; MIYAZAWA; MINAGAWA
et al., 2014). Entre esses mecanismos, 0 EO parece ser um dos elos mais plausivel capaz de
ligar a fisiopatologia de ambas as condi¢bes, permitindo hipotetizar um relacionamento
bidirecional entre elas (BULLON; MORILLO; RAMIREZ-TORTOSA,; QUILES et al., 2009).

O EO é uma condicdo na qual ocorre desequilibrio entre a producéo e a inativacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS)(CERIELLO, ANTONIO; MOTZ, ENRICO, 2004). As
ROS tém um papel essencial em uma variedade de sistemas fisiol6gicos, mas, sob uma condicao
de EO, contribuem para a disfuncéo celular. As condices presentes na SM (dislipidemia,
hipertensdo e hiperglicemia) promovem aumento de EO. Além disso, um aumento da ingestéo
caldrica eleva a atividade metabolica, o que resulta em produgdo aumentada de ROS e
resisténcia a insulina. Os pacientes obesos necessitam, entdo, de maiores doses de insulina para
manter a homeostase da glicose no sangue. Esta condi¢éo, conhecida como a hiperinsulinemia,
pode evoluir para DM tipo 2 (CERIELLO, ANTONIO; MOTZ, ENRICO, 2004;
SGOLASTRA,; PETRUCCI; GATTO; MONACO, 2012). A consequente hiperglicemia e um
estado de oxidacdo promovem a génese de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGE). Os
AGEs podem atuar causando apoptose em osteoblastos e fibroblastos (ALIKHANI;
ALIKHANI; BOYD; MACLELLAN et al., 2007), o que pode influenciar na homeostase do
0sso alveolar e na progressdo da periodontite. A alta expressao de receptores de AGEs nos
tecidos periodontais (KATZ; BHATTACHARYYA; FARKHONDEH-KISH; PEREZ et al.,
2005) € um achado importante que pode explicar a sensibilidade desses tecidos aos produtos
derivados do dano oxidativo. Da mesma forma que em individuos com SM, diversos estudos
tém demonstrado um aumento nos produtos do dano oxidativo no sangue periférico de
individuos com periodontite quando comparados ‘aqueles sem periodontite (BALTACIOGLU;
AKALIN; ALVER; DEGER et al., 2008; BATTINO; FERREIRO; BOMPADRE; LEONE et
al., 2001; MONTEBUGNOLLI; SERVIDIO; MIATON; PRATI et al., 2004). Portanto, o estado
pro-oxidativo acentuado e a reducao da capacidade antioxidante encontrada em individuos com
periodontite pode levar a uma diminuicéo da sensibilidade a insulina, a qual pode ser agravada
em individuos com uma dieta rica em gorduras (BULLON; MORILLO; RAMIREZ-
TORTOSA; QUILES et al., 2009).
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Outro mecanismo que relaciona DP e SM advém da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias encontradas nessas duas condi¢@es. Chauhan et al. (2016) sugeriam que 0s niveis
salivares de TNF-a podem ser utilizados com um marcador de SM e DP. O TNF-a estimula a
reabsorcdo Ossea e os fibroblastos a produzirem colagenase (BERTOLINI; NEDWIN;
BRINGMAN; SMITH et al., 1986; MEIKLE; ATKINSON; WARD; MURPHY et al., 1989) e
aumenta a apoptose de células produtoras de matriz, limitando a capacidade de reparo dos
tecidos periodontais (ALIKHANI; ALIKHANI; BOYD; MACLELLAN et al., 2007,
GRAVES; OSKOUI; VOLEJNIKOVA; NAGUIB et al., 2001; HOCK; KRISHNAN; ONYIA;
BIDWELL et al., 2001). IL-1p e IL-8, essenciais na resposta inflamatoria, também encontram-
se em niveis aumentados nos tecidos com DP (KINANE; LAPPIN, 2002). Em um estudo de
Han et al. (2012), os niveis soroldgicos de proteina C-reativa (RCP), IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a,
e homocisteina, em uma populacgéo coreana, foram associados a coexisténcia DP-SM. A relacéo
Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa beta (RANKL)/Osteoprotegerina (OPG)
e 0 Fator Estimulante de Colbnias de Macrofagos (M-CSF), fundamentais no processo de
osteoclastogénese e reabsorcdo Ossea alveolar (LEE; KIM; YEON; CHOI et al., 2009;
MENEZES; GARLET; LETRA; BRAMANTE et al., 2008; TAUBMAN; VALVERDE; HAN;
KAWALI, 2005), bem como a Proteina Quimiotatica de Mondcitos 1 (MCP-1) apresentam
expressdo periodontal aumentada em camundongos com SM (LI; LU; ZHANG; YU et al.,
2015). Outra quimiocina que desempenha um papel importante na reabsorcao 0ssea trata-se das
Células T normais expressas e secretadas, reguladas por ativacdo (RANTES). Individuos com
gengivite e SM apresentaram niveis de RANTES significativamente maiores do que aqueles
com gengivite e sem SM (GURKAN; EREN; CETINKALP; AKCAY et al., 2016).

Além de citocinas pré-inflamatorias, a associacdo DP-SM pode modificar a expressao
de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e Fator de Crescimento Transformador beta (TGF-
b). A IL-10 é uma citocina que modula o sistema imune, reduzindo a atividade de citocinas proé-
inflamatorias. Recentemente, demonstrou-se que a obesidade pode afetar os niveis de IL-6 e
IL-10 de forma antagbnica (DOGAN; TORAMAN; SEBIN; DOGAN et al., 2016). O
tratamento periodontal de pacientes portadores de SM e periodontite crdnica aumentou os niveis
de IL-10 (TORUMTAY; KIRZIOGLU; OZTURK TONGUC; KALE et al., 2016). O TGF-b é
um fator de crescimento que participa ativamente nos processos de cicatriza¢ao e na homeostase
tecidual (GIBERTONI; SOMMER; ESQUISATTO; AMARAL et al., 2017; LAL; SAITO;
PAPPAS; PADBERG et al., 2003; TANG; KHAN; ANDREANA; ARANY, 2017).
Anormalidades nas vias de sinalizagdo do TGF-b podem estar associadas as comorbidades da
SM (LIGI; CROCE; MOSTI; RAFFETTO et al., 2017; TOMA; MCCAFFREY, 2012). Os
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niveis de TGF-b podem também auxiliar no monitoramento da resposta ao tratamento
periodontal (LIN; KUO; LIU; YANG et al., 2017).
1.4. O impacto do tratamento periodontal na SM-DP

Poucos estudos investigaram os impactos do tratamento periodontal em pacientes
portadores de SM. Jenzsch et al. (2009) demonstraram que o tratamento periodontal nao
cirargico de pacientes com SM e DP promoveu beneficios na condigéo clinica periodontal e
também resultou na reducdo das concentragdes de IL-1p e IL-6 no fluido crevicular gengival
(FCG). Outros estudos clinicos mostraram que a terapia periodontal proporcionou uma
diminuicdo significativade RCP (ACHARYA; BHAVSAR; JADAV; PARIKH, 2010; LOPEZ;
QUINTERO; CASANOVA; IBIETA et al., 2012), contagem de leucdcitos total e triglicerideos
e um aumento de lipoproteina de alta densidade (HDL) (ACHARYA; BHAVSAR; JADAV,
PARIKH, 2010).

Em um estudo clinico com 50 pacientes, sendo 25 portadores de SM e 25
sistemicamente saudaveis, Torumtay et al (2016) compararam os efeitos de RAR em
marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo. A RAR diminuiu o estresse oxidativo e o estado
inflamatdrio de pacientes com SM e periodontite cronica. Embora a melhora periodontal
ocasionada pela RAR tenha sido semelhante em ambos os grupos, as diminui¢des nos niveis de
RCP e IL-6 no grupo com SM ndo atingiram niveis semelhantes aos pacientes sistemicamente
saudaveis. Além disso, houve reducdo dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) e
triglicerideos nos individuos com SM (TORUMTAY; KIRZIOGLU; OZTURK TONGUC;
KALE et al., 2016).

E importante ressaltar que a RAR, mesmo considerada padrdo ouro no tratamento da
periodontite, ndo produz os resultados clinicos satisfatérios em casos graves quando usada
isoladamente em pacientes altamente susceptiveis a periodontite (BEREZOW; DARVEAU,
2011). Desse modo, o uso de estratégias terapéuticas adjuvantes ao tratamento clinico
periodontal convencional parece ser necessario em pacientes portadores de SM. Tem sido
sugerido que o uso associado de antimicrobianos sistémicos e RAR, além dos beneficios
clinicos ja conhecidos, pode ter um impacto maior sobre os marcadores de inflamacéo sistémica
em pacientes com DP (DEMMER; TRINQUART; ZUK; FU et al., 2013) quando comparado
ao uso isolado da RAR.

O estudo clinico mais recente que avaliou o efeito da terapia periodontal na SM utilizou
63 pacientes com periodontite severa e SM (MONTERO; LOPEZ; VIDAL; MARTINEZ et al.,
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2020). Os pacientes foram aleatoriamente divididos de acordo com o protocolo de tratamento
periodontal adotado: RAR associado ao uso de azitromicina ou apenas RAR. Quando
reavaliados, apds 6 meses do tratamento, ambos 0s grupos apresentavam reducdo dos niveis de
RCP. No grupo tratado com RAR e azitromicina, ap6s 3 meses, houve reducdo dos niveis de
HbAlc e da presséo arterial quando comparado ao baseline (MONTERO; LOPEZ; VIDAL;
MARTINEZ et al., 2020). De fato, uma maior reducdo da inflamag&o sistémica poderia ter um
impacto direto na melhora das comorbidades da SM. Entretanto, nenhum efeito adicional da
terapia antibidtica a RAR durante o tratamento periodontal basico foi observado na pressdo
arterial, nos niveis de triglicerideos e no estado metabdlico geral de pacientes portadores de SM
e DP (MONTERO; LOPEZ; VIDAL; MARTINEZ et al., 2020). Achados similares foram
relatados por um estudo de (LOPEZ; QUINTERO; CASANOVA,; IBIETA et al., 2012), no
qual a magnitude do efeito adicional da terapia antibidtica nos parametros clinicos periodontais
também pareceu reduzida nos pacientes portadores de SM.

Embora outros estudos demonstrem os beneficios do tratamento periodontal, isolado ou
associado a terapias adjuvantes, em importantes comorbidades da SM como hipertensédo
(CZESNIKIEWICZ-GUZIK; OSMENDA; SIEDLINSKI; NOSALSKI et al., 2019; MUNOZ
AGUILERA; SUVAN; BUTI; CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2020), obesidade (OUCHI;
PARKER; LUGUS; WALSH, 2011) e DM (BAEZA; MORALES; CISTERNA; CAVALLA
et al., 2020; FISCHER; LIRA JUNIOR; RETAMAL-VALDES; FIGUEIREDO et al., 2020),
mais estudos intervencionistas e com acompanhamento a longo prazo em pacientes com SM
sdo necessarios. Nesse contexto, novas abordagens preventivas e tratamento mais eficazes para
gengivite e periodontite, alicer¢adas nos avangos da compreensdo da modulacéo de resposta do
hospedeiro e resolucdo da inflamag&o, bem como no gerenciamento direto da microbiota, s&o
urgentemente necessarias (TONETTI; CHAPPLE, 2011).

1.5. Probidticos e Doenca Periodontal

O uso de probioticos tem atraido o interesse da comunidade cientifica como uma nova
alternativa para o tratamento da periodontite, uma vez que 0s mesmos podem ter acoes
antimicrobianas e, também, sdo capazes de modular a resposta imune-inflamatéria do
hospedeiro (TEUGHELS; LOOZEN; QUIRYNEN, 2011). Eles sdo definidos como

microrganismos vivos, principalmente bactérias, seguros para 0 consumo e quando
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administrados em doses adequadas sdo capazes de produzir efeitos benéficos para a saide do
hospedeiro (HILL; GUARNER; REID; GIBSON et al., 2014).

A introducéo de probioticos visando promover a satde periodontal considera trés fatores
etioldgicos determinantes da periodontite: 1) a suscetibilidade do hospedeiro, 2) a presenca de
bactérias patogénicas e 3) a reducao ou auséncia das bactérias benéficas (SLOTS; RAMS, 1991,
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1992; WOLFF; DAHLEN; AEPPLI, 1994). Neste contexto,
recuperar a quantidade de bactérias benéficas bucais por meio do uso de probidticos parece ser
uma estratégia valida na prevencao e tratamento da DP relacionada ao biofilme.

Alguns estudos demonstraram que algumas espécies probitticas podem atenuar a
expressdo de IL-8 induzida por periodontopatdgenos nas células epiteliais bucais e reduzir os
niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-8, IL-1B e TNF-a) no FCG (COSSEAU; DEVINE;
DULLAGHAN; GARDY et al., 2008; SLIEPEN; VAN DAMME; VAN ESSCHE; LOOZEN
et al., 2009; TWETMAN; DERAWI; KELLER; EKSTRAND et al., 2009; ZHANG; WARD;
DAUCH; TANZI et al., 2018). Shimauchi et al. (2008) verificaram que o consumo de
probidticos diminuiu significativamente os niveis de lactoferrina salivar, uma proteina
indicativa de inflamac&o periodontal, em individuos altamente susceptiveis a periodontite.

