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.ﬂ. Deus,

“Se nada mudar, invente, e quando mudar, entenda.
Se ficar dificil, enfrente, e quando ficar facil, agradeca.
Se a tristeza rondar, alegre-se, e quando ficar alegre, contagie.

E quando recomecar, acredite. Vocé pode tudo.

Tudo consegue pelo amor, e pela fé que vocé tem em Deus!”



2
ﬂ minha esposa Luiza,

Amor, ha tempos quero expressar a minha gratidao e alegria por
estar ao seu lado. Vocé € uma pessoa maravilhosa, grande
companheira, a mulher que eu amo. Passamos por momentos
muito dificeis e vocé demonstrou ser capaz de ultrapassar qualquer
obstaculo que surgir em nossas vidas, isso me enche de orgulho.
Sem vocé nada disso seria possivel e em nenhum momento a vejo

fora do que faco.

“De almas sinceras a unido sincera Nada ha
que impeca: amor ndo é amor Se quando
encontra obstaculos se altera, Ou se vacila ao
minimo temor. Amor é um marco eterno,
dominante, Que encara a tempestade com
bravura; E astro que norteia a vela errante,

Cujo valor se ignora, la na altura.”

(William Shakespeare)



.ﬂos meus filhos Samuel e Alice,

Vocés sao meus maiores presente ja recebidos, encheram minha
vida de alegrias. Com vocés me tornei uma pessoa melhor.
Agradeco a vocés que me mostraram o verdadeiro sentido da vida,

o0 amor incondicional e verdadeiro.

“Nasceu-te um filho. Nao conheceras, jamais, a extrema solidao da
vida.”

(Jorge de Sena)



.ﬂos meus pais Carlos e Iraide,

Pouco me restam palavras para agradecer tudo que fazem por
mim, vocés foram meus primeiros professores, me ensinaram a
andar, falar, atravessar uma rua, enfim me ensinaram o viver.
Agradeco a vocés que nunca em momento algum deixaram de
acreditar em mim, a vocés que sempre estiveram presentes em
todos momentos da minha vida, momentos bons e até mesmo
momentos ruins. Sou o que sou hoje gracas a vocés que me
ensinaram a ser uma pessoa de verdade e me mostraram que a
maior virtude do ser humano é o carater. Podem ter certeza de que
o meu maior espelho sempre foi vocés. Serei eternamente grato a
tudo que vocés sempre fizeram por mim. Muito obrigado meus

pais.

Meu amor por vocés transcende qualquer medida...



.ﬂ.os meus avos Vanildo e Irinéia (in memoriam),

Tamanha € a falta que vocés me fazem. Sempre demonstraram
alegria e amor a cada conquista minha. Sei que vocés sempre
estiveram perto de mim em todas as vezes que senti alegria e
também em momentos de medo e tristeza, vocés sdo meus anjos da

guarda. Muito obrigado vovo e vovo.

A meu avo José (in memoriam),

Palavras me faltam para dizer como foi importante a sua presenca
em minha vida. Vocé foi um grande incentivador. Alguém que
sempre acreditou em mim e me apoiou em todas
as minhas decisdoes. Como vocé faz falta neste momento, para
vibrar mais esta conquista comigo. Mas sinto sua presenca sempre

comigo, torcendo por mim. Muito obrigado por tudo vovoé.



.
ﬂ minha avo Nenis,

Como € grande a importancia que vocé tem em minha vida. O amor
que sinto por vocé € imensuravel, sempre tive de vocé a maior forca

e torcida. Muito obrigado por tudo vovo.

Amo voces...



.ﬂ.os meus irmaos Ana Luiza e Leandro,

A vocés dois agradeco pela verdadeira amizade, amizade essa que
supera até mesmo momentos de discordia, sempre demonstrando
que o laco que temos € o maior de todos: o de sermos irmaos.
Sempre serei grato por tudo que vocés fizeram por mim. Muito

obrigado meus irmaos.

“Ser irmao é ser o qué? Uma presenca a
decifrar mais tarde, com saudade?
Com saudade de qué? De uma pueril vontade de

ser irmao futuro, antigo e sempre?”

(Carlos Drummond de Andrade)



.ﬂ.o meu amigo e orientador Prof. Dr. Michel Reis Messora,

Vocé tem minha sincera gratidao pelo apoio continuo ao meu estudo,
por sua paciéncia, motivacdo e imenso conhecimento.

Meu amigo, vocé sempre esteve ao meu lado, me mantendo
motivado durante esta longa jornada. Suas palavras de incentivo
foram fundamentais para que eu chegasse até aqui.

Muito além de um professor, vocé ocupa um lugar especial em
minha vida, esteve ao meu lado em momentos de muito significado.
Vocé fez parte de decisdes importantes, eu o tive como referéncia

para poder toma-las. Minha admiracao por vocé € enorme.

“Vocé que reconhece o professor de verdade, eu
conheco o mestre da verdade que todo discipulo
sonha acompanhar, ouvir, conhecer, aprender e

amar.”

(Carlos Estrela)
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RESUMO
OLIVEIRA, LFF. Efeitos da administracio sistéemica de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO019 na periodontite experimental em ratos. Estudo histologico,
microtomografico, imunolégico e microbiolégico. 2021. 116f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2021.

Este estudo avaliou os efeitos da administragdo sistémica de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 (HNO19) na periodontite experimental em ratos. 32 ratos foram alocados nos
grupos CS, DPS, CS-HNO019 ¢ DPS-HNO019. No dia 0 do experimento, os animais dos grupos
CS-HNO19 ¢ DPS-HNO19 comegaram a administracao diariamente de B. lactis HNO19 na
agua contendo 1x10° UFC/mL até o final do experimento (28 dias). No dia 14 os animais dos
grupos DPS e DPS-HNO019 receberam as ligaduras de seda ao redor dos primeiros molares
inferiores (PMIs). Todos os animais foram submetidos a eutanésia no dia 28 do experimento.
O tecido gengival, soro sanguineo, hemi-mandibulas e biofilme bucal foram coletados para
avaliagdo dos seguintes pardmetros: 1) microarquitetura Ossea € volume Osseo
(microtomografia computadorizada por transmissao de raios X — micro-CT); i1) niveis do osso
alveolar na area de furca (analise histomorfométrica); iii) microbiota bucal (checkerboard
DNA-DNA hybridization); iv) expressao de citocinas inflamatorias e fatores de transcrigcdo
(analise imunoenzimatica - Multiplex e reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase
reversa em tempo real); iii) padrao de imunomarcagao para beta defensinas (BD), receptores
do tipo 7Toll (TLR) e grupamentos de diferencia¢do (CD) (rea¢des imunohistoquimicas). O
grupo DPS-HNO19 apresentou menor porosidade Ossea, bem como maior volume &sseo
quando comparado ao Grupo DPS (p < 0,05). O Grupo DPS-HNO19 apresentou menor
percentual de espécies semelhantes a F. periodonticum e maior percentual de espécies
semelhantes a A. gereneseriae, A.israelli e S. gordonii quando comparado ao Grupo DPS. Nas
analises de pardmetros imunoinflamatorios, no tecido gengival os resultados mostram valores
aumentados na razao IL-1b/IL-10, IL-1b/IL-4, GROKC/IL-10, RANKL/OPG no Grupo DPS
quando comparado ao grupo DPS-HNO19 (p <0,05). Nas razdes IL-10/TNFa, IL-6/TNFa,
MCSF/TNFa, IL-4/ TNFa, TGFB/TNFa estdo reduzidas no grupo DPS quando comparado ao
Grupo DPS-HNO19 (p <0,05). A razdo IL-4/TNFa se mostrou aumentada no CS-HNO19
quando comparado ao grupo CS (p <0,05). No soro os resultados mostram valores
aumentados na razao IL-1B/IL-4, IL-1B/IL-10 no soro do Grupo DPS quando comparado ao
grupo DPS-HNO19 (p <0,05). O grupo DPS-HNO19 apresentou maior imunomarcagao de
BDs quando comparado ao grupo DPS (p <0,05). Em relacdo TLR e CD ndo houve diferenca
entre os grupos. Os dados histomorfométricos mostram uma menor area sem 0sso (ASOL) no
grupo DPS-HNO019 quando comparado ao grupo DPS (p <0,05). O uso sistémico de B. lactis
HNO19 modifica os parametros imunoinflamatorios € microbiologicos, promovendo um efeito
protetor contra a perda 6ssea alveolar em ratos com periodontite experimental.

Palavras-chave: Resposta do hospedeiro; Periodontite; Ratos; Imunologia, Bifidobacterium.



ABSTRACT



ABSTRACT
OLIVEIRA, LFF. Effects of systemic administration of Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 in experimental periodontitis in rats. Histological, microtomographic,

immunological and microbiological study. 2021. 116f. [thesis]. Sao Paulo: Universidade de
Sao Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto, 2021.