De forma geral, os estudos que avaliaram os efeitos dos probidticos na prevencéo,
controle e tratamento de doengas periodontais demonstraram que eles podem promover a
reducdo de periodontopatogenos (INVERNICI; FURLANETO; SALVADOR; OUWEHAND
et al., 2020; MAYANAGI; KIMURA; NAKAYA; HIRATA et al., 2009; OLIVEIRA, L. F,;
SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H.; FURLANETO, F. A. et al., 2017; TSUBURA;
MIZUNUMA; ISHIKAWA; OYAKE et al., 2009; ZAHRADNIK; MAGNUSSON;
WALKER; MCDONELL etal., 2009), melhorar os parametros clinicos periodontais (RICCIA;
BIZZINI; PERILLI; POLIMENI et al., 2007; SHIMAUCHI; MAYANAGI; NAKAYA;
MINAMIBUCHI et al., 2008; TSUBURA; MIZUNUMA,; ISHIKAWA; OYAKE et al., 2009),
diminuir os niveis salivares de prostaglandina E2 e metaloproteinases da matriz (MMP) e 0s
niveis de citocinas pré-inflamatorias (CARDOSO; MESSORA; SILVA; OLIVEIRA et al.,
2020; RICCIA; BIZZINI; PERILLI; POLIMENI et al., 2007; STAAB; EICK; KNOFLER;
JENTSCH, 2009; SZKARADKIEWICZ; STOPA; KARPINSKI, 2014) inibir o
desenvolvimento de gengivite e potenciar os efeitos da RAR na DP (GRUSOVIN; BOSSINI;
CALZA; CAPPA et al., 2020; IKRAM; HASSAN; BAIG; BORGES et al., 2019; IKRAM,;
HASSAN; RAFFAT; MIRZA et al., 2018; INCE; GURSQY; IPCI; CAKAR et al., 2015;
INVERNICI; FURLANETO; SALVADOR; OUWEHAND et al.,, 2020; INVERNICI,
SALVADOR; SILVA; SOARES; CASARIN; PALIOTO; SOUZA et al., 2018; KURU;
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LALEMAN:; YALNIZOGLU; KURU et al., 2017; KURU; LALEMAN; YALN1ZOGLU;
KURU et al., 2017; SHAH; GUJJARI;, CHANDRASEKHAR, 2013; TEUGHELS;
DURUKAN; OZCELIK; PAUWELS et al., 2013)

Enquanto a maioria dos estudos que avaliaram os efeitos de probidticos na DP
investigaram a atuacéo de cepas do género Lactobacilos, poucos estudos avaliaram o efeito in
vivo de bactérias do género Bifidobacterium na DP (CARDOSO; MESSORA; SILVA;
OLIVEIRA et al., 2020; INVERNICI; FURLANETO; SALVADOR; OUWEHAND et al.,
2020; INVERNICI; SALVADOR; SILVA; SOARES; CASARIN; PALIOTO; SOUZA, 2018;
KURU; LALEMAN; YALNiZOGLU; KURU et al., 2017; RICOLDI; FURLANETO;
OLIVEIRA; TEIXEIRA et al., 2017). Oliveira et al. (2017) demonstraram que 0 uso topico de
Bifidobacterium animalis subsp lactis HNO19 (B. lactis HN019) promoveu um efeito protetor
contra a perda 6ssea alveolar e de inser¢do conjuntiva em ratos com periodontite experimental,
modificando pardmetros imunoinflamatdrios e microbioldgicos. Esses efeitos também foram
encontrados quando B. lactis HNO19 foi administrado em ratos com artrite reumatoide
(CARDOSO; MESSORA,; SILVA; OLIVEIRA et al., 2020). Ricoldi et al. (2017) concluiram
que B. lactis HNO19 pode melhorar o potencial da RAR no tratamento da periodontite
experimental em ratos. Em um estudo clinico, Kuru et al. (2017) observaram que 0 uso de um
iogurte probidtico suplementado com Bifidobacterium pode ter um efeito positivo no acimulo
de placa e nos parametros inflamatdrios gengivais. A combinacdo de L. rhamnosus e B. lactis
também parece ter resultados favoraveis em adolescentes periodontalmente saudaveis,
promovendo melhorias significativas no indice de placa e no indice gengival, reducdes de A.
actinomycetemcomitans e F. nucleatum na saliva e biofilme, redugdes de P. gingivalis no
biofilme e diminuicdo da contagem total de bactérias salivares (ALANZI; HONKALA;
HONKALA; VARGHESE et al., 2018). Invernici et al. (2020), em um estudo com 30 pacientes
que foram acompanhados por 90 dias, demonstraram reducdo significativa do indice de placa e
do indice de sangramento gengival marginal em pacientes que receberam terapia probiotica
com B. lactis HN019 adjuvante a RAR quando comparados aos pacientes do grupo placebo.
Além desses achados, os autores investigaram o comportamento in vitro de B. lactis HN019 e
demonstraram que essa cepa apresenta potencial antimicrobiano contra periodontopatdgenos,

além de reduzira adesao de P. gingivalis a células epiteliais bucais na sua presenca.

1.6. Probiéticos e Sindrome Metabdlica
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Atualmente, tem sido proposto que a microbiota do intestino pode estar envolvida em
doencas metabdlicas associadas & obesidade (BACKHED; MANCHESTER,;
SEMENKOVICH; GORDON, 2007; CHEN; WANG; LI; WANG, 2012). De fato, os seres
humanos e a microbiota intestinal estdo em uma relacdo simbiotica. A microbiota intestinal
desempenha tarefas metabdlicas e imunoldgicas importantes, sendo que alteracBes na sua
composigdo podem prejudicar a homeostasia do organismo. Teoricamente, todas as condi¢des
sistémicas associadas ao comprometimento da microbiota intestinal poderiam ser beneficiadas
pela modulacdo terapéutica desta microbiota (IANIRO; BIBBO; GASBARRINI;
CAMMAROQOTA, 2014). Um estudo realizado em camundongos demonstrou que a alimentagéo
com alto teor de gordura promoveu inflamacéo intestinal e, também, resisténcia a insulina, as
quais foram associadas com um nimero reduzido de espécies de Bifidobacterium no ambiente
intestinal (CANI, P. D.; AMAR, J.; IGLESIAS, M. A.; POGGI, M. et al., 2007).

A administracéo de probidticos contendo Bifidobacterium esta associada a uma melhor
atuacdo da barreira epitelial do intestino, promovida pelo aumento da expressdo de proteinas
nesta regido com reflexos diretos na saude sistémica geral (AMAR; CHABO; WAGET,;
KLOPPetal., 2011; CANI, PATRICE D.; AMAR, JACQUES; IGLESIAS, MIGUEL ANGEL;
POGGI, MARJORIE et al., 2007). Chen et al. (2012) demonstraram que a modulacéo dietética
da microbiota do intestino com o aumento de Bifidobacterium foi capaz de reduzir o acimulo
de gordura visceral (esteatose hepatica e gordura mesentérica), bem como melhorar a
sensibilidade a insulina em ratos com dieta rica em gordura. Também ja foi demonstrado que a
administracdo de Bifidobacterium pseudocatenulatum reduziu a esteatose hepatica e 0 numero
de adipdcitos e enterdcitos em ratos obesos, melhorou a funcdo dos macréfagos e células
dendriticas em relagdo a fagocitose, aumentou a producao de citocinas e induziu a proliferagédo
de linfécitos T (CANO; SANTACRUZ; TREJO; SANZ, 2013). Além disso, a administracdo
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis em ratos com dieta rica em gordura foi capaz de
reduzir a infiltracdo de macrdfagos para o interior do tecido adiposo, contribuindo para a
melhoria da homeostase glicose-insulina e da esteatose hepatica (WANG; TANG; ZHANG,;
ZHAO et al., 2015).

Alguns estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que a utilizacdo de probioticos
também pode ser uma alternativa promissora no tratamento e prevencdo da SM (BARRETO;
COLADO SIMAO; MORIMOTO; BATISTI LOZOVOY et al., 2014; BEGLEY; HILL,;
GAHAN, 2006; CANI; DELZENNE, 2009; CANI; NEYRINCK; FAVA; KNAUF et al., 2007;
KIMOTO; OHMOMO; OKAMOTO, 2002; PATEL, A. K.; SINGHANIA, R. R.; PANDEY,
A.; CHINCHOLKAR, S. B., 2010; SHARAFEDTINOV; PLOTNIKOVA; ALEXEEVA;
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SENTSOVA et al., 2013; WANG,; LIU; GAO; HAO, 2013), podendo atuar nas suas principais
comorbidades. Os probidticos sdo capazes de incorporar o colesterol em sua membrana celular,
causando uma absorcdo reduzida e, consequentemente, diminuindo os niveis séricos de
colesterol total (KIMOTO; OHMOMO; OKAMOTO, 2002). Além disso, 0s probioticos
produzem hidrolases, que diminuem a absorcdo do colesterol atraves de uma maior excrecao
de sais biliares (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006; PATEL, ANIL K.; SINGHANIA, REETA
R.; PANDEY, ASHOK; CHINCHOLKAR, SUDHIR B., 2010) Probioticos também podem
afetar a pressdo arterial influenciando no estresse oxidativo, no sistema de angiotensina, na
inflamacéo sistémica (TNF-a, IL-1a e MCP-1) e na producdo de endotelina e peroxinitrito
(KANG; CAl, 2018). Tomaro-Duchesneau et al. (2014) demonstraram que a administracéo de
Lactobacillus fermentum, microrganismos produtores de acido ferulico, reduziu os niveis de
insulina em jejum, a resisténcia a insulina, os niveis séricos de triglicérides, LDL e os indices
aterogénicos e ateroscleréticos em ratos Zucker obesos. Além disso, a terapia probiotica
aumentou significativamente os niveis de HDL, contribuindo para o controle dos marcadores
envolvidos na patogénese da SM (TOMARO-DUCHESNEAU; SAHA; MALHOTRA; JONES
etal., 2014).

A possibilidade de tratar doencas bucais com um método natural, ndo-invasivo e menos
estressante é particularmente atraente e pode evitar problemas relacionados a efeitos
farmacoldgicos decorrentes do uso de antibidticos (NISSEN; SGORBATI; BIAVATI;
BELIBASAKIS, 2014). Do mesmo modo, novas abordagens terapéuticas também precisam ser
melhor investigadas para o tratamento de pacientes portadores de SM, ja que métodos atuais
envolvendo modificagdes do estilo de vida e uso de agentes farmacol6gicos nem sempre sao
efetivos (LEBOVITZ, 2011), aléem de gerar efeitos colaterais pelo uso constante de
medicamentos (GRUNDY, 2005). Neste contexto, alguns estudos pré-clinicos e clinicos
demonstraram que a utilizacdo de probidticos pode ser uma promissora alternativa
terapéutica/preventiva para a SM e para a periodontite. Entretanto, as evidéncias existentes
ainda sé@o preliminares e necessitam de mais comprovacdes. Novos estudos séo fundamentais
para melhor elucidar o papel das bactérias benéficas na cavidade bucal e na patogénese da SM,
identificar novas espécies de bactérias com potencial terapéutico, estabelecer tempos e novos
veiculos de administracdo e determinar a real significancia clinica desta terapia.

Dessa forma, considerando que i) as atuais abordagens preventivas/terapéuticas para DP
ndo tém sido totalmente efetivas para uma parcela da populacdo que apresenta alto risco para a
doencga e formas mais severas da mesma (FISCHER; LIRA JUNIOR; RETAMAL-VALDES;
FIGUEIREDO et al., 2020), ii) que o tratamento periodontal bem sucedido em pacientes com
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SM pode reduzir a inflamacé&o sistémica e os riscos de doengas cardiovasculares (ACHARYA,
BHAVSAR; JADAV; PARIKH, 2010; BIZZARRO; VAN DER VELDEN; TEEUW,
GERDES et al., 2017) e iii) que as medidas atualmente disponiveis para prevencéo e controle
das complicacbes da SM apresentam efeitos colaterais indesejaveis e eficacia parcial
(GRUNDY, 2005; GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS; DONATO et al., 2005; LEBOVITZ,
2011), investigacOes de novas estratégias de prevencgdo ou tratamento para ambas as condicoes
sdo urgentemente necessarias e podem proporcionar um impacto significativo nos programas
de saude puablica mundiais. Até o presente momento, nenhum estudo avaliou o impacto da

terapia probidtica isoladamente na associacdo SM-DP.



2. Justificativa
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A SM, englobando o diabetes mellitus tipo 2 e as doencas cardiovasculares, é
considerada um preocupante problema de satde publica nos paises industrializados (FORD;
GILES; DIETZ, 2002). Nos EUA, em 2005, a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 foi estimada
em 16,2 milhGes de individuos, projetando-se um aumento para 48,3 milhdes em 2050
(NARAYAN; BOYLE; GEISS; SAADDINE et al., 2006). As doencas cardiovasculares,
responsaveis por cerca de 16,7 milhdes de mortes em todo o mundo, s&o as principais causas
de morbidade e mortalidades globais (GENEST; MCPHERSON; FROHLICH; ANDERSON
et al., 2009; TARRIDE; LIM; DESMEULES; LUO et al., 2009). Da mesma forma, a DP ¢
altamente prevalente na populacdo mundial. Em um levantamento epidemiol6gico realizado
nos Estados Unidos, foi demonstrado que um em cada dois americanos com 30 anos de idade
ou mais possui DP (EKE; DYE; WEI; THORNTON-EVANS et al., 2012). Neste estudo, 47%
da amostra examinada, representando 64,7 milhdes de adultos, apresentavam periodontite nas
formas leve (8,7%), moderada (30%) e severa (8,5%). Para adultos com 65 anos de idade ou
mais, o percentual de ocorréncia de periodontite moderada ou severa foi de 64% (EKE; DYE;
WEI; THORNTON-EVANS et al., 2012).

Nos ultimos anos, os estudos proporcionaram avangos importantes na compreensao dos
etiopatogénese da DP, na identificacdo dos fatores de risco para a DP e, também,
demonstraram importantes associa¢cdes epidemioldgicas entre DP e doencas sistémicas, assim
como maior conhecimento sobre 0s mecanismos que explicam essas associa¢des e sua provavel
relevancia para a salde publica (GENCO; SANZ, 2020). Nesse contexto, existem diversas
evidéncias de que DP e SM, assim como suas comorbidades, estdo relacionadas (DAUDT;
MUSSKOPF; MENDEZ; REMONTI et al., 2018; JEPSEN; SUVAN; DESCHNER, 2020;
NIBALI; TATARAKIS; NEEDLEMAN; TU et al., 2013). E essa relagdo parece cada vez ser

melhor explicada nos conceitos de satde e doenga geral a partir do eixo cérebro-boca-intestino
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(ARIMATSU; YAMADA; MIYAZAWA; MINAGAWA et al., 2014; HAJISHENGALLIS,
2015; LOURENGO; SPENCER; ALM; COLOMBO, 2018).

De fato, o conceito de modular a microbiota intestinal por meio do uso de bactérias
especificas para melhorar o metabolismo do hospedeiro ganhou considerdvel interesse nos
ultimos anos. Atualmente, foram identificados varios potenciais candidatos bacterianos, cujos
mecanismos de acdo e efeitos benéficos tém sido investigados. Neste contexto, alguns estudos
pré-clinicos e clinicos demonstraram que a utilizagdo de probidticos pode ser uma promissora
alternativa terapéutica/preventiva para a SM e para a DP. Entretanto, as evidéncias existentes
ainda séo preliminares e necessitam de mais comprovagdes. Novos estudos sdo fundamentais
para melhor elucidar o papel das bactérias benéficas na cavidade bucal e na patogénese da SM,
identificar novas espécies de bactérias com potencial terapéutico, estabelecer tempos e novos
veiculos de administracdo e determinar a real significancia clinica desta terapia. Este é o

primeiro estudo que avaliou o impacto de B. lactis HNO19 na associagdo SM-DP.



3. Proposicao
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3.1. Objetivo Geral

v Avaliar os potenciais efeitos do agente probiético B. lactis HN019 no desenvolvimento
e progressdo da periodontite experimental associada ou ndo as comorbidades da SM em

ratos.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar em ratos, com ou sem periodontite experimental, portadores ou ndo de sindrome
metabolica, tratados ou ndo com B. lactis HN019:

v Perda 6ssea alveolar por meio de analises com microtomografia computadorizada por
transmisséo de raios X (micro-CT);

v" Condices histopatolégicas dos tecidos periodontais;

v Parametros metabdlicos: Niveis séricos de glicose, colesterol total, LDL, HDL,
triglicerideos, acidos graxos e insulina; Teste de tolerancia a Glicose (TTG); Modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR);

v' Parametros antropométricos: Peso, IMC e circunferéncia abdominal;

v Expressdo de citocinas pré-inflamatoérias (IL-6, IL-1p, TNF-a, MCP-1, RANKL e
RANTES) e anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B e OPG) nos tecidos periodontais por meio
de imunoensaios enzimaticos (Luminex™ xMAP® e ELISA);

v' Atividade das enzimas Catalase (CAT) (The OxiSelect™ Catalase Activity Assay Kit
- Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA) e Mieloperoxidase (MPO) (OxiSelect™
Myeloperoxidase Chlorination Activity Assay Kit- Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA)
no soro;

v" Perfil microbiolégico intestinal por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real (QRT-PCR) de amostras de fezes.



4. Materiais e Métodos
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4.1. Calculo do tamanho da amostra

O calculo de tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para assegurar
poder de 80% na andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculado considerando-
se as diferencas das médias e desvios-padrdo entre os grupos DP e C do estudo de Oliveira et
al. (2017), reconhecendo a diferenca significante de 5% (8) entre os grupos, intervalo de
confianca de 95% (o = 0,05), desvio padréo (o) de 23%, as mudancas na média do volume
0sseo como variavel primaria e [Za (1.96) + ZB (0.84)]2 = 7.84. O célculo da amostra por
grupo foi baseado na formula: n > {2[(5)2/(8)2]} x (Za + ZB)2. Considerando ainda o longo
periodo experimental, possibilidades de 6bitos e variabilidade de pardmetros metabolicos com
0 modelo de indugdo de SM, um total de 12 animais por grupo experimental foi utilizado.

4.2. Apreciacao ética

Foram respeitados todos os principios éticos da experimentacdo animal, bem como as
normas para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo dos mesmos (Lei 11.794/2008), a
Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais da UNESCO (Organizacdo das Nac6es Unidas
para Educacgédo, a Ciéncia e a Cultura), as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratdrio e a legislacdo em vigor (Lei9605/1998). Somente ap0ds a apreciagdo e
aprovacdo pela Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto (FORP) da Universidade de Sdo Paulo (USP), esta pesquisa foi realizada
(Protocolo n°2017.1.886.58.9).

4.3. Modelo experimental

Foram utilizados 96 ratos machos Wistar Hannover com 3 semanas de idade, recém
desmamados. Os animais foram acomodados em duplas nas gaiolas e submetidos a um periodo
de 7 dias de aclimatagdo com o ambiente e com equipe de execucdo do projeto. A sala foi
climatizada a uma temperatura de 22+2°C e com ciclos de 12/12 horas claro-escuro. Os animais
foram divididos de acordo com o protocolo alimentar adotado: metade dos animais recebeu

dieta hipercaldrica rica em gordura para inducdo da SM e a outra metade recebeu ragédo padréo.
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Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos com doenga periodontal
induzida por ligaduras (DP) e grupos controle (C), nos quais a DP né&o foi induzida. Cada um
desses 2 grupos foi ainda subdividido em 2 subgrupos, de acordo com a administracdo ou ndo
de terapia probidtica, constituindo as seguintes situacoes:

* Grupo C — ratos alimentados com dieta padréo, sem DP induzida por ligadura e sem
administracdo oral de probidtico (n = 12);

» Grupo CP - ratos alimentados com dieta padrdo, sem DP induzida por ligadura e
administracdo oral de probidtico (n = 12);

» Grupo DP — ratos alimentados com dieta padrédo, com DP induzida por ligadura e
sem administracéo oral de probidtico (n = 12);

* Grupo DPP - ratos alimentados com dieta padrdo, com DP induzida por ligadura e
administracdo oral de probidtico (n = 12);

« Grupo SM - ratos alimentados com dieta hipercaldrica rica em gordura, sem DP
induzida por ligadura e sem administragdo oral de probiotico (n = 12);

» Grupo SMP - ratos alimentados com dieta hipercaldrica rica em gordura, sem DP
induzida por ligadura e administracao oral de probidtico (n = 12);

 Grupo SMDP - ratos alimentados com dieta hipercalérica rica em gordura, com DP
induzida por ligadura e sem administragdo oral de probiotico (n = 12);

 Grupo SMDPP — ratos alimentados com dieta hipercal6rica rica em gordura, com DP
induzida por ligadura e administracao oral de probidtico (n = 12);

O experimento foi realizado em quatro replicatas, abrangendo todos 0s grupos
experimentais, para minimizar possiveis Vviés, e seguindo todas as etapas conforme

delineamento experimental ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: Delineamento do estudo experimental

4.4. Inducdo da sindrome metabdlica com dieta hipercalérica rica em gordura

Os animais receberam dieta hipercaldrica rica em gordura (Tabela 1) durante 8
semanas para inducdo da SM (CHENG; TON; TAN; ABDUL KADIR, 2017; REEVES, 1997;
REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), preparada especialmente para pesquisa (Rhoster
IndUstria e Comércio - Aragoiaba da Serra, SP, Brasil), antes do inicio da terapia probiotica. A
dieta era renovada diariamente, fornecida ad libitum, e foi mantida até o final do experimento,
totalizando 16 semanas de alimentacao hipercalérica. Todos os animais foram acompanhados
diariamente. SO foram incluidos no estudo os animais que, ao final do experimento,
apresentaram alteracfes em pelo menos 3 parametros metabolicos e antropométricos: peso,
perfil lipidico, IMC, presséo arterial, glicemia, insulina, HOMA-IR e/ou teste de tolerancia a
glicose, compativeis com a SM conforme descrito em estudos anteriores (CHENG; TON; TAN;
ABDUL KADIR, 2017; MARQUES; MEIRELES; NORBERTO; LEITE et al., 2016). Os
animais ndo submetidos a inducao da SM receberam ragdo considerada padréo para alimentacao
de ratos, também oferecida ad libitum durante 16 semanas (Tabela 1).
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Tabela 1: Composic¢do dos protocolos alimentares que foram utilizados no experimento.

Macronutrientes Dieta padrao Dieta hipercalérica rica em gordura
Proteina (% kcal) 20 18,4
Carboidrato (%kcal) 70 21,3
Gordura (%okcal) 10 60,3
Conteldo energético (kcal/g) 3,9 51

4.5. Indugéo da doenga periodontal experimental com ligadura

Para a colocacdo da ligadura nos grupos SMDP, DP, SMDPP e DPP, os animais foram
anestesiados por meio de injecdo intraperitoneal, com solucdo de Cloridrato de Xilazina a 2%
(2mg/mL) (Rompum® - Bayer Saude Animal, Séo Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de Ketamina
a10% (10mg/mL) (Dopalen® - Ceva Saude Animal Ltda., Paulinia, SP, Brasil) nas respectivas
doses de 10mg/Kg (Xilazina) e 80mg/Kg (Ketamina).

Apobs a anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatoria, a qual
permitiu a manutencdo da abertura bucal dos mesmos, facilitando o acesso aos dentes
posteriores da mandibula. Com o auxilio de porta agulha tipo Castroviejo (Quinelato, Rio Claro,
SP, Brasil) e sonda exploradora odontopediatrica (Golgran, Sao Paulo, SP, Brasil), foi colocado
fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, SP, Brasil) ao redor dos
primeiros molares inferiores esquerdo e direito de cada animal. Nos animais dos grupos
DP/PROB e SM/DP/PROB, a colocacéo de ligaduras ocorreu 6 semanas apds o inicio da terapia
probiética.

A presenca das ligaduras nos animais foi verificada periodicamente e ndo houve

necessidade de substituicdo para nenhum animal.
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Figura 2: A)Animal posicionado para a colocacdo da ligadura; B) Fio de seda em posi¢do para inducdo da doenga

periodontal no primeiro molar inferior.

4.6. Administracdo do agente probidtico

B. lactis HN019 (HOWARUTM Bifido, E. I. Dupont® de Nemoursand Company,
Wilmington, DE, EUA) foi cultivado em meio MRS Agar (Man, Rogosa and Sharpe - D
T™™[ actobacilli MRS Broth, Sparks, MD, EUA) por 48 horas a 37°C sob condi¢des de
anaerobiose (GASPAKTM EZ Anaerobe Container System with indicator, Sparks, MD, EUA).
A seguir, com auxilio de alga esterilizada, o indculo bacteriano foi transferido para tubos de
centrifugacdo tipo Falcon contendo pérolas de vidro e &gua destilada esterilizada. Apos
homogeneizacdo em agitador de tubos (Phoenix AP 65, Araraquara, SP, Brasil), a suspenséo
foi submetida a diluigio decimal seriada até 10'°, em soluc&o salina tamponada fosfatada (PBS),
com pH 7,0. Aliquotas de 100 puL foram depositadas em placas de Petri contendo MRS Agar e
semeadas com auxilio de bastdo de vidro esterilizado. Apds a semeadura, as placas foram
incubadas em anaerobiose, durante 48 horas a 37°C. A padronizacdo quantitativa dos in6culos
foi obtida pela determinacdo da densidade 6ptica (DO) no comprimento de onda de 625 nm em
espectrofotémetro (Micronal - AJX -1000, S&o Paulo, SP, Brasil), bem como por contagem, em
duplicata, do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL.

Nos grupos SM-PROB, S-PROB, SM-DP-PROB e S-DP-PROB, o probiético B. lactis
HNO19 foi adicionado diariamente na dgua dos animais na proporcdo de 1 x 10 UFC/mL.
Todos os animais ingeriram a mesma quantidade de probidtico durante todo o periodo
experimental. O consumo de probi6ticos ndo ultrapassou 8 semanas.
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Figura 3: Placas de Petri contendo MRS Agar e semeadas com B. lactis HN019 apds incubagdo em anaerobiose

durante 48 horas a 37°C.

4.7. Eutanasia e coleta de materiais para analise

Todos os animais foram submetidos a eutanasia 16 semanas ap6s o inicio dos
experimentos. Apos avaliacdo de parametros antropométricos, afericdo de pressao arterial sob
sedacdo inalatéria com Isoflurano e puncdo cardiaca sob anestesia geral com solucdo de
Cloridrato de Xilazina a 2% (2mg/mL) (Rompum® - Bayer Saude Animal, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e Cloridrato de Ketamina a 10% (10mg/mL) (Dopalen®- Ceva Saude Animal Ltda.,
Paulinia, SP, Brasil) nas respectivas doses de 10mg/Kg (Xilazina) e 80mg/Kg (Ketamina), para
coleta de amostras de sangue, a eutanasia dos animais foi realizada pela administracdo de uma
dose letal (150 mg/kg) de tiopentato de sodio (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos

Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). As hemi-mandibulas direitas tiveram seu tecido



Materiais e Métodos | 67

gengival removido para realizagdo de imunoensaios enzimaticos (LuminexTM XMAP®).
Nestas mesmas hemi-mandibulas, a perda 6ssea alveolar foi avaliada por meio de analise
microtomografica. J& as hemi-mandibulas direitas foram coletadas e processadas para analise

histologica.

4.8. Parametros Antropométricos e Metabolicos

4.8.1. Pesagem, Calculo de IMC

Todos os animais foram monitorados e pesados semanalmente para controle do ganho
de massa corporal, parametro importante para comprovacdo da obesidade, uma das
comorbidades da SM. No baseline, apds 8 semanas e antes da eutanasia, foram realizadas
medidas de circunferéncia abdominal com auxilio de fita métrica e calculo do indice de massa
corporal (IMC) por meio da formula: IMC = Peso(kg)/ Alturaz (m). Os animais estavam sob
efeito de anestesia no momento das aferi¢des e a altura considerada teve como referéncia a
distancia entre o nariz e a regido anal dos ratos. Para medida fiel da circunferéncia abdominal,
foram realizadas 3 medicOes na regido abdominal e a maior delas foi adotada. Todas as medidas

foram realizadas por um mesmo operador calibrado com os animais em decubito lateral.

4.8.2. Perfil lipidico

No momento da eutanasia, amostras de sangue também coletadas via puncao cardiaca
foram utilizadas para avaliacdo de niveis séricos de: colesterol total; LDL; HDL,; triglicerideos.
As amostras de sangue coletadas foram analisadas pelo Servico de Analises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (SAC/ FCFRP-USP). Os niveis de
acidos graxos livres no soro foram obtidos por meio de kit ELISA especifico para ratos (Rat
Free Fatty Acid ELISA Kit — MyBiosource, California, EUA).

4.8.3.Glicemia em jejum

No momento da eutanasia, amostras de sangue foram coletadas via punc¢éo cardiaca

para andlise dos niveis séricos de glicemia de todos os animais, que estavam sob jejum de 12
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horas, e enviadas ao Laboratério de Patologia Clinica, Microbiologia e Hemocentro Veterinario
(Hemolabvet — Ribeirdo Preto, SP, Brasil) que realizou a andlise utilizando o kit GLICOSE
Liquiform (Labtest Diagndstica S.A. - Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as analises foram
realizadas ap0Os 0s animais serem submetidos a 12 horas de jejum (ANTUNES; ELKFURY;
JORNADA; FOLETTO et al., 2016).

4.8.4. Teste de Tolerancia a Glicose

Para comprovacdo da inducdo da SM, foi realizado também na 162 semana, o teste de
tolerancia a glicose, conforme ja descrito na literatura (ANTUNES; ELKFURY; JORNADA;
FOLETTO etal., 2016). Resumidamente, ap6s 12 horas de jejum, os animais foram submetidos
a ingestdo de solucéo de glucose com concentracdo de 2g/kg via gavagem e os niveis glicémicos
foram medidos a cada 30 minutos durante 2 horas com auxilio de glicosimetro de precisdo
Accu-Check Active (Roche Diabetes Care — Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.8.5. Insulina

No momento da eutanasia, amostras de sangue foram coletadas via puncédo cardiaca,
para analise dos niveis séricos de insulina de todos os animais. A analise das amostras foi
realizada com kit ELISA especifico para ratos (Rat Insulin ELISA Kit — MyBiosource ,
California, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.8.6. Resisténcia a Insulina
A resisténcia a insulina foi estimada com a avaliacdo do modelo HOMA-IR, de acordo
com a formula [glicose no plasma em jejum (mg/dL) x insulina no plasma em jejum
(wU/mL)]/405 (AGIL; ROSADO; RUIZ; FIGUEROA et al., 2012).
4.9. Afericdo da Pressdo Arterial Média
A afericdo da pressao arterial média por método invasivo foi realizada no momento da

eutanasia. Para tal avaliacéo, os animais foram mantidos sob anestesia inalatoria com isoflurano

(mantidos a uma taxa de 5% de anestésico e 2,5% de oxigénio) e a artéria femoral foi canulada
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(3 cm de tubo PE-10 conectado a 14 cm de tubo PE-50). Ainda com o animal anestesiado, a
canula foi conectada a um transdutor de pressao e a pressdo arterial média e a pressédo arterial
sistélica foram registradas por cerca de 5 minutos por um sistema de aquisicdo de dados
(MP150CE; Biopac Systems Inc., CA, EUA) conectado a um computador (Acknowledge 3.2,

para 0 Windows).