This study evaluated the effects of systemic administration of Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 (HNO19) in experimental periodontitis (DP) in rats. 32 rats were
allocated to groups CS, CS-HNO019, DPS and DPS-HNO19. On day 0 of the experiment, the
animals in the CS-HNO19 and DPS-HNO19 groups received daily administration of B. lactis
HNO19 in water containing 1x10° CFU / mL until the end of the experiment (28 days). On day
14, animals in the DPS and DPS-HNO19 groups received silk ligatures around the lower first
molars (LFM). All animals were euthanized on day 28 of the experiment. Gingival tissue,
blood serum, hemi-mandibles and oral biofilm were collected to assess the following
parameters: 1) bone microarchitecture and bone volume (X-ray transmission computerized
microtomography - micro-CT); 1ii) alveolar bone levels in the furcation area
(histomorphometric analysis); iii) oral microbiota (checkerboard DNA-DNA hybridization);
iv) expression of inflammatory cytokines and transcription factors (immunoenzymatic
analysis - Multiplex and real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction); iii)
immunostaining pattern for beta defensins (BD), Toll-like receptors (TLR) and differentiation
clusters (CD) (immunohistochemical reactions). The DPS-HNO19 group had lower bone
porosity as well as greater bone volume when compared to the DPS group (p < 0.05). The
DPS-HNO19 Group had a lower percentage of species similar to F. periodonticum and a
higher percentage of species similar to A. gereneseriae, A.israelli and S. gordonii when
compared to the DPS Group. In the analysis of immunoinflammatory parameters, in the
gingival tissue, the results show increased values in the ratio IL-1B/IL-10, IL-1B/IL-4,
GROKC/IL-10, RANKL/OPG in the DPS group when compared to the DPS- group HNO19
(p<0.05). In the IL-10/TNFa, IL-6/TNFa, MCSF/TNFa, IL-4/ TNFa, TGFB/TNFa ratios are
reduced in the DPS group when compared to the DPS-HNO19 group (p <0.05). The IL-
4/TNFa ratio was increased in CS-HNO19 when compared to the CS group (p < 0.05). In
serum, the results show increased values in the ratio IL-1B/IL-4, IL-1B/IL-10 in the serum of
the DPS Group when compared to the DPS-HNO19 group (p <0.05). The DPS-HNO19 group
showed higher immunostaining of BDs when compared to the DPS group (p < 0.05). In
relation to TLR and CD there was no difference between groups. Histomorphometric data
show a smaller area without bone (ASOL) in the DPS-HNO19 group when compared to the
DPS group (p < 0.05). The systemic use of B. lactis HN019 modifies immunoinflammatory
and microbiological parameters, promoting a protective effect against alveolar bone loss in
rats with experimental periodontitis.

Key words: Host response; periodontitis; Rats; immunology; Bifidobacterium.
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Figura 20-

Meédias e desvios-padrao da area sem osso (ASO) para os grupos CS, CS-
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diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (ANOVA,
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal ¢ uma condi¢ao altamente prevalente na populagdo mundial e
possui um carater destrutivo dos tecidos de suporte dentirio (DARVEAU, 2010;
KASSEBAUM et al., 2017). De acordo com dados epidemiologicos, a prevaléncia das formas
severas de periodontite praticamente dobrou nos ultimos 25 anos no mundo todo
(KASSEBAUM et al., 2017).

O tratamento da periodontite envolve a terapia “padrdo-ouro” que ¢ a raspagem e
alisamento radicular (RAR). Embora essa terapia seja eficaz em reduzir o nimero de agentes
patogénicos periodontais, ¢ incapaz de obter a sua erradicacdo completa, predispondo
pacientes as recidivas de doencas e a disseminacao bacteriana por via sistémica (MOMBELLI
et al., 2000). Dessa forma, diferentes terapias adjuvantes tém sido propostas, especialmente
protocolos antimicrobianos tém sido utilizados como recurso adjuvante para melhor controle
da doenga (FERES et al., 2015; MOMBELLI et al., 2011; MOMBELLI, 2018).

Considerando as limitagdes da raspagem e alisamento radicular no tratamento da
doenca periodontal (BEREZOW & DARVEAU, 2011), a recolonizagdo de bolsas
periodontais apds realizacdo da RAR (QUIRYNEN et al., 2001), a participacdo de varios
mecanismos referentes ao sistema imune inato e adaptativo do hospedeiro na patogénese da
doenga e os efeitos colaterais decorrentes do uso sistémico de antibioticos (selecao de
bactérias resistentes e desordens gastrintestinais), o uso de probidticos como uma nova
terapia adjuvante para a periodontite tem despertado o interesse da comunidade cientifica
odontolégica, desde que os mesmos podem modular a resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro e modificar o ambiente bacteriano (OLIVEIRA et al. 2017, INVERNICI et al.
2018; INVERNICI et. al 2020).

Nenhum estudo in vivo investigou ainda a administracdo sistémica de
Bifidobacterium animalis lactis HNO19 (B.Lactis) na periodontite em condigdes
normosistémicas e/ou a agdo preventiva desse probidtico. O proposito deste estudo foi avaliar
microbiologicamente, histomorfometricamente, microtomograficamente e imunologicamente
os efeitos da administracdo sistémica de B. lactis HNO19 em ratos com periodontite

experimental.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A cavidade bucal ¢ o segundo maior nicho microbiano apos o trato gastrointestinal,
com mais de 700 espécies bacterianas (DIAZ et al., 2016). Em individuos periodontalmente
saudaveis, populagdes microbianas coexistem em equilibrio com o hospedeiro. A mudanca
nesse equilibrio esta ligada ao desenvolvimento da periodontite (DIAZ et al., 2016; GRAVES
et al., 2019). A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria cronica, que em casos severos, pode
levar a perda dentaria (GRAVES et al., 2000). Entre as doengas bucais, a doenca periodontal
ainda ¢ a condicdo mais prevalente na populagdo mundial (DARVEAU et al., 2010;
KASSEBAUM et al., 2017). A prevaléncia das formas severas de periodontite praticamente
duplicou de 1990 a 2015 no mundo todo (KASSEBAUM et al., 2017). Além disso, a doenca
periodontal ndo afeta apenas a cavidade bucal. A literatura tem demonstrado fortes ligagdes
da doenga periodontal com outras condi¢des inflamatoérias cronicas sist€émicas, como a
sindrome metabolica (DAUDT et al.,, 2018; HAJISHENGALLIS, 2015; LAMSTER &
PAGAN, 2016), diabetes mellitus (MIGUEL & INFANTE et al., 2018), doenca
cardiovascular (LOCKHART et al., 2012; TONETTI & VAN DYKE, 2013) e doenga de
Alzheimer (OLSEN & SINGHRAO, 2015).

De fato, o biofilme bacteriano ¢ o fator etioldogico primério para o inicio da
inflamacao gengival e subsequente destruicao dos tecidos periodontais (SOCRANSKY et al.,
1994). Entretanto, a presenca isolada do biofilme responde por uma pequena proporcao (20%)
de variagdes na expressdo da doenga periodontal (GROSSI et al., 1994). Esse fato ressalta a
importancia da resposta do hospedeiro como um dos principais fatores implicados no
desenvolvimento da destruicao periodontal. Dessa forma, os conceitos atuais demonstram que
a disbiose da microbiota bucal associada a uma resposta imunoinflamatoria desordenada
conduz a destrui¢do dos tecidos periodontais (HAJISHENGALLIS & LAMONT, 2012;
MEYLE & CHAPPLE, 2015). Fatores de risco adquiridos e ambientais (ex.: diabetes
mellitus, fumo e estresse), bem como algumas caracteristicas geneticamente transmitidas (ex.:
polimorfismos génicos para a Interleucina [IL]-1) podem acentuar a resposta inflamatoria
decorrente da agressdo bacteriana e, eventualmente, a suscetibilidade a doenga periodontal
(SALVI & LANG, 2005).

Reconhecendo a importancia da resposta do hospedeiro na patogénese da doenca
periodontal, novas oportunidades de tratamento sdo constantemente investigadas como
ferramentas adjuvantes as terapias mecanicas de controle do biofilme, com foco no controle

da inflamacao. Um dos agentes capazes de promover a modulacao da resposta do hospedeiro
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sdo os anti-inflamatorios nao esteroidais, os quais agem por meio do bloqueio da producao de
prostaglandina E2 (SALVI et al., 1997). Porém, os anti-inflamatdérios nao esteroidais
bloqueiam tanto a enzima ciclooxigenase (COX)-1, expressa constitutivamente, quanto a
enzima COX-2 induzida por inflamag¢ao, ambas responsaveis pela producao de prostaglandina
E2 e com diferentes fungdes fisiologicas (DAY & GRAHAM, 2013). A COX-1, responsavel
pela sintese constitutiva das prostaglandinas, protege o trato gastrointestinal e afeta a
homeostase plaquetaria. Dessa forma, o uso cronico dessas substancias promove
complicagdes, como aumento do sangramento ¢ desordens gastrointestinais. Portanto, o foco
de investigacdes de anti-inflamatorios na Periodontia concentrou-se em inibir apenas COX-2
e poupar COX-1. No entanto, devido a sérios efeitos colaterais indesejados ap6s o uso de
inibidores de COX-2, incluindo um risco aumentado de eventos tromboticos cardiovasculares,
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, esta linha de investigagdo na Periodontia
estagnou-se (BELLO & HOLT, 2014).