4.10. Andlise de Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da quantificacdo da atividade de catalase no
soro (The OxiSelect™ Catalase Activity Assay Kit - Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA) e
quantificagdo da atividade de cloracdo de mieloperoxidase no soro (OxiSelect™
Myeloperoxidase Chlorination Activity Assay Kit- Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA). As

amostras foram coletadas via punc¢do cardiaca no momento da eutanasia.

4.11. Perfil microbioldgico intestinal - Coleta de fezes e qRT-PCR

A coleta de fezes foi realizada para todos os animais no baseline, 8 e 16 semanas apés o
inicio do experimento. Para que as fezes fossem coletadas frescas, os animais foram colocados
em caixas individualmente por poucos minutos, sob supervisao, até que fosse possivel realizar
a coleta das fezes defecadas naquele instante. Todas as amostras foram coletadas com auxilio
de pinca estéril, colocadas em tubo estéril e imediatamente armazenas em freezer -80°C.

O DNA gendmico foi extraido e purificado a partir de amostras de fezes usando kit
especifico para esse fim (DNeasy Power Soil® Kit — Qiagen, Hiden, Alemanha) conforme as
instrugbes do fabricante. A pureza e a quantificagdo do DNA foram avaliadas com um
espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e por meio de
quantificacdo fluorimétrica (Qubit Fluorometric Quantification - Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EUA), considerando as razdes de A 260/280 e A 260/230 dadas pelo espectro
de absorbancia maxima em 260nm. Foram admitidas apenas amostras com A 260/280 entre 1,8
a2,0 (DNA). A partir dos dados obtidos na quantificagdo, as amostras foram diluidas com &gua
nuclease-free (Invitrogen UltraPure DNase’/RNase-Free Distilled Water - Thermo Scientific,

Wilmington, DE, EUA) até serem padronizadas na concentragcdo de 10ng/uL.

Em seguida, a analise por gRT-PCR foi realizada em microplacas de 96 pocos
(MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate - Thermo Scientific, Wilmington, DE,
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EUA) e com o termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EUA). Misturas de reagc0es de qRT-PCR “master mix” (total de 10 uL) foram
utilizadas contendo a proporgdo de 5 puL de Faststart SYBR Green (Roche Diagnostics Ltd),
0,25 ul de cada primer especifico - Foward (F) e Reverse (R) (Exxtend Solucdo em Oligos,
Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) - para 4 uL de agua nuclease-free e 0,5 uL de DNA. As sequencias
iniciadoras para Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacilos e Bifidobacterium, assim como o
protocolo de termociclagem e padronizacgéo da curva foram executados conforme as referéncias

citadas na Tabela 3.

Tabela 2 - Sequéncia iniciadora 5°-3” foward (F) e reverse (R) utilizadas para quantificacdo de Firmicutes,

Bacteroidetes, Lactobacilos e Bifidobacterium por meio de gRT-PCR.

Filo ou Género Sequéncia Utilizada Referéncia
Bacteriano
Firmicutes F: GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA (GUO; XIA; TANG; ZHOU
R: AGCTGACGACAACCATGCAC etal., 2008)
Bacteroidetes F: GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT (GUO; XIA; TANG; ZHOU
R: AGCTGACGACAACCATGCAG etal., 2008)
Lactobacilos F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA (RINTTILA; KASSINEN;
R: CACCGCTACACATGGAG MALINEN; KROGIUS et al.,
2004)
Bifidobacterium F: TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG (RINTTILA;  KASSINEN;
R: CCACATCCAGC(A/G)TCCAC MALINEN; KROGIUS et al.,
2004)

4.12. Analise microtomograéfica (Micro-CT)

Espécimes ndo-desmineralizados (hemimandibulas esquerdas) foram escaneados por
um sistema de Micro-CT de feixe cbnico (Skyscan 1172, Bruker, Kontich, Bélgica). O gerador
de raios X foi operado a um potencial de aceleracdo de 60 kVV com uma corrente de feixe de
165 pA e um tempo de exposi¢dao de 490 ms por proje¢do. As imagens foram produzidas com

um tamanho de voxel de 6x6x6 pum.
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Usando um software apropriado (Data Viewer®, version 1.5.0, Bruker, Kontich,
Bélgica), os modelos tridimensionais gerados foram rotacionados para uma posi¢do padrdo de
analise, de acordo com os seguintes critérios: (1) no plano transaxial, o primeiro molar inferior
(M1) tinha o seu eixo posicionado verticalmente, (2) no plano sagital, a superficie oclusal do
M1 foi posicionada horizontalmente e (3) no plano coronal, o 0osso mandibular foi orientado
verticalmente, com a raiz mesial do M1 na posi¢cdo mais superior da imagem. Medidas lineares
do nivel osseo alveolar (NOA) foram realizadas em quatro sitios: vestibular, lingual,
interproximal e furca. Para as faces vestibular e lingual, na imagem transaxial passando atraves
daraiz distal do M1, as distancias lineares entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista ssea
alveolar (COA) vestibular/lingual foram medidas. Para a regido de furca, na imagem sagital
passando por ambas as raizes mesial e distal do M1, o NOA foi avaliado por meio da
mensuracdo da distancia entre o teto da furca e crista dssea alveolar (COA) interradicular. Para
a regido interproximal, as imagens do plano coronal foram analisadas usando um software
especifico (CT-Analyser®, version 1.13.5.1+, Bruker, Kontich, Bélgica). A distancia entre a
ultima imagem mostrando a COA, entre M1 e segundo molar inferior, e a primeira imagem
mostrando a JCE do M1, foi mensurada. As medidas lineares obtidas de cada animal foram
somadas para expressar o valor do NOA.

Para as analises volumeétricas, um volume de interesse (se¢do prismatica) foi delineado
a partir dos apices de todas as raizes do M1 até o teto da furca do M1, tocando as superficies
das raizes, em todas as imagens do plano coronal, com o mesmo software utilizado para a
analise da regido interproximal. Os seguintes parametros foram avaliados: volume 6sseo (VO)
e porosidade 6ssea (PO). Todas as analises de Micro-CT foram realizadas por um operador
calibrado que desconhecia 0s grupos experimentais e tratamentos realizados. Para calibracao
do examinador, um ter¢o da amostra foi avaliada em dois periodos de tempo com um intervalo
de 48 horas. O coeficiente de correlacdo intraclasse (CCI) foi utilizado para determinar a
reprodutibilidade do examinador nas duas avalia¢Oes realizadas. Valores de CCI maiores que

90% foram considerados para assegurar a calibracdo do examinador.

4.13. Andlise imunoenzimatica

Com bisturi estéril, a gengiva foi removida da regido vestibular e lingual dos primeiro
molare inferior da hemimandibula esquerda de cada animal. Os tecidos gengivais coletados
foram lavados em PBS associado a um coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). Em

seguida, os tecidos foram imediatamente imersos em nitrogénio liquido e macerados
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manualmente com gral e pistilo. Os tecidos macerados foram novamente colocados em solugéo
PBS + inibidores de proteases e homogeneizados mecanicamente (Ultra-Stirrer ULTRA 80-I1,
Eikonal do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apds esta etapa, as amostras foram centrifugadas a
4000 rpm durante 15 min em uma temperatura de 4°C. O sobrenadante obtido foi coletado e
armazenado a -80°C. Foi determinado o valor de proteina total de cada amostra por meio de
imunoensaios enzimaticos convencionais (ELISA), utilizando-se kits comercialmente
disponiveis (DCTM Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc., Berkeley, CA, EUA), conforme
instrugoes do fabricante. A leitura colorimétrica foi realizada através de um espectrofotometro
a 650nm (TP-Reader, ThermoPlate®, Brasil) e os valores foram expressos em mg/dL. Os
valores de proteina total foram convertidos em pg/mL.

Os niveis das citocinas IL-6, TNF-a, MCP-1, IL-10, IL-18, TGF-B, RANTES foram
determinados por meio da tecnologia LuminexTM XMAP®. As amostras coletadas foram
analisadas usando-se kits disponiveis comercialmente (TGFBMAG-04 K para TGF-p e
RECYTMAG-65K para as demais citocinas — Milliplex™ map, Merck Millipore Headquarters,
Billerica, MA, EUA) em um analisador Luminex 100/200 (Luminex® 100/200™ System,
Luminex Corporation, Austin, TX, EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para
leitura no sistema Luminex, o sobrenadante resultante do processamento e centrifugagéo das
bidpsias gengivais foi incubado em microplacas de titulacdo de 96 pocos com microesferas de
poliestireno associadas a fluor6foros e conjugadas a anticorpos de captura especificos para cada
citocina alvo. Apo6s a ligagcdo do analito (amostra) aos anticorpos de captura localizados na
superficie das microesferas, a detec¢do final foi feita por meio de um marcador fluorescente
(Estreptavidina-Ficoeritrina) ligado ao anticorpo de deteccdo. As concentracdes foram
estimadas em pg/uL a partir de uma curva padrdo utilizando-se o software XPONENT®
(Luminex Corporation, Austin, TX, EUA). Os niveis finais das citocinas analisadas foram
obtidos pela razio entre os valores inicialmente obtidos com sistema Luminex® 100/200™ e

os valores de proteina total convertidos em pg/mL.

Os niveis de OPG e RANKL, foram analisados por meio de ELISA, utilizando-se kit
comercialmente disponiveis (MBS774950, MBS2500776 e MBS775260 respectivamente -
MyBioSource Inc., San Diego, CA, USA), conforme instrucdes do fabricante. A leitura
colorimétrica foi realizada com auxilio de um espectrofotdmetro a 450nm (PowerWave XS2,
Bioteck, Winooski, VT, EUA). Os niveis finais das citocinas analisadas foram obtidos pela

razao entre estes valores obtidos e aqueles referentes ao conteudo de proteina total convertidos

em pg/g.
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4.14. Analise Histologica

As hemi-mandibulas direitas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10% por 48
horas e descalcificadas por meio de solucao de acido etilenodiamino tetra-acético a 4% durante
90 dias. Apos este periodo, as pecas foram desidratadas em alcool absoluto, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Foram realizados, entdo, cortes seriados com 4 pum, no plano
mésio-distal. Dois cortes histologicos de cada espécime, representando a porcdo vestibulo-
lingual central da hemi-mandibula, foram corados utilizando a técnica de Hematoxilina e
Eosina (H&E). Com auxilio de microscopia de luz, foram analisadas as condicdes
histopatoldgicas dos tecidos periodontais na regido de bifurcacdo do 1o molar inferior,
considerando: contetido do infiltrado inflamatério periodontal, extenséo da inflamacéo, padrdo

do tecido conjuntivo e perfil do osso alveolar presente.

4.15. Variaveis de resultado

Foi definida como variavel priméria deste estudo as diferencas entre 0s grupos obtidas
na analise microtomogréafica de VO. Os demais parametros microtomogréaficos, histoldgicos,
microbiol6gicos, imunoenzimaticos, antropométricos, biomoleculares assim como valores

obtidos de afericdo da pressdo arterial analisados foram definidos como variaveis secundarias.

4.16. Andlise estatistica dos dados obtidos

Foi verificada a normalidade e homocedasticidade dos dados obtidos (Teste Shapiro-
Wilk). As comparagdes inter e intragrupos nos diferentes intervalos de tempo foram realizadas
por meio de testes paramétricos ou nao-paramétricos adequados. Para todas as analises
estatisticas foi utilizado um nivel de significancia de 5%. Todos os calculos foram realizados

pelo software Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, California)



d. Resultados
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5.1. Pesagem

Ao longo dos diferentes periodos experimentais, foi observado aumento significativo de

peso nos animais de todos 0s grupos experimentais (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4 - Médias e desvios-padrdo do ganho de peso para os grupos: A) C; B) CP; C) DP; D) DPP; E) SM; F)

SMP; G) SMDP e H) SMDPP com comparacdes entre os tempos experimentais. *diferenca significativa
intragrupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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Conforme pode ser visto na Figura 5, as comparagfes intergrupos para os ganhos de
peso entre tempos experimentais (valores de delta), demonstram valores significativamente
maiores para 0s grupos com SM (SM, SMP, SMDP e SMDPP) quando comparados aos seus
respectivos controles (C, CP, DP e DPP) (p<0,05).
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iguais representam diferenca significativa entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p < 0,05).

5.2. Circunferéncia abdominal

Quando comparados ao baseline, todos 0s grupos experimentais apresentaram aumento

da circunferéncia abdominal (Figura 6).
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Figura 6: Médias e desvios-padrédo da circunferéncia abdominal para os grupos: A) C; B) CP; C) DP; D) DPP; E)

SM; F) SMP; G) SMDP e H) SMDPP com comparagdes entre 0s tempos experimentais. CA = circunferéncia

abdominal *diferenca significativa intragrupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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Os aumentos obtidos (Figura 7) na circunferéncia abdominal dos animais com SM (SM,
SMP, SMDP e SMDPP) foram significativamente maiores que aqueles dos animais sem SM
(C, CP, DP e DPP, respectivamente) (p < 0,05).
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Figura 7: Médias e desvios-padrao dos valores de delta de circunferéncia abdominal para os grupos experimentais:
A) Delta entre a semana 8 e baseline; B) Delta entre a semana 16 e a semana 8; C) Delta entre a semana 16 e

baseline. Letras iguais representam diferenca significativa entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p < 0,05).

5.3. Indice de massa corporal (IMC)

Quando comparados ao baseline, todos 0s grupos experimentais apresentaram aumento
do IMC (Figura 8). Os aumentos obtidos nos animais com SM foram significativamente

maiores que aqueles dos animais sem SM (p < 0,05) (Figura 9).
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Figura 8: Médias e desvios-padrdo do ganho de peso para os grupos: A) C; B) CP; C) DP; D) DPP; E) SM; F)

SMP; G) SMDP e H) SMDPP com comparagdes entre os tempos experimentais. IMC

indice de massa corporal.

* diferenca significativa intragrupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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Letras iguais representam diferenca significativa entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p < 0,05).

5.4. Afericao de Pressdo Arterial

Os animais dos grupos SM, SMP e SMDPP apresentaram valores de pressao sistolica
significativamente (p < 0,05) maiores que aqueles dos grupos C, CP e DPP, respectivamente
(Figura 10). O Grupo DP também apresentou maiores valores de pressdo sistolica quando
comparado ao grupo C (p < 0,05). Para pressdo média, os grupos SM e SMP apresentaram

valores significativamente (p < 0,05) maiores que aqueles dos grupos C e CP, respectivamente.
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Figura 10: Médias e desvios-padrdo da pressdo arterial para 0s grupos experimentais com comparagdes entres 0s
grupos. A) Pressdo arterial sistolica; B) Presséo arterial média. *diferenca significativa entre os grupos (ANOVA,
Tukey, p < 0,05).

5.5. Perfil lipidico

Em relacdo aos niveis séricos de colesterol total, o grupo SM apresentou valores
elevados quando comparados ao grupo C (p < 0,05). O uso do probio6tico promoveu reducao
dos niveis de colesterol total no grupo SMDPP quando comparado ao grupo SMDP (p < 0,05)
(Figurall - A).