Outra area que foi investigada para modulacao da resposta do hospedeiro € a terapia
anti-citocina, a qual tem sido usada na medicina para o controle de muitas condig¢des
inflamatorias cronicas (GOKHALE & PADHYE, 2013). A maioria desses agentes, anticorpos
monoclonais ou proteinas receptoras modificadas, tem como alvo a IL-1 e o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa). Um desses agentes, Etanercepte® (um antagonista do receptor do
TNFa) foi investigado em um modelo animal de periodontite para auxiliar no controle da
inflamacdo, o que resultou em uma reducdo do infiltrado inflamatoério de neutrofilos, dos
niveis de oxido nitrico e da apoptose celular (DI PAOLA et al., 2007). No entanto, uma
revisdo sistematica da literatura relatou evidéncias limitadas para o uso desses agentes no
controle da periodontite (HAN & REYNOLDS, 2012). Um dos principais problemas com a
terapia anti-citocina ¢ que uma redundincia funcional de citocinas pode permitir que o
hospedeiro ative vias alternativas de inflamagdo se apenas uma citocina especifica for alvo de
um agente terapéutico. Esses agentes também estdo implicados no desenvolvimento de
diversos efeitos colaterais (ATZENI F & SARZI-PUTTINI, 2009) e sdo extremamente caros,
limitando, dessa forma, o seu uso como uma ferramenta adjuvante na terapia periodontal
atualmente.

As pesquisas atuais para o tratamento das doengas periodontais concentram-se no
desenvolvimento de terapias alinhadas com os conceitos que consideram essenciais a
existéncia de inflamagdo "sob medida" e microbiota simbidtica como sindnimo de saude
bucal. Portanto, métodos quimicos e mecanicos para controlar a microbiota bucal e modular a

3

resposta do hospedeiro sdo combinados para a obtengdo de resultados mais promissores. E
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importante ressaltar que os patogenos-chave envolvidos na doenca periodontal sdo
microrganismos inflamofilicos, ou seja, sua nutricdo ¢ favorecida pelo processo inflamatorio
presente nos tecidos periodontais. Esse fato refor¢a a teoria que preconiza um controle da
inflamacao para se obter, consequentemente, um controle da infec¢do. Portanto, estratégias
para prevenir e controlar a periodontite devem restaurar a homeostase entre o microbioma e a
resposta do hospedeiro, influenciando a interacdo de células hospedeiras com patégenos-
chave e/ou afetando a resposta imune desencadeada por periodontopatdégenos
(ALBUQUERQUE-SOUZA et al., 2019).

RAR, um método mecanico de controle da doenga, é a terapia de escolha para a
maioria dos clinicos ¢ ¢ amplamente considerada o "padrao-ouro" para o tratamento da
periodontite. Embora a RAR possa reduzir o numero de agentes patogénicos periodontais, ¢
incapaz de obter a sua erradicacdo completa, predispondo pacientes a recidivas de doengas ¢ a
disseminagdo bacteriana por via sistémica (MOMBELLI et al., 2000). Esse fato pode ser
explicado pela habilidade das bactérias periodontopatogénicas para penetrarem € se
instalarem em células epiteliais gengivais, cemento e dentina radicular, escapando assim da
reacdo imunologica do hospedeiro e dos tratamentos mecanicos convencionais (ADRIAENS
et al.,, 1988; TRIBBLE & LAMONT, 2010). A persisténcia de periodontopatégenos no
interior de tecidos moles e duros contribui para a recorréncia da periodontite e para a
destruicao progressiva dos tecidos de suporte dentario (SILVA et al., 2015; GIANNELLI et
al., 2018), o que remete o clinico ao uso de terapias quimicas, como antimicrobianos,
associadas @ RAR, para um tratamento efetivo dos pacientes/sitios ndo responsivos ao
tratamento convencional.

Um produto ja comercialmente disponivel e aprovado para uso clinico pela Food and
Drug Administration (FDA) ¢ o Periostat®, o qual € constituido por baixas doses de
doxiciclina. H4 muito se sabe que as tetraciclinas, além de suas propriedades antibidticas,
podem modular as atividades de metaloproteinases da matriz (MMP) derivadas do
hospedeiro. Estas tltimas participam da patogénese da doenga periodontal promovendo a
destruicdo de coldgeno nos tecidos periodontais (RYAN & GOLUB, 2000). Mais
recentemente, a literatura tem demonstrado resultados promissores decorrentes do uso do
antibiotico macrolideo azitromicina no tratamento da periodontite. E importante destacar que
a azitromicina nao possui apenas efeitos antibacterianos, mas também exerce propriedades
anti-inflamatorias consideraveis (BARTOLD et al., 2013), o que a torna um método quimico
que tem ac¢do nas duas principais vertentes que conduzem a patogénese das doengas

periodontais: microbiota e resposta imunoiflamatoria (HIRSCH et al., 2012). Uma revisao
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sistematica com metanalise concluiu que o uso adjuvante da azitromicina promove efeitos
adicionais na terapia periodontal ndo-cirurgica, reduzindo profundidade de sondagem e
sangramento a sondagem, bem como promovendo maior ganho de inser¢ao clinica em bolsas
profundas (ZHANG et al., 2015). Apesar desses resultados encorajadores, deve-se ter cautela
no uso da azitromicina, uma vez que a mesma pode alterar permanentemente a composi¢ao do
microbioma hospedeiro em outros locais do corpo humano (trata-se de um antibiotico e,
portanto, bactérias patogénicas € comensais sdo atingidas por suas agdes) (RAY &
MURRAY, 2012). Além disso, o uso desse macrolideo tem sido associado a um risco
aumentado de morte em pacientes que apresentam maior susceptibilidade para doencas
cardiovasculares (RAY & MURRAY, 2012). E importante destacar ainda a associagdo entre o
uso de antibidticos e o surgimento de bactérias resistentes. O surgimento mundial de
resisténcia a agentes antibacterianos ¢ um problema crescente que torna urgente a necessidade
de tratamentos alternativos para combater infec¢des bacterianas (HUOVINEN, 2001).

Considerando as limitagdes da RAR no tratamento da doenga periodontal
(BEREZOW & DARVEAU, 2011), a recolonizag¢do de bolsas periodontais apds realizacdo da
RAR (QUIRYNEN et al., 2001), a participagdo de varios mecanismos referentes ao sistema
imune inato e adaptativo do hospedeiro na patogénese da doenga e os efeitos colaterais
decorrentes do uso sist€émico de antibidticos (selecdo de bactérias resistentes e desordens
gastrointestinais), o uso de probidticos como uma nova terapia adjuvante para a periodontite
tem despertado o interesse da comunidade cientifica odontologica, desde que os mesmos
podem modular a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro e modificar o ambiente
bacteriano. Na era pos-genOmica, as novas metodologias de sequenciamento em larga escala,
como metagendmica, transcriptomica, protedmica e metabolomica, estdo permitindo a
identificacdo de genes, RNA, proteinas e metabolitos capazes de auxiliarem na elucidagio dos
mecanismos pelos quais bactérias produtoras de acido latico ajudam a manter a satde
humana, bem como as numerosas fungdes atribuidas a essas espécies.

Os probioticos sao definidos como microrganismos vivos, principalmente bactérias,
seguros para o consumo e capazes de produzirem efeitos benéficos para a satde do
hospedeiro quando ingeridos em quantidades suficientes (HILL et al., 2014). Os
microrganismos probidticos fornecem nutrientes, ajudam o hospedeiro a digerir alimentos,
competem por espaco € nutrientes com patdogenos potenciais e, também, participam da
resposta imunoinflamatéria do hospedeiro, uma vez que podem induzir a secre¢do de

peptideos antimicrobianos ou moléculas anti-inflamatérias por meio de uma interagdo com
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diversas populacdes celulares (VUOTTO et al., 2014; TEITELBAUM & WALKER, 2002;
PATEL & DENNING, 2013).

Os mecanismos de ativagdo da resposta imunitaria da mucosa sdo iniciados por
bactérias comensais. Essas ultimas, em larga escala, podem também aumentar o risco de
inflamacdo. Portanto, a resposta imunoinflamatoéria da mucosa para a microbiota presente
necessita de um mecanismo regulador preciso. Neste contexto, a mucosa desenvolveu
diversos mecanismos reguladores e anti-inflamatorios especializados para eliminar ou tolerar
antigenos nao perigosos, alimentos, aerossois € microrganismos comensais (TLASKALOVA-
HOGENOVA et al., 2004), entre eles: defesa inata fortemente desenvolvida que assegura
funcdo adequada da barreira, existéncia de linfocitos especializados e presenca de receptores
para imunoglobulinas poliméricas (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2004).