O grupo SM apresentou a maior taxa de LDL quando comparado ao grupo C (p < 0,05).
Os animais portadores de SM experimental que receberam administracao de probi6tico (grupos
SMP e SMDPP) apresentaram reducdo de LDL quando comparados aos animais do grupo SM
(p <0,05) (Figura 11 - B).

Para as taxas de HDL, ndo houve diferengas estatisticamente significantes entre os

grupos (Figura 11 - C).

Os animais dos grupos SM, SMDP e SMDPP apresentaram aumento no nivel sérico de
triglicerideos quando comparados aos grupos C, DP e DPP, respectivamente (p < 0,05). Para o
grupo dos animais com SM que receberam terapia probidtica (SMP), ndao houve diferenca
estatisticamente significativa nos valores de triglicerideos quando comparado ao seu controle

(CP). Além disso, os animais com SM, portadores ou ndo de DP, que receberam terapia
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probiética (SMP e SMDPP) apresentaram valores menores de triglicerideos quando
comparados aos grupos com as mesmas condigdes que nao receberam probiotico (SM e SMDP)
(p <0,05) (Figura 1l - D).

Na Figura 11 - E € possivel observar que os grupos SM e SMDPP apresentaram maiores
niveis séricos de &cidos graxos quando comparados aos grupos C e DPP (p < 0,05). O grupo
SMDP apresentou valores de &cidos graxos maiores quando comparados aqueles do grupo SM
(p <0,05).
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Figura 11: Médias e desvios-padrdo para o perfil lipidico nos grupos experimentais com comparagoes entre 0s
grupos. A) Colesterol total; B) LDL; C) HDL; D) Triglicerideos e E) Acidos graxos. O simbolo * e letras iguais
representam diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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5.6. Glicemia

Os grupos C, CP, DP e DPP apresentaram taxas glicémicas na 16% semana
estatisticamente inferiores aquelas dos grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP, respectivamente (p

< 0,05) (Figura 12).

Figura 12: Médias e desvios-padrdo de glicemia em jejum para 0s grupos experimentais na 162 semana. Letras
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iguais representam diferenca estatistica entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p < 0,05).

5.7. Teste de Tolerancia a Glicose (OGTT)

Os valores de glicemia obtidos, distribuidos ao longo do tempo, no OGTT estdo
representados na Figura 13 - A para todos os grupos. A area sobre a curva (AUC) do grafico
obtida para cada grupo esta representada na Figura 13 - B. Os animais dos grupos SM, SMP,
SMDP e SMDPP apresentaram maiores valores de AUC quando comparados aos seus
respectivos controles (C, CP, DP e DPP), com diferencas significativas entre eles (p < 0,05).
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Figura 13: A) Médias dos niveis glicémicos em mg/dL dos diferentes grupos distribuidos ao longo do tempo em
minutos; B; Médias e desvios-padrdo da AUC para 0s grupos experimentais, com comparagdes entre os grupos.

*diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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5.8. Insulina

Para os niveis de insulina, foi encontrada diferenca estatisticamente significante apenas
quando o grupo DPP foi comparado aos grupos SMDP e C (p < 0,05) (Figura 14).

15

10- I |

Insulina Ul/mL
_|
_|
_|

Figura 14: Médias e desvios-padrdo de insulina para 0s grupos experimentais na 162 semana. * representa diferenca
estatistica entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p < 0,05).

5.9. Resisténcia a Insulina (HOMA-IR)

Os dados do indice HOMA-IR mostram que os grupos C, CP, DP e DPP apresentaram
valores estatisticamente inferiores aos grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP, respectivamente (p

< 0,05). Observou-se também uma reducéo (p < 0,05) desses valores no grupo DPP quando
comparado ao grupo DP (Figura 15).
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Figura 15: Médias e desvios-padrdo para 0 HORMA-IR com comparagBes entres 0s grupos experimentais. O

simbolo * e letras iguais representam diferenca significativa entre os grupos indicados (ANOVA, Tukey, p <0,05).

5.10. Resumo dos principais dados encontrados em parametros metabdlicos

Na Tabela 2 estdo distribuidos os principais dados obtidos em parametros metabdlicos
e antropomeétricos dos grupos C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP. Na figura 16 pode
ser observado o aspecto de um animal normosistémico (representativo para os grupos C, CP,
DP e DPP) e um animal com SM (representativo para os grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP)

na 162 semana de experimento.
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Tabela 3: Principais parametros metaboélicos e antropométricos analisados

C CP DP DPP SM SMP SMDP SMDPP
Peso final 439,9 455,1 445,9 438,0 564,1 605,8 528,7 567,2
@) +/- 40,4 +/- 34,7 +/- 34,9 +/- 48,1 +/- 73,7 +/- 81,3 +/- 53,6 +/-51,9

a,b,c.d ab,cd ab,cd ab,cd

IMC 0,67 0,69 0,69 0,67 0,8 0,81 0,76 0,82
(kg/m2) +-0,03 | +/-0,04 +-0,04 +-0,05  +/-0,08 +/-0,05 = +/-0,06 +/- 0,07
efgh efh e,fh efgh
Circ. 19 19 18,9 18,9 23,3 23,9 22,5 23,3
Abdominal +/-0,8 +/-0,8 +/-1 +/-0,8 +/-1,6 +/-1,8 +/-1,2 +/-2
i) a,b,c,d aa,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d
Glicemia 1715 179,2 188,9 164,3 2225 256,1 239,4 257,7
(mg/dL) +-25  +-338  +-37,2  +/-2999  +-38  +-939  +-157 +/- 36
a a,b,d a a,b,d
HOMA-IR 3,5 3,3 3,7 2,7 4,7 4,7 5,2 55
+/- 0,6 +/-0,7 +-1 +/-0,7 +/-0,9 +-1 +/-1,8 +/-1,4
c a d
Triglicerideos 14,2 14,6 17,6 13,7 62 28,8 59 26
(mg/dL) +/-2,6 +/-1,8 +/- 4,6 +/-2,9 +/-23 +/-4 +/- 25,1 +/- 12
e g h eg eg
Colesterol 50,2 49,7 56,2 53 60,40 51,8 62,6 47,7
Total +/-11 +/- 8,2 +/-6,4 +/-9,8 +/-9,8 +/- 6,8 +/-11,6 +/- 3,5
(mg/dL) a, h a,h,f
LDL 30,3 29,6 33,9 31,2 39,4 29,4 32,8 28,9
(mg/dL) +/-5,9 +/-5,2 +/-5 +/- 6 +/-9,1 +-7,7 +/- 8,2 +/-5,5
a e e
Acidos 0,07 0,08 0,09 0,08 0,10 0,07 0,11 0,09
Graxos +/-0,02  +/-0,02 +/-0,02 +/- 0,01 +/- 0,01 +/- 0,01 +/- 0,03 +/- 0,01

a e,9 d

Tabela 3: Médias e desvio- padrdo dos diferentes grupos para as analises de pardmetros metabdlicos e
antropomeétricos realizadas imediatamente antes da eutanasia dos animais.

a- Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo C (ANOVA, Tukey p < 0,05).

b- Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo CP (ANOVA, Tukey p < 0,05).
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Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo DP (ANOVA, Tukey p < 0,05).
Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo DPP (ANOVA, Tukey p < 0,05).
Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo SM (ANOVA, Tukey p < 0,05).x
Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo SMP SMPpara glicemia (ANOVA,
Tukey p < 0,05).

Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo SMDP (ANOVA, Tukey p < 0,05).
Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo SMDPP (ANOVA, Tukey p < 0,05).

Figura 16: Animal normosistémico a esquerda (representativo para os grupos C, CP, DP e DPP) e animal com
SM a direita (representativo para os grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP) na 162 semana de experimento

5.11. Microtomografia computadorizada (Micro-CT)
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A Figura 17 apresenta as médias e desvios-padrdo dos valores obtidos na analise
microtomografica. Os grupos DP, SMDP e SMDPP, submetidos a colocagdo de ligadura ao
redor do M1, apresentaram valores significativamente (p < 0,05) maiores de NOA (Figura 17 -
A) quando comparados aos seus respectivos controles (grupos C, SM e SMP). O grupo DPP
apresentou valor de NOA estatisticamente superior ao grupo C (p<0,05). Os grupos SMDPP e
DPP apresentaram menor NOA quando comparados aos grupos SMDP e DP, respectivamente
(p <0,05). Os grupos SMDP e SMDPP apresentaram NOA significativamente (p < 0,05) maior
que aqueles dos grupos DP e DPP, respectivamente

No parametro de VO (Figura 17 - B), os grupos C, SM e SMP apresentaram valores
inferiores aqueles dos grupos DP, SMDP e SMDPP) (p < 0,05). O grupo SMDP apresentou
menor VO quando comparado aos grupos DP e SMDPP (p < 0,05).

Na avaliacdo de PO (Figura 17 - C), notou-se que os grupos sem DP (C,CP, SM e
SMP) apresentaram valores inferiores aqueles dos grupos com DP (DP, DPP, SMDP e SMDPP)
(p < 0,05). Menores valores de porosidade total também foram observados nos grupos DPP e

SMDPP guando comparados aos grupos DP e SMDP, respectivamente (p < 0,05).
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Figura 17: Médias e desvios-padrdo das medidas obtidas na analise microtomografica para todos os grupos
experimentais. A) NOA; B) VO; C) PO. NOA = nivel 6sseo alveolar; VO = volume 6sseo na regido de bifurcacéo
em relagdo ao volume total da regido; PO = porosidade 6ssea. O simbolo * e letras iguais representam diferenca
estatistica entre os grupos (ANOVA, Tukey p<0,05).

A Figura 18 representa a reconstrucdo 3D das imagens obtidas na Micro-CT para 0s
grupos C, CP, DP e DPP. Os grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP estdo representados na Figura

19.
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Figura 18: Reconstrugdo 3D das imagens obtidas na Micro-CT. A) C; B) CP; C) DP e D) DPP. Vista da face
vestibular (imagens a esquerda) e Vista da superficie interna - corte sagital (imagens a direita). CTVox® (versdo
3.1.0, Bruker, Kontich, Bélgica). Tamanho do pixel = 7,96 pm
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Figura 19: Reconstrucdo 3D das imagens obtidas na Micro-CT. A) SM; B) SMP; C) SMDP e D) SMDPP. Vista
da face vestibular (imagens a esquerda) e Vista da superficie interna - corte sagital (imagens a direita). CTVox®

(versdo 3.1.0, Bruker, Kontich, Bélgica). Tamanho do pixel = 7,96 pm
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5.12. Analise Histologica

Os grupos C e CP apresentaram ligamento periodontal com caracteristicas normais,
grande quantidade de fibroblastos, vasos sanguineos e poucas células inflamatdrias. As fibras
colagenas estavam dispostas de modo organizado e perfeitamente inseridas no cemento
adjacente e o0sso alveolar. O tecido dsseo na regido de furca apresentava osteOcitos em
abundancia e contornos regulares (Figuras 20 - A e B). Na regido interproximal, entre o0 10 e
20 molares inferiores, notou-se a preservacdo do epitélio juncional e do epitélio do sulco
(Figuras 21 - Ae B).

As caracteristicas histolégicas dos grupos SM e SMP (Figuras 20 - E e F; Figuras 21 -
E e F) foram bastante semelhantes aquelas do grupo C. No grupo SM, algumas trabéculas dsseas
se apresentavam com espessura mais reduzida e os espacos medulares estavam menores e
preenchidos por células hematopoiéticas, bem como observou-se numerosos vasos congestos e

uma disposi¢do menos organizada das fibras conjuntivas.

As caracteristicas histologicas apresentadas pelo grupo DP (Figuras 20 - Ce 21 -C) e
pelo grupo SMDP (Figuras 20 - G e 21 - G) foram semelhantes. No entanto, o grau de disfuncéo
tecidual e a magnitude da resposta inflamatoria local foram mais intensas no grupo SMDP.
Ambos 0s grupos apresentaram tecido conjuntivo altamente desorganizado, com fibras
irregularmente dispostas e edema intersticial moderado a intenso, presenga de células
inflamatorias (notadamente, células multinucleadas), bem como poucos fibroblastos. No grupo
SMDP, um intenso infiltrado foi identificado em todo o tecido conjuntivo da area de furca
(Figura 20 - G). Além disso, as amostras deste grupo apresentavam caracteristicas de necrose
Ossea nesta regido com a presenca de células gigantes multinucleadas. O septo interradicular
estava substancialmente reduzido, com afinamento de trabéculas e um nimero substancial de
osteoclastos ativos. O tecido ésseo e cemento radiculares na regido de furca apresentaram
intensa destruicdo, contorno irregular e lacunas de howship. Na regido interproximal, em ambos
0S grupos, entre 0 1° e 2° molares, foram observados danos estruturais no epitélio sulcular e

migragéo apical do epitélio juncional.

Os grupos DPP e SMDPP (Figuras 20 - D e H; Figuras - 21 D e H), quando comparados
ao Grupo DP e SMDP (Figuras 20 - C e G; Figuras 21 - C e G), respectivamente, apresentaram
tecido conjuntivo mais celularizado, menor edema intersticial, menor infiltrado inflamatério e
fibras colagenas melhor dispostas e organizadas entre o 0sso alveolar e o cemento. Além disso,

o tecido 6sseo dos grupos DPP e SMDPP na regido de bifurcacdo apresentou contorno regular
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e arquitetura em platé decorrente do processo de reabsorcdo Gssea com menor presencga de
células reabsortivas (Figuras 20 - D e H; Figuras 21 - D e H). O cemento radicular apresentou
contorno regular e menores areas de reabsorcdo. Na regido interproximal (Figuras 21 - D e H),
entre 0 1° e 2° molares inferiores, observou-se danos estruturais de menor intensidade no
epitélio sulcular, bem como menor deslocamento apical do epitélio juncional quando

comparados ao Grupo DP.

Figura 20: Imagens histoldgicas da regido de bifurcagdo do1° molar inferior, com aumento de 20x (A-H) e 40x
(Al-H1), dos grupos C (A, Al), CP (B, B1), DP (C, C1), DPP (D, D1), SM (E, E1), SMP (F, F1), SMDP (G, G1)
e SMDPP (H, H1).
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Figura 21: Imagens histoldgicas da regido interproximal entre 1° e 2° molares inferiores, com aumento de 40x dos
grupos: C (A), CP (B), DP (C), DPP (DP), SM (E), SMP (F), SMDP (G) e SMDPP (H).
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5.13. Estresse Oxidativo

Na Figura 22 - A é possivel observar que a concentracdo de mieloperoxidade no grupo
DP foi significativamente superior aquela dos grupos C e CP (p < 0,05). Houve uma tendéncia
de diferenca estatistica (p = 0,0659) quando o grupo DP foi comparado ao grupo DPP. O grupo
SMDP apresentou maiores concentracdes deste analito quando comparado ao grupo SMP (p <
0,05). Foram observadas tendéncias de diferenca estatistica na comparagédo entre os grupos SM
e SMP (p =0,0721); SMDP e SMDPP (p = 0,0939).