As proteinas extracelulares de bactérias probiodticas podem se difundir através da
mucosa e interagir com cé¢lulas epiteliais € imunologicas. Como consequéncia dessa interacao,
um sinal ¢ transmitido ao nucleo celular por meio de diferentes caminhos, envolvendo a ac¢ao
de varias quinases, tais como a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK),
fosfoinositideo 3-quinase (PI-3K) e glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) (HOARAU et al.,
2008). Essas proteinas regulam certas vias e respostas celulares, incluindo a secrecdo de
diferentes moléculas efetoras, como quimiocinas, citocinas e peptideos antibacterianos
(defensinas). Dessa forma, a resposta imunoldgica do hospedeiro pode ser modulada e a
funcdo de barreira do epitélio e da mucosa e pode ser potencializada pelo rearranjo das
jungdes celulares (SANCHEZ et al., 2010). Participam, também, desses mecanismos o0s
receptores de reconhecimento de padrdes ou receptores do tipo Toll (TLR), os quais estdo
presentes em diversas populagdes de células responsaveis pela imunidade inata. Esses
receptores reconhecem padrdes moleculares associados a microrganismos (PAMM). Os
PAMM sdo estruturas comuns conservadas evolutivamente e essenciais para sobrevivéncia
dos microrganismos. Quando hd a interacgdo PAMM-TLR ocorre liberagdo de sinais
intracelulares que culminam na inducao da transcricdo de genes importantes para a ativagao
celular ou a indugdo da fagocitose (KAWAI & AKIRA, 2006; WALKER, 2008).

Os mecanismos exatos pelos quais as bactérias probiodticas promovem seus efeitos
nao sao totalmente compreendidos. Os probiodticos tém a capacidade de atenuar a ativagao do
factor nuclear kappa B (NF-kB), de promover a super expressdao de genes citoprotetores, de
prevenir a apoptose e morte celular, de gerar espécies reativas de oxigénio importantes para a
sinalizagdo celular e de induzir a expressao de proteinas necessarias para a fungdo de barreira

da mucosa (PATEL & DENNING, 2013; BRON et al., 2011). Uma expressao aumentada de
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Z0-2, uma proteina de jungdo celular, tem sido observada apds a administragdo do probiotico
Escherichia coli Nissle 1917 (ZYREK et al., 2007; UKENA et al., 2007).

E importante destacar que a resposta do hospedeiro ¢ dependente da cepa utilizada,
uma vez que a resposta imunologica esta ligada ao tipo de proteina e ao perfil de glicose e
carboidratos  presentes na parede plasmatica bacteriana, ao contetdo de
oligodesoxinucleotideo presente no DNA bacteriano e aos metabdlitos e outras moléculas
produzidas pelo microrganismo probidtico (MORTAZ et al., 2013). De forma geral, acredita-
se que os efeitos benéficos dos probiodticos fundamentam-se, em parte, na capacidade de
regular a producao de citocinas (anti e pro-inflamatorias) e de equilibrar os tipos de respostas
de células T (MORTAZ et al., 2013; CROSS et al., 2004; GHADIMI et al., 2008).

Estudos pré-clinicos validados, tais como o uso de modelos animais com periodontite
experimental, podem proporcionar novos dados importantes sobre a seguranca e eficicia de
probidticos (HOFFMAN et al., 2008), especialmente quando novas cepas estdo sendo
investigadas para o tratamento periodontal. Um microrganismo probiodtico que desempenha
beneficios a saude do hospedeiro no ambiente intestinal pode nao ser considerado um
probidtico no ambiente bucal. Os estudos pré-clinicos realizados até o momento avaliaram os
efeitos de bactérias dos géneros Streptococcus, Bacillus, Lactobacillus e Bifidobacterium,
bem como de leveduras (Sacharomyces cerevisiae), na periodontite experimental.

Teughels et al. (2007), em seu estudo de prova de conceito, demonstraram que a
irrigacdo de bolsas periodontais de cdes com as bactérias Streptococcus sanguinis,
Streptococcus salivarius e Streptococcus mitis logo apés a RAR promoveu um atraso na
recolonizagdo por periodontopatdgenos e reduziu a inflamagao periodontal.

Bactérias do género Bacillus foram avaliadas em 3 estudos utilizando modelos de
periodontite experimental (FOUREAUX et al., 2014; MESSORA et al., 2016; MESSORA et
al., 2013). Esses estudos avaliaram os efeitos dos probiodticos Bacillus subitilis e Bacillus
licheniformis na doenca periodontal induzida por ligadura em ratos. Os animais que
receberam os microrganismos probidticos apresentaram menor perda de inser¢do € menor
perda de osso alveolar quando comparados aos animais que ndo consumiram probioticos. Um
achado interessante desse estudo foi o efeito da periodontite experimental no ambiente
intestinal. Os animais com periodontite experimental e que nao receberam probidticos
apresentaram vilosidades do jejuno encurtadas e danificadas. Nos animais que consumiram
probioticos, essas alteragdes estavam ausentes ou em menor magnitude. Foureaux et al. 2014
demonstraram que B. subitilis e B. licheniformis podem reduzir o nimero de células

inflamatoérias nos tecidos periodontais de ratos com doenga periodontal induzida por ligadura
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e submetidos ao estresse cronico por contengio fisica. E importante ressaltar que o estresse
pode alterar a resisténcia dos tecidos periodontais por mecanismos enddcrinos, resultando,
principalmente, em aumento dos niveis de catecolaminas e corticosteroides, microcirculagao
reduzida na gengiva, reducdo do fluxo salivar e funcionamento anormal de células
inflamatoérias de defesa (neutrofilos e linfocitos), o que facilita a invasao bacteriana e os danos
aos tecidos bucais. Messora et al. 2016 demonstraram que bactérias do género Bacillus podem
ser uma potencial estratégia adjuvante no tratamento ndo cirargico da periodontite. Nesse
estudo, ratos com doenca periodontal induzida por ligadura foram tratados com RAR
associada ou ndo a administra¢do de B. subtilis e B. licheniformis. Os animais que receberam
a terapia mecanica e probiodtica, quando comparados aos animais que receberam apenas a
terapia mecanica, apresentaram menores perda de osso alveolar e de inser¢do conjuntiva, bem
como numero reduzido de células positivas para fosfatase acida tartarato resistente (TRAP) e
menores escores referentes ao padrdo de imunomarcacdo de citocinas pro-inflamatdrias
presentes nos tecidos periodontais.

Maekawa e Hajishengallis (2014) induziram periodontite em camundongos.
Enquanto no grupo teste a doenca foi tratada por meio de administragdes topicas de
Lactobacillus brevis, no grupo controle foi administrada uma solugao placebo. Os animais do
grupo teste apresentaram menor perda 0ssea, menor expressao de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17) nos tecidos gengivais, maior contagem de microrganismos
aerdbios e menor contagem de microrganismos anaerobios quando comparados aqueles do
grupo controle.

Garcia et al. (2016) avaliaram os efeitos da administracdo topica de Sacharomyces
cerevisiae como monoterapia ou como terapia adjuvante a RAR em ratos com doenca
periodontal induzida por ligadura. A doenca periodontal experimental foi induzida por meio
da colocagdo de ligaduras ao redor dos primeiros molares de 72 ratos. Apds 7 dias, as
ligaduras foram removidas e os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: grupo C
(nenhum tratamento foi realizado), grupo SRP (foi realizada RAR), grupo PRO (foi realizada
irrigacdo subgengival com probiodtico) e grupo SRP/PRO (foi realizada RAR e irrigagao
subgengival com probidtico). Os animais foram submetidos a eutandsia aos 7, 15 ou 30 dias.
Foram avaliadas as caracteristicas histologicas dos tecidos periodontais, bem como o nivel de
perda Ossea alveolar, nimero de células TRAP-positivas € padrao de imunomarcagdo para
TNF-a, IL-1p e IL-10. Os autores concluiram que o uso local de probioéticos ndo resultou em

qualquer efeito adverso para os tecidos periodontais. Quando usados como monoterapia ou
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como um recurso adjuvante a RAR, os microrganismos Sacharomyces cerevisiae foram
efetivos para controlar a periodontite em ratos.

Considerando que contagens de espécies de Bifidobacterium no ambiente bucal
podem estar associadas a saude periodontal e ao progresso do tratamento em pacientes com
periodontite (HOJO et al., 2007), OLIVEIRA et al. (2016) investigaram os efeitos da
administracdo topica de Bifidobacterium animalis subsp lactis (B. lactis) HNO19 na
periodontite experimental em ratos. As analises microtomograficas realizadas demonstraram
que os animais com doenga periodontal induzida por ligadura e tratados por meio de
irrigacdes subgengivais com microrganimos probiodticos (grupo teste) apresentaram menores
porosidade 6ssea, separagdo de trabéculas dsseas e perda de insercdo conjuntiva, bem como
maior volume 6sseo que os animais que receberam irrigagcdes subgengivais com uma solucao
sem probiodticos (grupo controle). No grupo teste, as amostras de biofilme coletadas
apresentaram maiores propor¢des de espécies semelhantes a Actinomyces e Streptococcus
(espécies compativeis com saude periodontal), bem como menores proporgdes de espécies
semelhantes a Veillonella parvula, Capnocytophaga sputigena, Eikenella corrodens e
Prevotella intermedia (espécies envolvidas na patogénese da periodontite) quando
comparadas aquelas do grupo controle. As andlises de amostras de biofilme por meio de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também confirmaram a presenga da cepa probiotica
HNO19 nos animais do grupo teste. Considerando o perfil imunoinflamatorio dos animais, o
grupo teste apresentou maior expressao de osteoprotegerina (OPG) e de betadefensinas, bem
como menores niveis de IL-1p e do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa beta
(RANKL) nos tecidos gengivais quando comparado ao grupo controle.

Os estudos clinicos realizados até o momento investigaram os efeitos de probidticos,
principalmente como terapia adjuvante, no tratamento da periodontite, administrados por
meio de pastilhas, comprimidos, enxaguatorios bucais ou solugdes para irrigacdo subgengival.
Em alguns estudos clinicos, foram relatados resultados positivos dos efeitos adjuvantes da
terapia probidtica, administrada por meio de pastilhas ou comprimidos, apos a realizagdo da
raspagem e alisamento radicular no tratamento da doen¢a periodontal (TEUGHELS et al.,
2013; VIVEKANANDA et al., 2010; TEKCE et al., 2015). VIVEKANANDA et al. (2010)
avaliaram os efeitos adjuvantes de Lactobacillus reuteri a RAR em pacientes com
periodontite cronica. Os autores concluiram que o uso de probidticos pode ser recomendado
durante a terapia ndo cirirgica e na fase de manuten¢@o do tratamento periodontal, devido aos
seus efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e inibitdrios na formacdo da placa bacteriana.

Esses resultados foram corroborados por Teughels et al. (2013), os quais demonstraram que o
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uso de L. reuteri, como adjuvante 8 RAR, reduziu o risco de progressao da doenca periodontal
e o percentual de pacientes, dentes e sitios indicados para a terapia periodontal cirargica. Shah
et al. (2013) avaliaram os efeitos do probidtico Lactobacillus brevis e da doxiciclina,
isoladamente ou em associagdo, no tratamento de pacientes com periodontite agressiva. Os
autores concluiram que a terapia com probidticos pode ser uma boa alternativa para o uso de
antibidticos no tratamento dessa condicdo periodontal. Ince et al. (2015) avaliaram os efeitos
clinicos e bioquimicos resultantes do uso da terapia probiotica (L. reuteri) adjuvante a RAR
no tratamento de pacientes com periodontite cronica. A terapia combinada proporcionou
maior reducdo de profundidade de sondagem e maior ganho de insercdo clinica aos 12 meses
pOs operatdrios quando comparada ao uso da RAR isoladamente. Os pacientes tratados com a
terapia combinada também apresentaram menores niveis de MMP-8 e aumento de inibidor de
MMP no fluido crevicular gengival. Tekce et al. (2015) demonstraram que a utilizagdo do
Lactobacillus reuteri adjuvante a RAR pode retardar a recolonizagdo de bolsas periodontais
em pacientes com periodontite cronica.

O uso de microrganismos probidticos em enxaguatorios bucais e em solugdes para
irrigacdo subgengival também proporcionou resultados satisfatérios como terapia adjuvante
no tratamento da periodontite cronica (PENALA et al., 2016; TSUBURA et al., 2009). Penala
et al. (2016) realizaram um estudo clinico controlado envolvendo 32 pacientes com
periodontite cronica. Apos a realizacdo de RAR, os individuos foram aleatoriamente alocados
nos grupos teste ou controle. Os individuos do grupo teste receberam 4 irrigagdes
subgengivais e enxaguatorios bucais com Lactobacillus salivarius e L. reuteri durante 15 dias.
No grupo controle, os individuos receberam irrigacao subgengival e enxaguatdrios bucais sem
probidticos (placebo). O grupo teste, aos 3 meses pds operatorios, apresentou indice de placa,
indice gengival modificado e indice de sangramento significativamente melhores que aqueles
do grupo controle. Considerando as bolsas periodontais moderadas, uma maior reducdo de
profundidade de sondagem foi observada no grupo teste quando comparado ao grupo
controle. Os individuos tratados com probidticos também apresentaram maior redugao
microbioldgica avaliada pelo teste do N-benzoil-DL-argi-nina-2-naftilamida (BANA) quando
comparados aqueles que ndo consumiram probiodticos. Tsubura et al. (2009) avaliaram os
efeitos adjuvantes de enxaguatorios bucais contendo B. subtilis no tratamento da periodontite
cronica. Nesse estudo clinico controlado aleatorizado, os individuos foram tratados com RAR
e fizeram uso de um enxaguatorio contendo ou ndo probidticos do género Bacillus durante 30

dias. Os autores demonstraram que os individuos que fizeram uso da solu¢do contendo
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microrganismos probiodticos apresentaram escores do teste BANA significativamente menores
do que aqueles que fizeram uso da solugdo placebo.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos adjuvantes de bactérias
probioticas do género Bifidobacterium no tratamento nao cirargico da periodontite em um
estudo clinico controlado aleatorizado (INVERNICI et al., 2018). Neste estudo, 41 pacientes
com periodontite generalizada foram tratados com terapia probiotica associada & RAR (Grupo
Teste) ou apenas RAR (Grupo Controle). Os pacientes do Grupo Teste consumiram pastilhas,
2 vezes ao dia, contendo 10° UFC de B. lactis HNO19 durante 4 semanas, iniciando o
consumo logo ap6s o término do tratamento periodontal ndo cirargico. Os pacientes do Grupo
Controle receberam pastilhas placebo (sem probiotico). Foram avaliados parametros clinicos,
microbioldgicos e imunoldgicos no inicio do estudo (baseline), bem como aos 30 e 90 dias
apds o tratamento periodontal ndo cirlrgico. Na avaliagdo dos parametros clinicos
periodontais, o Grupo Teste apresentou menor quantidade de bolsas periodontais moderadas e
profundas que o Grupo Controle, bem como menor quantidade de pacientes apresentando 3
ou mais sitios com profundidade de sondagem maior ou igual a 6 mm ou profundidade de
sondagem igual a 5 mm e sangramento a sondagem positivo, o que denota menos risco de
progressdo da doenga periodontal e menor necessidade de tratamento periodontal adicional
(cirurgias periodontais, por exemplo) nos pacientes tratados com RAR e terapia probidtica.
Enquanto 58% das bolsas do Grupo Teste, diagnosticadas no baseline com valores de
profundidade de sondagem maior ou igual a 7 mm, foram reduzidas para valores de
profundidade de sondagem menor ou igual a 3 mm aos 90 dias, apenas 22,2% das bolsas
profundas do Grupo Controle foram reduzidas dessa forma. Na andlise microbioldgica, o
Grupo Teste apresentou proporcdes significativamente menores de espécies microbianas dos
complexos vermelho e laranja (periodontopatogenos), bem como maiores proporc¢des de
espécies do complexo azul (espécies compativeis com saiude) quando comparado ao Grupo
Controle. Na analise imunologica, o Grupo Teste apresentou menor razao (valores ajustados
ao baseline) de citocinas pro-inflamatérias no fluido crevicular gengival do que o Grupo
Controle. Apenas o Grupo Teste apresentou valores de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria,
significativamente maiores que aqueles do baseline aos 30 dias. Foi observado ainda que o
tecido gengival dos pacientes do Grupo Teste apresentou maiores expressoes de beta
defensina, um peptideo antimicrobiano importante para a prote¢do dos tecidos periodontais,
quando comparado ao Grupo Controle aos 30 dias. Esses achados demonstram a interacao da
bactéria probidtica com os tecidos gengivais dos pacientes tratados, fortalecendo a barreira

epitelial contra as agressdes microbianas para a promog¢ao de um estado imunoinflamatério
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vigilante e compativel com satide (Invernici et al., 2018). Em outro estudo de Invernici et al.
(2020) com trinta pacientes recrutados e divididos em dois grupos: o grupo Teste (RAR +
Probidtico, n = 15) ou Controle (RAR + Placebo, n = 15). O grupo teste apresentou menor
indice de placa (30 dias) e menor sangramento gengival marginal (90 dias) quando comparado
ao grupo controle. Expressdes mais altas de BD-3, TLR4 e CD-4 foram observadas nos
tecidos gengivais no grupo Teste do que no grupo Controle. B. lactis HNO19 reduziu a adesao
de P. gingivalis a células epiteliais orais e apresentou potencial antimicrobiano contra
periodontopatogenos.