Na Figura 22 - B nota-se que o grupo C apresentou concentracdo de catalase
estatisticamente superior aos grupos DP, DPP e SMDP (p < 0,05). O grupo SM apresentou
menores valores quando comparado ao SMDPP (p < 0,05). Uma tendéncia de menores valores
de catalase também foi observada nos grupos SM e SMDP quando comparados aos grupos SMP
(p = 0,0906) e SMDPP (p = 0,0541), respectivamente.
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Figura 22: Médias e desvios-padrao da concentragdo sérica de Mieloperoxidase (A) e Catalase (B) para os grupos
C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP. *diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p <
0,05). Comparagdes com valores de p < 0,1 também foram representadas nos graficos.
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5.14. Anélise Imunoenziméatica

As médias e desvio-padrdo para a analise imunoenzimatica, assim como as diferencas
estatisticas entre os grupos estdo representadas na Figura 23. Grupos que receberam PROB
(DPP e SMDPP) apresentaram reducéo significativa (p < 0,05) dos niveis de IL-1p quando
comparados aqueles que ndo receberam PROB (DP e SMDP). Os grupos DPP e SMP
apresentaram menores niveis de IL-6 que os grupos DP e SM, respectivamente (p < 0,05). Em
relacdo 8 OPG e RANK-L, os seguintes dados foram observados: i) grupos com PROB (DPP e
SMDPP) apresentaram niveis significativamente (p < 0,05) maiores de OPG que aqueles sem
PROB (DP e SMDP); ii) o grupo SMP apresentou menores niveis de RANK-L quando
comparado ao grupo SM (p < 0,05); iii) e o grupo SMDPP apresentou menor razdo RANK-
L/OPG quando comparado ao grupo SMDP (p < 0,05). Além disso, o grupo SMDP apresentou
maior razdo RANK-L/-OPG quando comparado ao grupo DP, assim como menor concentracao
de TGF- B (p <0,05). Para TNF—a, o grupo DPP apresentou menor concentragdo que 0 grupo
DP. Do mesmo modo, o grupo SMDPP apresentou menores valores de TNF—a que aqueles do
grupo SMDP (p < 0,05). O grupo SMP também apresentou valores significativamente menores
(p < 0,05) de TNF-a que aqueles do grupo SM.



Resultados | 98

*
-
*

0 * * ” 20007 * 40+ *
o
* — -
-680 3 * -|l ailﬂﬂ‘ é 104
© = * =
240 * §1m * i'_'zu_
- - * =
= 204 I = 500 ] 101 T
T & T
0 LB = 0-
R eSS PSS
&
600- * ‘
* * — 200 407
1
gnn I gm ‘§3°'
- = ;20.
3 - 1004 E -[
= 200 -I- § 20 'I‘
504
0- 0 o
R g R ERR
O 2 &K R Q R ¢ o R g L ) <
S & £ S "*0;#61 T
1521074 . 20004 * E 0.0020+ * .
* ® — [=] i
= * o T 1500 = 0.0015
% 12107 r . E 2
= f I g 10001 g 0.0010
g 5x10% T = o |
= 500 T w3 0.0005 T
m
e -
0 od 0. 000 -
C &S FFES CEFF SRS CEES TS
& &
1. X
E 3
3 1 20000+
= = 15000+
B ‘,,_;.IIOD[ID- N
[ra ﬁ
E 5000 T
. . o & 2
R ¢ &g FSSS

Figura 23: Médias e desvios-padrdo da concentragdo média de: A) IL-10; B) IL-1B; C) IL-10/ IL-1B; D) IL-6; E)
MCP-1; F) RANTES; G) OPG; H) RANKL; 1) RANKL/OPG; J) TNF-a e K) TGF-B para todos os grupos.

“diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05).
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5.15. Perfil Microbiolégico Intestinal (QRT-PCR)

5.15.1. Razao Firmicutes/Bacteroidetes

Foi observado que o grupo SMP apresentou razdo Firmicutes/Bacteriodetes superior

aquela dos grupos C e DP (p < 0,05) (Figura 24).
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Figura 24: Médias e desvios-padrdo da razdo entre Firmicutes e Bacteroidetes, presente nas fezes, para 0s grupos
C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP. Letras iguais representam diferenca significativa entre 0s grupos
indicados (Teste t, p < 0,05).

5.15.2. Lactobacilos, Firmicutes, Bifidobacterium e Bacteroidetes

A Figura 25 mostra os valores das diferencas (delta) obtidas nas contagens de
Lactobacilos, Firmicutes, Bifidobacterium e Bacteroidetes entre a 16 semana experimental e
o0 baseline: valores positivos demonstram aumentos nas contagens de microrganismos e valores

negativos indicam redugéo.

Todos os grupos apresentaram redugdes nas contagens de Lactobacilos em relagdo ao
baseline. Foi observada maior redugéo nas contagens de Lactobacilos (Figura 25 - A) no grupo
SM quando comparado aos grupos C e SMDP (p < 0,05). Foram observadas duas tendéncias
de diferencas estatisticas: a primeira entre os grupos DPP e SMDPP (p = 0,0576), indicando
maior reducdo de Lactobacilos para SMDPP, e a segunda entre os grupos CP e SMP (p =

0,0690), indicando maior reducéo de Lactobacilos para SMP (Figura 25 - A).
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Para Firmicutes, houve aumento nas contagens apenas nos grupos C, DP, SM e SMDP
em relacédo ao baseline. Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas na comparacgdes
de delta dos grupos C e DP; DP e DPP; SM e SMP; e SMP e SMDPP. Existiram duas tendéncias
de diferenca estatistica nessa andlise: a primeira foi entre os grupos C e DP (p = 0,0892),
indicando aumento de Firmicutes para DP, e a outra foi entre os grupos SMDP e SMDPP (p =
0,0591), indicando reducéo de Firmicutes para DP (Figura 25 - B).

Todos os grupos apresentaram reducdes nas contagens de Bifidobacterium em relagéo
ao baseline (Figura 25 - C). O grupo SM apresentou maiores redugdes de Bifidobacterium
guando comparado ao grupo C (p<0,05). O grupo SMDPP apresentou reducdo de

Bifidobacterium significativamente superior aquela observada no grupo DPP (p< 0,05).

Para Bacteriodetes (Figura 25 - D), houve aumento nas contagens apenas no grupo SMP
em relacdo ao baseline. Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas nas comparagoes
de delta dos grupos SMP e CP; SMP e SM, SMP e SMDPP. Os grupos C e DP apresentaram
maior reducdo de Bacteriodetes quando comparados aos grupos CP e SMDP, respectivamente
(p < 0,05). Uma maior reducdo de Bacteriodetes também foi observada no grupo SMDPP

quando comparado ao grupo SMDP (p < 0,05).
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Figura 25: Médias e desvios-padrdo das diferengas (delta) na contagem de bactérias entre a 16% semana (T16) e o
baseline (T0) nas fezes dos grupos C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP ¢ SMDPP. A) A T16-T0 Lactobacilos; B)
A T16-TO Firmicutes; C) A T16-TO Bifidobacterium; D) A T16-TO Bacteroidetes. O simbolo * e letras iguais

representam diferenca significativa entre os grupos indicados (Teste t, p < 0,05).
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Este € o primeiro estudo a avaliar o impacto da terapia probidtica com B. lactis HN019
no desenvolvimento e progressdo da DP em ratos com SM. A escolha desse género bacteriano
levou em consideracdo seus beneficios nos tecidos periodontais (CARDOSO; MESSORA;
SILVA; OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA, L. F.; SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H;;
FURLANETO, F. A. et al., 2017; RICOLDI; FURLANETO; OLIVEIRA; TEIXEIRA et al.,
2017) e, também, efeitos capazes de atenuar as comorbidades da SM (BAGAROLLI; TOBAR,;
OLIVEIRA; ARAUJO et al.,, 2017; GANGULI; MENG; RAUTAVA; LU et al., 2013;
KARIMI; JAMALUDDIN; MOHTARRUDIN; AHMAD et al.,, 2017; LE; HOSAKA;
NGUYEN; KASSU et al., 2015; ROSELLI; FINAMORE; NUCCITELLI; CARNEVALI et
al., 2009; TOMOSADA; VILLENA; MURATA; CHIBA et al., 2013). Os dados obtidos na
analise de micro-CT demonstram que o uso sistémico de B. lactis HNO19 reduziu em 15% a
perda 0ssea alveolar nos animais com SM e DP. Ja para o grupo DPP, essa reducédo foi de 19%
quando comparado ao grupo DP. Além disso, B. lactis HNO19 impactou a microarquitetura
0ssea reduzindo a PO total 6ssea e aumentando o VO na regido de bifurcagdo dos molares
desses animais (Grupos DPP e SMDPP). A terapia probiotica também afetou beneficamente o
perfil lipidico dos animais com SM, reduzindo os niveis séricos de colesterol total,

triglicerideos, acidos graxos e LDL.

Ao analisar os resultados do presente estudo, os métodos de inducdo de doencas devem
ser considerados. Devido & sua natureza multifatorial, selecionar um modelo experimental
adequado que melhor represente a fisiopatologia da SM em seres humanos pode ser bastante
desafiador. Ratos e camundongos sdo os modelos animais mais comumente utilizados nas
investigacGes de SM (BERNINI; SIMAO; ALFIERI; LOZOVOY et al., 2016; BORTOLIN;
VARGAS; GASPAROTTO, 2018; BROOKS; DEVALLANCE; D'AUDIFFRET; FRISBEE et
al., 2015; LEE; LEE; KIM; JIN et al., 2015; MAMIKUTTY; THENT,; SAPRI; SAHRUDDIN
etal., 2014; RAMOS-JUNIOR; LEITE; CARMO-SILVA; TAIRA et al., 2017; VIRTO; CANO;
JIMENEZ-ORTEGA; FERNANDEZ-MATEOQOS et al., 2018). Algumas das abordagens
utilizadas para induzir a SM em roedores incluem a modificagdo genética de roedores e/ou
manipulagdo dietética pela administracdo de racdo com alto teor calorico e concentracGes
elevadas de gordura e/ou de carboidrato. Embora ratos modificados geneticamente, como a
linhagem Zucker, sejam utilizados amplamente, ainda ndo é perfeitamente estabelecida qual € a
contribuicéo relativa da genética versus meio ambiente no aumento do peso corporal e outras
comorbidades associadas & SM. Em humanos, o uso de genética demonstrou que apenas um

namero relativamente pequeno de individuos tem mutacdo parcial ou completa no gene da



Discussao | 104

leptina, também conhecida como hormonio da saciedade, ou em seu receptor (SPEAKMAN;
HAMBLY; MITCHELL; KROL, 2008). J4 os modelos de distirbios metabolicos, induzidos por
dieta, ttm consideravel capacidade de mimetizarem os eventos vistos em humanos (Nilsson,
Raun et al. 2012), incluindo o lento e progressivo ganho de peso, alteracdes do metabolismo
lipidico e o desenvolvimento secundario da resisténcia a insulina (ALWAHSH; DWYER,;
FORBES; VAN THIEL et al., 2017)Kleinert, Clemmensen et al. 2018)(MARQUES;
MEIRELES; NORBERTO; LEITE et al., 2016).

No presente estudo, a SM foi induzida por dieta hipercaldrica com alta concentragdo de
gordura, com composi¢do semelhante as utilizadas em estudos prévios (ALWAHSH; DWYER;
FORBES; VAN THIEL et al., 2017; ANTUNES; ELKFURY; JORNADA; FOLETTO et al.,
2016; CHENG; TON; TAN; ABDUL KADIR, 2017; MARQUES; MEIRELES; NORBERTO;
LEITE et al., 2016; WANG; TANG; ZHANG; ZHAO et al., 2015). De fato, todos os animais
alimentados com dieta hipercalorica apresentaram alteracdes, quando comparados aos animais
normosistémicos, em pelo menos trés parametros: IMC, peso, circunferéncia abdominal, perfil
lipidico (colesterol total, HDL, LDL e &cidos graxos), glicemia, teste de tolerancia a glicose,
insulina, HOMA-IR e/ou afericdo de presséo arterial, sendo compativeis com o diagnéstico da
SM. Esses dados corroboram com estudos anteriores (CHENG; TON; TAN; ABDUL KADIR,
2017; JOHN; MOUATT; MAJZOUB; THOMAS et al., 2019; MARQUES; MEIRELES;
NORBERTO; LEITE et al.,, 2016; VIRTO; CANO; JIMENEZ-ORTEGA; FERNANDEZ-
MATEOQOS et al., 2018).

O modelo experimental de DP utilizado, por meio de colocacao de ligadura ao redor de
molares de ratos, também ja foi amplamente caracterizado em estudos anteriores. A presenca
persistente de microorganismos ao redor do fio de seda levam a destruicdo de tecido conjuntivo
e perda 6ssea correspondendo aos estagios iniciais de periodontite (DE MOLON; PARK; JIN;
SUGAI et al., 2018; OLIVEIRA, L. F. F.; SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H. F.; FURLANETO,
F. A. C. et al,, 2017; RICOLDI; FURLANETO; OLIVEIRA; TEIXEIRA et al., 2017; WU,
TAYA; KURAJI; ITO et al., 2020). No presente estudo os animais dos grupos DP, DPP, SMDP
e SMDPP apresentaram perda 6ssea significativa quando comparados aos animais dos grupos C

e SM, assim como aumento de PO (p<0,05).

Ao analisar os dados obtidos por meio da micro-CT, € notorio que 0s animais com SM
e DP experimentais, independente da administrag&o ou ndo de PROB (Grupos SMDP e SMDPP),

apresentaram maior severidade de DP quando comparados aos animais normosistémicos (DP e
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DPP). De fato, existem vérias evidéncias epidemioldgicas que suportam a relagdo entre SM e DP
(JEPSEN; SUVAN; DESCHNER, 2020). Em uma recente metanalise, foi sugerido que
individuos com SM tem 38% mais chances de ter DP (DAUDT; MUSSKOPF; MENDEZ;
REMONTI et al., 2018). Embora os mecanismos que expliqguem como essas condi¢des podem
afetar negativamente uma a outra ainda ndo sejam bem esclarecidos, um elo plausivel entre a SM
e a DP é o constante estado pro-inflamatdrio que as originam (SRIVASTAVA,; SRIVASTAVA,;
VERMA; GAUTAM, 2019). Realmente, na analise imunoenzimatica do presente estudo, o grupo
SMDP apresentou menor concentracdo de TGF-B quando comparado ao grupo DP, assim como
maior taxa na razdo RANK-L/OPG. A razdo RANK-L/OPG ¢é um parametro que reflete a
atividade ou estabilidade da DP. Quando as concentragdes de RANK-L superam as
concentracdes de OPG, nota-se progressdo da perda 6ssea. Por outro lado, quando os valores de
RANK-L estdo iguais ou inferiores aos de OPG € aceito que ha uma certa estabilidade no
processo de perda Ossea decorrente da DP. Algumas revisbes de literatura (MENEZES;
GARLET; LETRA; BRAMANTE et al., 2008; POLAK; SHAPIRA, 2018) mostraram que
diversos estudos clinicos e pré-clinicos encontraram niveis gengivais elevados da taxa RANK-
L/OPG na presenca de diabetes mal controlada, uma comorbidade da SM, o que poderia agravar
a perda éssea na presenca de DP. J4 0 TGF-B ¢ um fator de crescimento tecidual que participa
ativamente no processo de cicatrizagdo e manutencdo da homeostase tecidual (GIBERTONI;
SOMMER; ESQUISATTO; AMARAL et al., 2017; LAL; SAITO; PAPPAS; PADBERG et al.,
2003; TANG; KHAN; ANDREANA; ARANY, 2017). Estudos relatam que anormalidades na
via de sinalizagdo do TGF-f conduzem a diversas patologias, como hipertensdo, hiperlipidemia
e aterosclerose, comorbidades da SM (LIN; KUO; LIU; YANG et al.,, 2017; TOMA,
MCCAFFREY, 2012; ZENG; DANG; SCHUNKERT, 2016). Os niveis de TGF-p também estdo
envolvidos no monitoramento da resposta ao tratamento periodontal (LIN; KUO; LIU; YANG
etal., 2017).