Até o presente momento, a maioria dos estudos clinicos investigou os efeitos de
probidticos no tratamento da periodontite (INVERNICI et al., 2018; TINOCO et al., 2019;
AKRAM et al., 2019; TEUGHELS et al., 2013; VIVEKANANDA et al., 2010; SHAH et al.,
2013; INCE et al., 2015; TEKCE et al., 2015; PENALA et al., 2016; TSUBURA et al.,
2009). Seu mecanismo de agao foi avaliado em situacdes de doenca ja instalada. Os potenciais
efeitos preventivos dessa terapia no desenvolvimento de doenga periodontal foram pouco
explorados. Lee et al. 2015, usando um modelo de gengivite experimental proposto por Loe et
al. em 1965, demonstraram que o consumo de L. brevis CD2 antes da interrup¢do dos
procedimentos de higiene bucal diminuiu a formacdo de 6xido nitrico (ON) nos tecidos
gengivais, atrasando o desenvolvimento da gengivite. De fato, a redugdo de ON ¢ capaz de
atenuar o desenvolvimento da gengivite, agindo como um modulador da resposta imunologica
do hospedeiro (Paquette et al., 2006). Um efeito semelhante em termos de modulacdo da
resposta do hospedeiro foi demonstrado por Staab et al., 2009. Os autores avaliaram os efeitos
preventivos de Lactobacillus casei no desenvolvimento da gengivite. Nesse estudo, os
individuos que consumiram o probidtico antes da interrup¢ao dos procedimentos de higiene
bucal (modelo de gengivite experimental) apresentaram, no fluido crevicular gengival,
menores niveis de elastase € de MMP-3, os quais sdo importantes marcadores inflamatdrios
envolvidos na degradacdo dos tecidos periodontais. Yuki et al., 2019 sugeriram que o
consumo regular de leite bovino fermentado com Lactobacillus rhamnosus 18020 pode
reduzir o risco de doenga periodontal em individuos com deficiéncia intelectual, os quais
apresentam dificuldades na adesdo de bons protocolos de higiene bucal. Kuru et al. (2017)
concluiram que o uso iogurte suplementado com probidtico B. lactis DN173010 pode ter um
efeito positivo no acimulo de placa bacteriana e nos parametros inflamatorios gengivais em
individuos que abstiveram-se das praticas de higiene bucal (modelo de gengivite

experimental).
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No que se refere aos efeitos preventivos de probidtico na perda ossea alveolar, ha
uma escassez de estudos pré-clinicos (FOUREAUX et al., 2014; MESSORA et al., 2016;
MESSORA et al., 2013; GATEJ et al 2017; CARDOSO et al., 2020). Messora et al. (2016)
observaram que o consumo prévio de B. subtilis and B. licheniformis minimizou os danos
promovidos pela periodontite induzida experimentalmente em ratos. Animais que
consumiram a terapia probidtica antes da indug@o da periodontite apresentaram volume 6sseo
na regidao de bifurcacdo aproximadamente 50% maior que aqueles de animais ndo tratados
previamente com probioticos. Gatej et al. (2017) investigaram o papel de L. rhamnosus na
perda Ossea alveolar e inflamagdo local e sistémica em camundongos com periodontite
experimental. A doenca periodontal experimental foi induzida por inoculagdo oral com
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum por um periodo de 44 dias. O
probidtico L. rhamnosus foi administrado por inoculagdo oral ou gavagem oral antes e durante
a inducdo da doenca. Os autores observaram que a administracdo probidtica previamente a
inducdo da doenca periodontal via gavagem oral ou via inoculacdo oral reduziu
significativamente a perda Ossea alveolar e a inflamacdo gengival. Cardoso et al. (2020)
avaliaram os efeitos da administracdo sistémica do probiodtico B. lactis HNO19 (HNO19) no
desenvolvimento da periodontite induzida por ligadura em ratos com artrite reumatédide
experimental. Foi observado que administracdo sistémica prévia de B. lactis HNO19
promoveu efeito protetor contra a destruicao do tecido periodontal, diminuindo a perda 6ssea,
modulado mediadores inflamatérios e aumentando a proporc¢do de bactérias compativeis com
a saude periodontal.

Embora a literatura apresente resultados promissores, ¢ importante considerar que os
achados obtidos com probioticos ndo podem ser generalizados (TEUGHELS et al., 2011),
uma vez que eles sdo dependentes da cepa, dosagem, frequéncia e forma de administracao
usadas. Diferentemente dos resultados obtidos em estudos clinicos que utilizaram L. reuteri e
L. brevis (TEUGHELS et al., 2013; VIVEKANANDA et al. 2010; TEKCE et al., 2015), nao
foram observadas vantagens clinicas decorrentes do uso de L. rhamnosus e bactérias do
género Streptococcus como adjuvante & RAR no tratamento de pacientes com periodontite
cronica (LALEMAN et al., 2015; MORALES et al., 2016). A utilizagao de L. casei como
monoterapia também ndo proporcionou beneficios clinicos em individuos com periodontite
cronica generalizada (IMRAN et al., 2015).

Considerando que i) a doenga periodontal possui um carater imunoinflamatdrio
polimicrobiano, ii) as atuais abordagens preventivas/terapéuticas para periodontite deveriam

considerar uma combinacdo de agdes antimicrobiana e anti-inflamatoria, iii) probiodticos
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podem modular a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro e a constituigdo do seu
microbioma, reduzindo o risco de desenvolvimento e gravidade das doengas periodontais, iv)
os efeitos de probidticos sdo cepa-dependentes, v) poucos estudos pré-clinicos avaliaram os
efeitos preventivos de probiodticos na perda de osso alveolar, o objetivo desse estudo foi
avaliar se o consumo prévio do probiodtico B. Lactis HNO19 pode alterar a susceptibilidade do
hospedeiro no desenvolvimento da periodontite. E importante destacar que nenhum estudo
ainda avaliou os efeitos preventivos decorrentes do uso sistémico de B. Lactis HNO19 na
perda de osso alveolar. Essa abordagem investigativa ¢ importante para o estabelecimento de
novas estratégias preventivas para as doencas periodontais, uma vez que a prevaléncia das
formas severas de periodontite praticamente dobrou de 1990 a 2015 no mundo todo
(KASSEBAUM et al., 2017). O nimero de pessoas com condigdes bucais ndo tratadas no
planeta aumentou de 2,5 bilhdes em 1990 para 3,5 bilhdes em 2015, com aumento de 64%
nos indicadores DALYs (disability-adjusted life year). Maiores esforcos e abordagens
potencialmente diferentes sdo necessarias se o objetivo das politicas voltadas para saude bucal
¢ reduzir o nivel de doengas bucais e minimizar seu impacto até¢ 2020 (KASSEBAUM et al.,

2017).



3. Proprosicio
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3. PROPOSICAO
3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administracao sistémica de B. lactis HNO19 na prevencao e

desenvolvimento da periodontite experimental induzida por ligadura em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

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

Lactis HNO19:

Microbiota presente em amostras de placa bacteriana por meio de checkerboard
DNA-DNA hybridization e identificagdo de B. lactis HNO19 por qPCR;
Expressdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1B, TNF-a, fator estimulador de
colonias de macrofagos M-CSF, RANK-L. Quimioatraente de queratindcitos
oncogene regulado pelo gene de crescimento GROKC e anti-inflamatérias 1L-10,
IL-4, IL-6, fator de crescimento transformador beta (TGF- e Osteoprotegerina
OPG por meio de imunoensaios enzimaticos LuminexTM xMAP®) de tecido
gengival e soro;

Expressdo de beta defensina BD-1, BD-2, BD-3, TLR-2, TLR-4, grupamento de
diferenciagdo CD-4, CD-8 e CD-57 nos tecidos periodontais por meio de reagdes
imunohistoquimicas;

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

Perda ossea alveolar por meio de andlise histomorfométrica e andlise com
microtomografia computadorizada por transmissdo de raios X (micro-CT);
Contetido do infiltrado inflamatoério periodontal, extensdo da inflamagao, padrdo
do tecido conjuntivo e perfil do osso alveolar presente na regido de bifurcacao do

1° molar inferior por meio de analise histopatoldgica.



4. MateriaL e METopos
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4. MATERIAL e METODOS

4.1 Modelo experimental

A pesquisa foi realizada respeitando-se 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
(Organizagcdo das Nacdes Unidas para Educagdo, a Ciéncia e a Cultura), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e a legislagdo em vigor (Lei
9605/1998). Todos os procedimentos com animais foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) da
Universidade de Sao Paulo (USP) (Protocolo 13.1.136.53.5).

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

e Grupo CS — ratos sem doenca periodontal induzida por ligadura e sem

administracdo de probidtico;

e Grupo CS-HNO019 — ratos sem doenga periodontal induzida por ligadura e com

administracao sistémica de B. Lactis HN0O19;

e Grupo DPS — ratos com doenga periodontal induzida por ligadura e sem

administracdo de probidtico;

e Grupo DPS-HNO019 — ratos com doenga periodontal induzida por ligadura e com

administracao sistémica de B. Lactis HNO19.

4.2 Calculo do tamanho da amostra
O célculo do tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para assegurar

poder de 80% na andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculado
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considerando-se as diferengas das médias e desvios-padrao entre os grupos DP e C do estudo
de Oliveira et al. (2017), reconhecendo a diferenca significante de 5% (8) entre os grupos,
intervalo de confianga de 95% (a = 0,05), desvio padrdo (o) de 23%, as mudancas na média
do Volume Osseo (VO) como variavel priméria e [Zo (1.96) + ZB (0.84)]* = 7.84. O calculo
da amostra por grupo foi baseado na formula: n > {2[((5)2/(8)2]} X (Za + ZB)Z. O numero

minimo necessario foi de 8 animais por grupo experimental.

4.3 Preparo da cultura bacteriana e administra¢cio aos animais

B. lactis HNO19 (HOWARUTM Bifido, E. I. Dupont® de Nemoursand Company,
Wilmington, DE, EUA) foi cultivado em meio MRS Agar (Man, Rogosa and Sharpe - D
TMLactobacilli MRS Broth, Sparks, MD, EUA) por 48 horas a 37°C sob condigdes de
anaerobiose (GASPAKTM EZ Anaerobe Container System with indicator, Sparks, MD,
EUA). A seguir, com auxilio de alga bacteriologica estéril, o indculo bacteriano foi
transferido para tubos de centrifugacdo tipo Falcon contendo pérolas de vidro e agua destilada
esterilizada. Apos homogeneizacdo em agitador de tubos (Phoenix AP 65, Araraquara, SP,
Brasil), a suspensdo foi submetida a diluicdo decimal seriada até 10°, em solucdo salina
tamponada fosfatada (PBS), com pH 7,0 e acrescida de 2,0% de carboximetilcelulose
(Chitprasert et al., 2012). Aliquotas de 100 pl 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 370C. A padronizacdo
quantitativa dos inoculos foi obtida pela determinagdo da densidade optica (DO) no
comprimento de onda de 625 nm em espectrofotometro (Micronal - AJX -1000, Sao Paulo,
SP, Brasil), bem como por contagem, em duplicata, do nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL. Desta forma, a DO de 2,898 correspondeu ao in6culo padronizado com
1,9 x 10° UFC/mL (Bauroel et al., 2012).

Nos Grupos CS-HNO19 e DPS-HNO19, a adgua probidtica dos animais foi acrescida
das culturas previamente preparadas de B. lactis HNO19 em garrafas com 60 mL, de forma a
atingir as doses de 1 x 10° UFC/mL. A 4gua probidtica foi renovada a cada 24 horas. A
administracdo sistémica das cepas probiodticas ndo ultrapassou 4 semanas, sendo iniciada duas
semanas antes da colocagdo das ligaduras nos grupos DP, conforme desenho experimental

(Figura 1).
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Figura 1 - Delineamento experimental. DP = doenga periodontal; PROB = probiodtico; d = dias.

Desenho experimental CS = Sem DP e sem PROB (n=8)
4 CS-HNO019 = Sem DP e com PROB (n=8) *
— DPS = Com DP e sem PROB (n=8) #
32 Ratos Wistar
DPS-HN019= Com DP e com PROB (n=8) #*

-7d od 14d 28d

Aclimatacédo * |nicio da #Indugdo da Eutanasia e coleta
administragdodo periodontite das amostras
probidtico na dgua experimental
nos grupos HNO19

Anélises:

Microbiologicas | Imunoenzimaticas | Imunohistoquimicas | Histologicas | Microtomogréficas

4.4 Inducio da periodontite experimental

Para a colocacao da ligadura nos grupos DP, foi seguida a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2016). Os animais foram anestesiados por meio de injecao intraperitoneal, com
solucdo de Cloridrato de Xilazina a 2% (2mg/mL) (Rompum® - Bayer Satde Animal, Sdo
Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de Ketamina a 10% (10mg/mL) (Dopalen® - Ceva Satde
Animal Ltda., Paulinia, SP, Brasil) nas respectivas doses de 10 mg/Kg (Xilazina) e 80 mg/Kg
(Ketamina). Apos a anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatoria, a
qual permitiu a manutengdo 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 um fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdo e direito de cada animal (Figura 2). A
presenca das ligaduras nos animais foi verificada periodicamente. Caso fosse observado perda
da ligadura, um novo animal era preparado para o estudo. Todos os animais foram pesados no

inicio do experimento e logo antes da eutanasia.
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Figura 2 - Posicionamento em mesa operatoria ¢ instalagdo de fio de seda ao redor dos primeiros
molares inferiores nos animais dos grupos DPS e DPS-HNO019. Foto cedida por Oliveira (2016).

B

4.5 Eutanasia e coleta de material para analises

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 28 dias apds inicio do experimento. A
eutandsia foi realizada pela administracdo de uma dose letal (150 mg/kg) de tiopentato de
sodio (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil).
Foram coletadas as hemi-mandibulas direita e esquerda dos animais, bidpsias gengivais e

ligaduras (grupos com periodontite experimental).

4.6 Avaliacio microbiologica

Nos grupos DPS e DPS-HNO19, as ligaduras foram removidas logo apds a eutandsia
dos animais e colocadas em tubos eppendorf contendo TE (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA,
pH 7,6). Nos grupos CS e CS-NO19, amostras de biofilme subgengival foram coletadas com
uma cureta periodontal estéril (5-6, Mine-five, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) e também
colocadas em solu¢do TE conforme ja descrito por Oliveira (2016). Posteriormente, 0,1 mL
NaOH (0,5 M) foram adicionados em cada tubo eppendorf e as amostras foram
homogeneizadas e armazenadas a —20 °C. As amostras foram enviadas a Universidade de
Guarulhos para contagens de 40 espécies bacterianas usando o método checkerboard DNA-
DNA hybridization (SOCRANSKY et al., 2004), conforme descricio de Sampaio et al.
(2009). A deteccao e quantificagdo do B. Lactis HNO19 nas amostras coletadas foram feitas
por qPCR utilizando primers especificos com base nas metodologias propostas por Junick &

Blant (2012).
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4.6.1 Checkerboard DNA-DNA hybridization

Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da ATCC ou do Forsyth Institute
(Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado em caldo para crescimento de
Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e cultivado em agar-triptose de soja
(Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological
Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob condicdo de anaerobiose (80% N,, 10%
CO,, 10% H;). Algumas bactérias foram cultivadas em meios de cultura enriquecidos de
forma a suprir suas necessidades nutricionais. 7. forsythia, por exemplo, foi cultivada em
agar-triptose de soja com 5% de sangue desfibrilado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil
murdmico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis
cresceu em um meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3
pg/mL de menadiona (Sigma) e 5 ug/mL de hemina (Sigma). As espécies 7. denticola e T.
socranskii foram cultivados em caldo para crescimento de Mycoplasma suplementado com 1
mg/mL de glicose (Sigma), 400 pg/mL de niacinamida (Sigma), 150 pg/mL de espermina
tetraidrocloridrica (Sigma), 20 pg/mL de isobutirato de sddio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1
mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino
(Laborclin, Sao José¢ dos Pinhais, PR, Brasil).

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de dgar-sangue,
com excecdo das duas espécies de espiroquetas, que foram cultivadas em caldo, por 3 a 7 dias.
As colonias foram raspadas e depositadas em tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5mL
contendo 1mL de solugdo TE (pH 7,6). As células foram lavadas duas vezes por centrifugacao
na soluc¢do-tampao de TE a 3500g por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas
foram novamente suspensas e lisadas com dodecilsulfato de sodio (SDS - C12H25Na0O48,
Synth®, Labsynth, Diadema, SP, Brasil) a 10% e proteinase K (Sigma) em uma concentracao
de 20mg/mL. As cepas de bactérias Gram-positivas foram lisadas em 150uL de uma mistura
enzimatica contendo 15mg/mL de lisozima (Sigma) e Smg/mL de acromopeptidase (Sigma)
em solucao tampao TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado. As sondas gendmicas foram
preparadas para cada uma das 40 espécies pela marca¢do de 1ug do DNA bacteriano com
digoxigenina, por meio do kit random primer digoxigenin labeling (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, EUA). As espécies avaliadas (Tabela 1) foram selecionadas segundo suas

associacoes com diferentes tipos de doencas ou satde periodontal.
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Tabela 1- Relagdo das cepas bacterianas avaliadas na analise microbiologica por meio do
checkerboard DNA-DNA hybridization

Complexo Azul

Complexe Roxo

Complexo Verde

Complexo Amarelo

Actinomyces gerencseriae
Actinomyces israelli
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus

Actinomyees odontolyticus
Veillonella parvula

Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
FEikenella corrodens
Aggregatibacter
actinomyceiemcomitans

Streptococcus govdonii
Strepiococcus intermedius
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis

Complexo Laranja

Complexo Vermelho

Especies “nfo-orais”

Campylobacier gracilis
Campylobacter recius
Campylobacter showae
Fubacterium nodatum
Parvimonas micra
FPrevotella intermedia
Prevoiella nigrescens
Strepiococcus consitellatus

Tannerella forsyvthia
FPorphyromonas gingivalis
Treponema denticola

Eubacterium saburreum
Gemella morbillorum
Lepiotrichia buccalis

Propionybacterium acnes
Prevotella melaninogenica
Neisseria mucosa
Streptococcus anginosus
Selenomonas noxia

Fusobacterium Periodonticum
Fusobacterium nucleatum ssp.
nucleatum
Fusobacterium nucleatum ssp.
polymaorphum
Fusobacterium nucleatum ssp.
vincentii

Treponema Socranskii

As suspensdes de biofilme subgengival foram fervidas em banho-maria por 10
minutos e, em seguida, neutralizadas pela adi¢ao de 0,8 mL de acetato de amonio a SM. Cada
suspensao de biofilme dental contendo o DNA livre foi depositada em uma das canaletas do
Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e transferida para a membrana de nylon (15
x 15 cm) com carga positiva (Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire,
Inglaterra). As duas Ultimas das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles
contendo uma mistura das espécies de microrganismos investigados pelas sondas, nas
concentracdes correspondentes a 10° ¢ 10° células, ou seja, 1g e 10g de DNA de cada espécie,
respectivamente. A membrana foi removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi
fixado por aquecimento em forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada a
42°C, por 1 hora, em uma solu¢ao contendo 50% de formamida (Vetec Quimica Fina Ltda,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 vezes de solucao salina citratada (SSC) (1
vez de SSC= 150mM NaCl - Vetec), 15M de citrato de sodio — pH 7,0 (J.T.Baker, Estado de
México, México), 25mM de fosfato de sodio — pH 6,5 (Na,HPO,, Labsynth) e 0,5 mg/mL de
RNA de levedura (Sigma). Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45
(Immunetics, Cambridge, MA, EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos
controles posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato. Em cada canaleta do
Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a aproximadamente 20 g/mL, em

130 pL de solucao de hibridizacdo composta de 45% formamida, 5 vezes de SSC, 20mM de



Material e Métodos | 65

Na,HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham)
e 1% caseina. A hibridizacdo ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas, a 42°C.