Outro mecanismo proposto para explicar a associacao entre SM e DP é 0 EO. A DP esta
associada a reducdo da capacidade antioxidante e aumento do dano oxidativo nos tecidos
periodontais (CHEN; CAI; ZHAO; SHI et al.,, 2019; GHARBI; HAMILA; BOUGUEZZI;
DANDANA et al., 2019). O EO, resultado do desequilibrio persistente entre a produgdo de
espécies moleculares altamente reativas e de antioxidantes, induz inflamacdo e é considerado um
fator de risco comum para doencas inflamatdrias, como a resisténcia a insulina, DM tipo 2,
doencas cardiovasculares e SM (CARRIER, 2017; CERIELLO, A.; MOTZ, E., 2004). O EO,

alem de promover a progressdo fisiopatolégica da doenca periodontal (CHAPPLE;
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MATTHEWS, 2007), aumenta a liberacdo de mediadores inflamatérios do hospedeiro e
desencadeia respostas inflamatdrias locais e sistémicas (EBERSOLE; CAPPELLI, 2000). No
presente estudo, os animais dos grupos DP e DPP apresentaram niveis reduzidos de CAT quando
comparados ao grupo C (p<0,05). Quando a DP foi associada a SM, houve reducéo significativa
em comparacgdo aos animais apenas com SM (p<0,05). A CAT é uma enzima capaz de converter
0 peroxido de hidrogénio resultante do EO em agua e oxigénio (KATTOOR; POTHINENI;
PALAGIRI; MEHTA, 2017). De fato, a atividade de CAT parece estar inversamente relacionada
com a DP (Trivedi et al., 2014). A atividade de CAT foi analisada em tecido gengival humano e
se mostrou reduzida com o aumento da profundidade da bolsa periodontal (Ellis et al., 1998) e
outros parametros clinicos compativeis com DP (Trivedi et al., 2014). Varios estudos indicam
que mudancas na atividade enzimas antioxidantes na DP estdo relacionadas a condigdes
sistémicas (Akalin et al., 2009; Tongug et al., 2011; Duarte et al., 2012; Trivedi et al., 2014). Em
humanos, a analise de atividade de CAT e outros importantes antioxidantes em saliva e plasma
se mostrou superior em pacientes sistemicamente saudaveis e sem DP quando comparados a
individuos portadores de periodontite e/ou DM. No presente estudo, valores reduzidos de CAT

foram observados nos animais dos grupos DP, DPP e SMDP.

Ainda sobre EO, os valores de MPO no presente estudo foram significativamente
superiores nos grupos DP e SM guando comparados ao grupo C (p< 0,05). A MPO é uma
enzima heme-peroxidase responsavel pela atividade antimicrobiana contra microorganismos e
esta relacionada com o aumento do EO e diminui¢do dos niveis de atividade da CAT (DA
FONSECA; NUNES-SOUZA; GUEDES GDA; SCHETTINO-SILVA et al., 2014; GARAI;
RIOS-GONZALEZ; FURTMULLER; FUKUTO et al., 2017). Apesar de seus efeitos benéficos
relacionados a sua acdo protetora mediada por leucécitos contra patdgenos, a atividade
excessiva de MPO pode implicar em dano tecidual por meio da producdo de agentes oxidantes
(Davies, 2011), estando envolvida em condicBes inflamatdrias cronicas (Galijasevic et al.
2003), como a aterosclerose e doenga arterial coronariana (Baldus et al. 2006). Ela também
parece estar envolvida na SM e suas comorbidades (DA FONSECA; NUNES-SOUZA,
GUEDES GDA; SCHETTINO-SILVA et al., 2014). Esses achados podem explicar 0s niveis
elevados dessa enzima nos animais dos grupos DP e SM. Os dados do presente estudo sugerem
que o consume de PROB pode promover uma reducdo da MPO. Embora, diferengas
significativas ndo tenham sido observadas, uma tendéncia de menores valores de MPO foi
observada nas comparacgdes dos grupos DPP e DP, SMP e SM; e SMDPP e SMDP. Embora

esse seja o primeiro estudo a avaliar o efeito de B. lactis HNO19 na atividade de MPO em ratos
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com SM e DP, outros estudos também ja demonstraram reducgéo da atividade de MPO ap6s a
administracdo de PROB em diferentes situacdes, como em pacientes com colite ulcerative
(HEGAZY; EL-BEDEWY, 2010), em ratos com disbiose intestinal (ROY SARKAR; MITRA
MAZUMDER; BANERJEE, 2020) e em ratos com ansiedade/depressdo (JANG; LEE; KIM,
2019). E importante ressaltar que esses dados devem ser interpretados com cautela e ndo podem
ser considerados isoladamente, uma vez que o EO é resultado do desequilibrio de uma cascata
de reacgdes, sendo influenciado pela atividade de diversas enzimas e produtos, ndo apenas pela
CAT e MPO.

E interessante observar também que, no presente estudo, os animais do grupo DP, ndo
submetidos a inducdo de SM, apresentaram aumento significativo na afericdo de pressdo arterial
sistélica quando comparados aqueles do grupo C (p<0,05). Uma recente meta-analise
demonstrou que, de fato, a DP esta associada a niveis mais elevados de pressdo arterial sistolica
e diastolica, sendo esse risco equivalente a 49% para aqueles com periodontite severa (MUNOZ
AGUILERA; SUVAN; BUTI; CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2020). Os autores ainda
destacaram que 0 manejo da DP pode ser de extrema relevancia em pacientes com hipertenséo,
dada a importancia da relacéo entre essas duas condicdes (MUNOZ AGUILERA; SUVAN;
BUTI; CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2020). Uma das hipGteses propostas para explicar a
associacdo entre DP e hipertensdo arterial é o estado inflamatdrio persistente nessas duas
condicBes. Ja foi demonstrado que pacientes com hipertensdo e DP, além do aumento de
citocinas pro-inflamatdrias, apresentam atividade aumentada de MPO (TURKOGLU; BAR1S;
TERVAHARTIALA; SENARSLAN et al., 2014). Entre as citocinas pro-inflamatorias, o TNF-
0, por exemplo, pode afetar a fungdo endotelial (MUNOZ AGUILERA; SUVAN; BUTI;
CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2020). No presente estudo, os animais do grupo DP
apresentaram niveis elevados de IL-10, IL-1B, IL-6, MCP-1, MPO e TNF-a, quando comparado

ao grupo C.

No presente estudo, verificou-se que o uso de B. lactis HN019 levou a menor progressao
da DP, o que foi evidenciado pelos menores indices de NOA e PO, assim como maiores indices
de VO, quando os grupos tratados (DPP e SMDPP) e néo tratados com PROB (DP e SMDP)
foram comparados. Esses resultados tambem foram encontrados em outros estudos pré-clinicos
deste grupo de pesquisa utilizando a mesma cepa probidtica, administrada via local ou
sistemicamente (CARDOSO; MESSORA,; SILVA; OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA, L. F.;
SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H.; FURLANETO, F. A. etal., 2017; RICOLDI; FURLANETO;
OLIVEIRA; TEIXEIRA et al., 2017). Invernici et al. (2018) relataram os beneficios de B. lactis
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HNO19 como terapia adjuvante no tratamento ndo cirargico da DP em individuos com
periodontite generalizada. Os individuos tratados com RAR e PROB apresentaram diminuicao
na profundidade da sondagem e ganho clinico de insercdo significativamente maiores do que
aqueles tratados apenas com RAR (INVERNICI; SALVADOR; SILVA; SOARES; CASARIN;
PALIOTO; SOUZA et al., 2018). A plausibilidade do uso de probioticos na promocdo de saude
periodontal é baseada na sua capacidade de inibir periodontopatdgenos (por meio de competicdo
e/ou producdo de bacteriocinas, acido latico e peroxido de hidrogénio), além de seu efeito
imunomodulador (SEMINARIO-AMEZ; LOPEZ-LOPEZ; ESTRUGO-DEVESA; AYUSO-
MONTERO et al., 2017). J& foi demonstrado em testes in vitro que essa cepa apresentou
potencial antimicrobiano contra importantes periodontopatdgenos (P. gingivalis, P. intermedia,
F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans) (INVERNICI; FURLANETO; SALVADOR,;
OUWEHAND et al., 2020). Além disso, B. lactis é capaz de aderir a biofilmes subgengivais
contendo P. gingivalis, Actinomyces naeslundii e F. nucleatum (JASBERG; SODERLING;
ENDO; BEIGHTON et al., 2016) e pode, consequentemente, alterar a qualidade e quantidade do
biofilme bucal (KURU; LALEMAN; YALN1ZOGLU; KURU et al., 2017) ao reduzir o nimero
de sitios de ligacdo disponiveis para outras bactérias (INVERNICI; FURLANETO;
SALVADOR; OUWEHAND et al., 2020). Estudos in vivo também ja demonstraram reducéo
significativa de periodontopatégenos dos complexos microbianos laranja e vermelho
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1992) no biofilme bucal quando B. lactis HN019 foi administrado
(INVERNICI; SALVADOR; SILVA; SOARES; CASARIN; PALIOTO; SOUZA et al., 2018;
OLIVEIRA, L. F.; SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H.; FURLANETO, F. A. et al,, 2017). A
terapia probidtica parece ser uma potencial alternativa ao uso de antimicrobianos sistémicos
como terapia adjuvante no tratamento ndo cirurgico da DP. A prevaléncia crescente de resisténcia
a antibidticos, assim como outros efeitos colaterais decorrentes do seu uso (ELIAS; MOJA;
MERTZ; LOEB et al., 2017), como diarreia, nausea e cefal€ia, de fato,sdo fatores que justificam
a busca pelo desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas antimicrobianas para tratar
doencas bucais relacionadas ao biofilme. Essas estratégias devem, idealmente, reduzir os niveis
de biofilme sem afetar o equilibrio bioldgico geral da cavidade bucal (ALLAKER; DOUGLAS,
2009).

Em relagéo aos efeitos imunomoduladores de PROB, foi observado, no presente estudo,
que os animais dos grupos SMDPP e DPP apresentaram concentracfes significativamente
menores de IL-1 quando comparados aos grupos SMDP e DP, respectivamente. A IL-1[ esta

envolvida na resposta imune do tipo Thl ou imunidade mediada por células, sendo capaz de
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estimular a osteoclatogénese. Alguns estudos demonstraram que os niveis de IL-1p sao reduzidos
apos a implementacdo da RAR e/ou terapia probiotica (INCE; GURSOY; IPCI; CAKAR et al.,
2015; INVERNICI; SALVADOR; SILVA; SOARES; CASARIN; PALIOTO; SOUZA et al.,
2018; KURU; LALEMAN; YALN1ZOGLU; KURU et al., 2017). Do mesmo modo, 0 grupo
DPP apresentou niveis significativamente menores de IL-6 quando comparado ao grupo DP.
Estudos com outras cepas probiéticas corroboram esse achado (ERCAN; OLGUN; KISA;
YALIM, 2020; SHIN; BAEK; LEE, 2018). A IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria do sistema
imune inato, uma das primeiras a serem apresentadas nas vias de patogénese da DP, sendo
responsavel pela migracdo de células inflamatorias e osteoclastogénese (CEKICI; KANTARCI,
HASTURK; VAN DYKE, 2014). Os grupos tratados com PROB (DPP e SMDPP) apresentaram
perfis de citocinas diretamente envolvidas no metabolismo 6sseo (TNF-a, OPG e RANK-L)
diferentes daqueles ndo tratados com PROB (DP e SMDP), corroborando os achados de estudos
prévios (Oliveira et al., 2017; Cardoso et al., 2020). O grupo DPP apresentou uma reducdo
significativa de TNF-a e aumento de OPG quando comparado com o grupo DP. O grupo SMDPP
apresentou menor razdo RANK-L/OPG quando comparado ao grupo SMDP (p<0,05). O TNF-a.
estimula a reabsorcdo dssea e os fibroblastos a produzirem colagenase (BERTOLINI; NEDWIN;
BRINGMAN; SMITH et al., 1986; MEIKLE; ATKINSON; WARD; MURPHY et al., 1989).
Essa citocina aumenta a apoptose de células produtoras de matriz, limitando a capacidade de
reparo dos tecidos periodontais (ALIKHANI; ALIKHANI; BOYD; MACLELLAN et al., 2007;
GRAVES; OSKOUI; VOLEIJNIKOVA; NAGUIB et al., 2001; HOCK; KRISHNAN; ONYIA,;
BIDWELL et al., 2001). OPG e sua relacdo com RANK-L desempenham papel fundamental no
equilibrio entre formacdo e reabsorcdo Gssea e estdo intimamente relacionadas com a DP
(CEKICI; KANTARCI; HASTURK; VAN DYKE, 2014).

Embora estudos anteriores ja tenham demonstrado o impacto de B. lactis sobre citocinas
pré e anti-inflamatorias e seus beneficios na atividade linfocitaria e capacidade fagocitica de
células mononucleares (CARDOSO; MESSORA; SILVA; OLIVEIRA et al., 2020;
INVERNICI; FURLANETO; SALVADOR; OUWEHAND et al., 2020; MENG; BA; LEE;
PENG et al., 2017; OLIVEIRA, L. F. F.; SALVADOR, S. L.; SILVA, P. H. F.; FURLANETO,
F. A. C. et al,, 2017; RICOLDI; FURLANETO; OLIVEIRA; TEIXEIRA et al., 2017), é
importante ressaltar que as interpretacdes dos resultados obtidos ndo podem considerar os efeitos
isolados das citocinas investigadas, mas sim as possiveis acdes sinergéticas das mesmas, sejam
elas ja conhecidas ou ndo, no processo inflamatorio periodontal associadas aos desfechos

microtomograficos observados. Além disso, ndo se pode concluir com o presente estudo se as
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alteragOes observadas no perfil de citocinas dos tecidos periodontais foram decorrentes de uma
acdo local da terapia probidtica, se foi consequéncia da mudanca de pardmetros microbioldgicos
ou se foi decorrente da acdo sistémica do PROB, sobretudo no ambiente intestinal dos animais.
Além dos efeitos locais na DP, cepas probioticas podem beneficiar a microbiota intestinal com
diferentes mecanismos de acgdo, entre eles: modulagdo imune do hospedeiro, producdo de
produtos antimicrobianos, competicéo por sitios de ligagdo com patégenos e aumento na fungéo
da barreira epitelial intestinal (BAGAROLLI; TOBAR; OLIVEIRA; ARAUJO et al., 2017;
BORDALO TONUCCI; DOS SANTOS; DE LUCES FORTES FERREIRA; RIBEIRO et al.,
2017; KIM; GUEVARRA; KIM; KWON et al., 2019; MIGLIORANZA SCAVUZZI;
MIGLIORANZA; HENRIQUE; PITELLI PAROSCHI et al., 2015; WANG; TANG; ZHANG,;
ZHAO et al., 2015). Gatej et al. (2018) investigaram o papel de L. rhamnosus na perda 6ssea
alveolar e inflamacdo local e sistémica em camundongos com DP. Os autores demonstraram que
a administracdo probidtica previamente a indugdo da DP via gavagem oral ou via inoculagéo oral
reduziu significativamente a perda dssea alveolar e a inflamacao gengival, evidenciando assim a
acdo de PROB em ambas as vias: local e sistétmica (GATEJ; MARINO; BRIGHT;
FITZSIMMONS et al., 2018)

Tem sido sugerido na literatura que a microbiota oral dishiotica, presente na DP, pode
impactar a microbiota intestinal, favorecendo o desenvolvimento ou agravamento de doenca
sistémicas (ARIMATSU; YAMADA; MIYAZAWA; MINAGAWA et al., 2014; LOURENcO;
SPENCER; ALM; COLOMBO, 2018). Um dos mecanismos propostos € que ulceracdo do
epitélio do sulco, presente na bolsa periodontal, serve como porta de entrada para translocacédo
bacteriana por via sanguinea, bem como de mediadores da resposta inflamatéria local para
diferentes 6rgdos do corpo humano (HAJISHENGALLIS, 2015). Messora et al. (2013)
demonstraram que a DP modificar a morfologia intestinal de ratos. Na via inversa, uma
microbiota intestinal disbidtica também pode promover uma resposta imuno-inflamatéria
sistémica que, por sua vez, contribuird para o desequilibrio da microbiota oral (LOURENcO;
SPENCER; ALM; COLOMBO, 2018). Essas hipdteses evidenciam a complexa relacdo entre
esses dois ecossistemas no eixo boca-intestino e podem explicar a maior severidade da DP nos
animais portadores de SM. Futuros estudos correlacionando dados microbioldgicos do biofilme
bucal e da microbiota intestinal sdo fundamentais para melhor elucidar os mecanismos
envolvidos no uso de probi6ticos para o tratamento ou prevencao de DP, assim como sua relacéo

com outras condicdes sistémicas.
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Estudos em humanos e outros mamiferos tém relacionado o microbioma intestinal a
uma variedade de processos fisiologicos que sdo vitais para a saude do hospedeiro, incluindo
homeostase energética, metabolismo, saude epitelial intestinal, atividade imunoldgica e, até
mesmo, desenvolvimento neurocomportamental (BARKO; MCMICHAEL; SWANSON;
WILLIAMS, 2018). A disbiose da microbiota pode levar a uma alteragcdo da permeabilidade
intestinal, permitindo a translocacdo de bactérias e seus componentes, como 0S
lipopolissacarideos (LPS) e endotoxinas que, quando em contato com o sistema imunolégico
submucoso, induzem inflamacéo e prejudicam a sinalizacdo em tecidos metabolicamente ativos
(Stenman et al, 2016). AlteracOes na diversidade da microbiota intestinal, como o aumento de
Firmicutes e a redugdo de Bacteroidetes estdo relacionadas a um aumento na permeabilidade
intestinal, a um estado pro-inflamatorio e a diversas patogenias como DM, resisténcia a insulina,
obesidade e SM (CANI, P. D.; AMAR, J.; IGLESIAS, M. A.; POGGI, M. et al., 2007; CANI;
DELZENNE, 2009; LEY; BACKHED; TURNBAUGH; LOZUPONE et al., 2005;
MIGLIORANZA SCAVUZZI; MIGLIORANZA; HENRIQUE; PITELLI PAROSCHI et al.,
2015). No presente estudo, a analise de gRT-PCR das fezes dos animais demonstrou que o grupo
SM apresentou tendéncia de aumento da razdo Firmicutes/Bacteroidetes ao longo do
experimento quando comparado ao grupo C (p=0,0993). O grupo DP também apresentou
aumento de Firmicutes quando comparado ao grupo CP (p < 0,05) e tendéncia de aumento
quando comparado ao grupo C (p = 0,0892). Também foi possivel detectar aumento de
Firmicutes quando o grupo SMDP foi comparado ao grupo SMP (p < 0,05). Em relacdo a
Bifidobacterium e Lactobacilus, o grupo SM apresentou maior reducdo desses géneros
bacterianos, ao longo do experimento, quando comparado ao grupo C (p < 0,05). Ja foi relatado
que Bifidobacterium e Lactobacilus estdo presentes em maiores propor¢cdes em humanos e
mamiferos durante o periodo de amamentacdo e nos primeiros anos de vida, sendo considerados
fundamentais no desenvolvimento do sistema imune e metabolismo do hospedeiro (BARKO;
MCMICHAEL; SWANSON; WILLIAMS, 2018; SANCHEZ; DELGADO; BLANCO-
MIGUEZ; LOURENCO et al., 2017). Os dados microbioldgicos do presente estudo reforcam a
hipotese de que o eixo boca-intestino pode estar envolvido no processo de satde e doenca do
hospedeiro e na associagdo de condigdes como a SM e a DP, uma vez que mudancgas no perfil

microbiologico intestinal parecem ter ocorrido nos ratos portadores dessas condicoes.

Em relacdo aos efeitos de PROB no ambiente intestinal, observou-se que: i) O grupo
DPP apresentou reducdo de Firmicutes ao longo do experimento, enquanto o grupo DP

apresentou aumento ao longo do experimento, com diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05);
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i) O grupo SMDPP apresentou reducdo de Firmicutes ao longo do experimento, enquanto o
grupo SMDP apresentou aumento ao longo do experimento, com tendencia de diferenca entre os
grupos (p<0,0591); iii) O grupo SMDPP apresentou menor reducéo de Bacteroidetes que o grupo
SMDP (p<0,05) ao longo do experimento e iv) O grupo SMP apresentou aumento de
Bacteroidetes ao longo do experimento, enquanto o grupo SM apresentou reducgéo, havendo
diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05) e v) PROB néo alterou de forma significativa a
quantidade de Bifidobacterium e Lactobacillus. Embora ja tenha sido demonstrado que a terapia
probidtica pode causar alteracfes na composicdo da microbiota intestinal, associadas ou nao a
alteracBes metabolicas (LARSEN; VOGENSEN; VAN DEN BERG; NIELSEN et al., 2010;
PLAZA-DIAZ; FERNANDEZ-CABALLERO; CHUECA; GARCIA et al., 2015; VEIGA,
PONS; AGRAWAL; OOZEER et al., 2014), os estudos sdo controversos. Em uma populagéo
idosa, o consumo de queijo probidtico contendo duas cepas de Lactobacillus ndo modificou
significativamente os niveis dos principais grupos microbianos, como Bifidobacterium e
Bacteroidetes (LAHTINEN; FORSSTEN; AAKKO; GRANLUND et al., 2012). Da mesma
forma, em um outro estudo conduzido em gémeas monozigotica (MCNULTY; YATSUNENKO;
HSIAO; FAITH et al., 2011), ndo foram observadas alteracbes na composicdo das espécies
microbianas intestinais ap6s o consumo de leite fermentando contendo B. lactis CNCM 1-2494.
Entretanto, os autores detectaram mudancas significativas no metatranscriptoma das amostras de
fezes durante o periodo de consumo de PROB (MCNULTY; YATSUNENKO; HSIAO; FAITH
et al., 2011). Esse achado ressaltado a importancia de se investigar ndo apenas alteracdes
quantitativas da microbiota intestinal, mas também as possiveis alteracdes qualitativas
promovidas pela terapia probidtica (SANCHEZ-MUNIZ;, MACHO-GONZALEZ,
GARCIMARTIN; SANTOS-LOPEZ et al., 2019). Nesse contexto, diversos mecanismos de acéo
sdo propostos para explicar a atuacdo de PROB na modulacdo da microbiota intestinal, o que
ndo implica necessariamente na mudanca de composicdo ou da quantidade de espécies
bacterianas: i) 0 aumento da funcdo da barreira epitelial intestinal; ii) producdo de produtos
antimicrobianos; iii) competicéo por sitios de ligagdo com potenciais patdgenos; iv) interferéncia
na sinalizacdo de Quorum Sensing e, portanto, na eficiéncia da colonizagdo e formacdo do
biofilme; v) modulacdo imune através da inibi¢do de citocinas pro-inflamatorias; iv) alteragdo do
metabolismo da microbiota por meio da presenca e producdo de substancias por cepas
probidticas, que influenciam o comportamento metabdlico e consequente producdo de demais
substancias por bactérias comensais, relagio conhecida como “cross-feeding” (SANCHEZ;

DELGADO; BLANCO-MIGUEZ; LOURENCO et al., 2017).
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No que se refere aos efeitos microbiologicos de PROB no ambiente intestinal, é
importante também destacar a sensibilidade decorrente dos métodos de processamento das fezes
para os resultados obtidose a importancia do perfil microbioldgico e imunologico do hospedeiro
pré-terapia. Alguns trabalhos identificaram diferentes perfis de resposta microbiana ao uso de
probioticos, sugerindo uma classificacdo dos individuos em “permissivos” ou “resistentes” a
terapia probiotica. Individuos classificados como “permissivos” foram aqueles nos quais as
estirpes probidticas se incorporaram a microbiota e puderam ser detectadas semanas apds a
interrupcao do uso. Ja aqueles que apresentaram um perfil considerado “resistente” nao foram
colonizados pelas espécies probiéticas e, portanto, cessado o uso de PROB o seu efeito
desapareceu (ZMORA; ZILBERMAN-SCHAPIRA; SUEZ; MOR et al., 2018). Os autores
atribuem essa permissividade/ resisténcia a microbiota comensal pré-existente do hospedeiro,
mediada por fatores como idade, dieta, uso de antibioticos, caracteristicas da cepa utilizadae seu
local especifico de colonizagdo (ZHANG; DERRIEN; LEVENEZ; BRAZEILLES et al., 2016;
ZMORA; ZILBERMAN-SCHAPIRA; SUEZ; MOR et al., 2018). De fato, pode ocorrer uma
grande variabilidade na abundancia de espécies probioticas nas fezes durante a fase experimental
de estudos que investigam produtos probidticos (Zhang et al., 2016). Contudo, nem sempre
existem alteracBes no perfil microbiol6gico, mas sim alteracdes na expressao génica da
microbiota, as quais refletem a ocorréncia de uma modulagéo funcional, sem necessariamente
indicar uma alteragdo composicional (MALDONADO-GOMEZ; MARTINEZ; BOTTACINI;
O'CALLAGHAN et al., 2016).Também é importante observar que ja foram relatadas diferencas
significativas entre a composicao da microbiota fecal e da microbiota em diferentes regides do
intestino (ZMORA; ZILBERMAN-SCHAPIRA; SUEZ; MOR et al., 2018). Desse modo, a
analise microbioldgica de amostras de fezes ndo necessariamente pode ser utilizada como um
marcador para os efeitos de microrganismos probiéticos na mucosa do trato gastrointestinal do
hospedeiro e seu microbioma (FULLER, 1991; OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI,
2002).

No presente estudo, os efeitos sistémicos de PROB foram avaliados na anélise de
diversos parametros metabolicos. O grupo SMP apresentou reducgédo significativa de LDL,
triglicerideos e acidos graxos quando comparado ao grupo SM. J& o grupo SMDPP apresentou
reducdo de 23% nos niveis séricos de colesterol total quando comparado ao grupo SMDP. Esses
dados corroboram os resultados estudos anteriores (GAO; ZHU; GAO; LIU et al., 2011; GUO;
LIU; ZHANG; SHEN et al., 2011; KONDO; XIAO; SATOH; ODAMAKI et al., 2010; LUOTO;
KALLIOMAKI; LAITINEN; ISOLAURI, 2010; TAKEMURA; OKUBO; SONOYAMA, 2010)
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e podem ser explicados pela capacidade de algumas cepas probioticas em incorporar colesterol a
sua membrana celular, diminuindo o pool de colesterol intestinal disponivel para absorcéo (GAO;
ZHU; GAQO; LIU et al., 2011; MIGLIORANZA SCAVUZZI; MIGLIORANZA; HENRIQUE;
PITELLI PAROSCHI et al., 2015). E importante destacar ainda que diversos estudos ja
demonstraram o impacto sistémico de cepas probioticas nas comorbidades da SM e isso se deve
principalmente & capacidade dos probioticos de modulacéo da microbiota intestinal e do sistema
imune, além de ser capaz de alterar a permeabilidade da barreira intestinal (MIGLIORANZA
SCAVUZZI; MIGLIORANZA; HENRIQUE; PITELLI PAROSCHI et al., 2015), influenciando

assim todo o metabolismo do hospedeiro.

Vale ressaltar que os efeitos dos probioticos sdo cepa-especificos e dependentes da dose
em que sdo administrados (TEUGHELS; LOOZEN; QUIRYNEN, 2011) e, dessa forma, 0s
dados encontrados no presente estudo ndo podem ser generalizados. Além disso, este trabalho
possui limitacbes inerentes de um estudo experimental em ratos. Mais estudos envolvendo
dosagens, esquemas terapéuticos e vias de administracdo diferentes de B. lactis HNO19, assim
como os efeitos sistémicos da terapia (bacteremia, infec¢des secundarias, modificacdes na
microbiota intestinal) sdo necessarios. Analises do metabolismo da microbiota intestinal, assim
como da microbiota oral, histologia do intestino e analises de outros biomarcadores de EO
também podem ser importantes para melhor esclarecer a influéncia de PROB sobre a SM e DP,

sobretudo quando ambas as condigdes estdo associadas.



/. Conclus&o
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O uso de B. lactis HN019 reduziu a severidade da DP ratos com ou sem SM e modulou
pardmetros imunoinflamatérios nos tecidos periodontais. Além disso, B. lactis HNO19

impactou beneficamente parametros de dislipidemia em ratos com SM.
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