Ap6s o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do Miniblotter 45
(Immunetics), lavada por 40 minutos a 65°C numa solugdo adstringente composta por 1% de
SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na,HPOy,, a fim de remover sondas que ndo hibridizaram
completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em uma solucdo contendo 1%
de 4acido maleico (C4H404, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20
(Vetec), 0,5% caseina - pH 8,0, e, logo apds, por 30 minutos, na mesma solu¢ao contendo o
anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina (Roche) em uma concentragao de
1:10.000. A membrana foi, entdo, lavada duas vezes, por 20 minutos, em uma solugdo de
0,1M de acido maleico, 3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20 - pH 8,0, ¢ 1 vez,
por 5 minutos, em uma solucao de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

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

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

et al. 2016).

4.6.2. Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR)
A deteccdo e quantificagdo do B. lactis HNO19 nas amostras coletadas foram feitas
por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) utilizando primers especificos com

base nas metodologias propostas por Junick & Blant (2012). Para anélise com qPCR, foram
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coletadas amostras de biofilme subgengival nos dias 0 e 28 dos grupos CS-HNO19 e DPS-
HNO19.

ApoOs a coleta, as amostras foram armazenadas em tubos eppendorfs de 1,5 mL
contendo 150 puL de tampao TE (Merck, Whitehouse Station, Nova Jersey, EUA) e mantidas
em freezer a -80 °C até o inicio dos experimentos. A extracdo do DNA gendmico foi realizada
por meio do kit QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Germantown, Maryland, EUA), de acordo
com especificagdes do fabricante. Posteriormente, a concentragdo e a pureza do DNA
genomico foram avaliadas por espectrofotometria em aparelho Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A leitura foi
realizada em dois diferentes comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm, para obtengdo da
concentracdo de DNA/uL e deteccdo de contaminagdo das amostras por proteinas.

A técnica de qPCR foi realizada por meio do sistema SYBRGreen (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, California, EUA), no aparelho StepOne Plus™ Real-Time (Thermo Fisher
Scientific). As reacdes foram realizadas em triplicata com volume final de 13 pL, quantidade
de DNA genomico correspondente a 10 ng e primers especificos (0,1 ug/ulL) para amplificar o
gene groEL: Bifidobacterium B ani-forward (5’-CACCAATGCGGAAGACCAG- 3°) e
B_ani-reverse (5’-GTTGTTGAGAATCAGCGTGG-3") (JUNICK & BLAUT 2012). Para
cada reagdo, foram utilizados: a) 7 pL do reagente SYBR Green Master Mix (Invitrogen)
contendo fluor6foro SYBR Green, a enzima polimerase AmpliTaq Gold, dNTPs com dUTP e
o fluoréforo ROX, utilizado como referéncia passiva para normalizacdo dos niveis de
fluorescéncia, além dos demais componentes de tampao; b) 2,5 pL de DNA genomico (10
ng); c¢) 2,5 uL de 4gua Milli-Q RNAse/DNase free (Thermo Fisher Scientific); d) 0,5 uL
primer forward (0,1 ug/uL) e e) 0,5 uL primer reverse (0,1 pg/uL). A reagdo de amplificagdo
seguiu o protocolo: a) 95°C por 3 minutos; b) 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos; ¢) 72°C por 10 minutos; d) 95°C por 15 segundos, 60°C
por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.

Para a quantificacdo absoluta dos dados, foi necessaria a constru¢do de uma curva
padrdo a partir da extragdo de DNA genomico de cultura pura de B. lactis HNO19
(HOWARUTM Bifido). A cepa bacteriana foi cultivada em meio MRS Agar (Man, Rogosa
and Sharpe - D TMLactobacilli 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 uma alg¢a esterilizada, o indculo bacteriano foi
transferido para tubos de centrifugacdo tipo Falcon contendo pérolas de vidro e dgua destilada

esterilizada. Apdés homogeneizagdo em agitador de tubos (Phoenix AP 65, Araraquara, SP,
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Brasil), a suspensdo foi submetida a dilui¢do decimal seriada até 10?, em solucdo salina
tamponada fosfatada (PBS), com pH 7,0. Aliquotas de 100 pl foram depositadas em placas de
Petri contendo MRS Agar ¢ semeadas com auxilio de bastdo de vidro esterilizado. Apos a
semeadura, as placas foram incubadas em anaerobiose, durante 48 horas a 37°C. A
padronizagdo quantitativa dos indculos foi obtida pela determinacdo da densidade dptica (DO)
no comprimento de onda de 625 nm em espectrofotdmetro (Micronal - AJX -1000, Sao Paulo,
SP, Brasil), bem como por contagem, em duplicata, do nimero de UFC/mL.

O DNA gendmico de um indculo a 10° UFC/mL foi extraido e sua concentragdo
determinada como descrito anteriormente. A partir desta concentragdo, em ng/uL, e
conhecendo o tamanho do genoma da cepa, 2,25 megabases (Mb), foi possivel aplicar a
formula abaixo e descobrir o nimero de copias de bactéria (moléculas)/uL (JUNICK &
BLAUT 2012):

Numero de copias de genoma de bactéria/uL (moléculas/ul) =

concentragdo do DNA gendmico (ng/uL) / *2,47 (fentograma - fg/molécula)

*[2,25 Mb x massa média de 1 par de base - bp (660 g/mol)] / constante de

Avogadro (6,022 x 1023 moléculas/mol) = 2,47 fg/molécula.

Ap6s os calculos, foi realizada uma diluicdo seriada a partir do ponto mais
concentrado (108 moléculas/uL) sendo possivel estabelecer a curva padrdo com os pontos:
108, 107, 10°, 10°, 10, 10%, 10% 10' e 10° moléculas/pL. O intervalo considerado aceitavel
para a eficiéncia das curvas foi de 90-110%. Por meio do software StepOnePlus™ Software
v2.3 foi possivel obter o nimero de copias de genoma de bactéria/uL presente em cada
amostra analisada. Trés amostras negativas (agua) foram submetidas a reacdo com o primer

utilizado.

4.7 Analise imunohistoquimica

As hemi-mandibulas esquerdas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10%
por 48 horas e descalcificadas por meio de solugdo de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 4% durante 90 dias, conforme metodologia ja descrita por Oliveira (2016). Apds
este periodo, as pecas foram desidratadas em alcool absoluto, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Foram realizados, entdo, cortes seriados com 4 um de espessura, no
plano mésio-distal. Os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em
série decrescente de etanol (100°- 100°- 100°- 90°- 70° GL). A recuperacdo antigénica foi

realizada através da imersdo das laminas histoldgicas em tampao Diva Decloaker (Biocare
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Medical, Inc., Concord, CA, EUA), em camara pressurizada (Decloaking Chamber, Biocare
Medical, Inc., Concord, CA, EUA), a 95°C, por 10 minutos. Entre cada uma das etapas da
reacdo imunohistoquimica, foram feitas lavagens em tampao fosfato salino (PBS) 0,1M - pH
7,4. As seccdes histologicas foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e em
1% de soro albumina bovino por 12 horas, para bloqueio da peroxidase enddgena e dos sitios
inespecificos, respectivamente. Laminas histologicas contendo amostras de todos os grupos
experimentais foram divididas em oito lotes. Cada lote foi submetido a incubagdo, durante 24
horas, com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-BD-1 (M-69, sc-25573; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA), anti-BD-2 (orb10531; Biorbyt, San Francisco,
CA, EUA), anti-BD-3 (I-16, sc-10860; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
EUA), anti-TLR-2 (orb11487; Biorbyt, San Francisco, CA, EUA), anti-TLR-4 (orb11489;
Biorbyt, San Francisco, CA, EUA), anti-CD-4 (C-18, sc-1140; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, EUA), anti-CD-8 (orb10325; Biorbyt, San Francisco, CA, EUA) e anti-
CD-57 (V-18, sc-49197; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Os
anticorpos primarios foram diluidos em Dako Antibody Diluent (Dako North America, Inc.,
Carpinteria CA, EUA). Nas etapas subsequentes foi utilizado o Universal LSAB™+ Kit/HRP
(Dako North America, Inc., Carpinteria CA, EUA). As secgdes histologicas foram incubadas
no anticorpo secundario biotinilado durante 2 horas e tratadas com estreptavidina conjugada
com a peroxidase da raiz forte por 1 hora. Na revelacao foi utilizado como cromoégeno o 3,3°-
tetracloridrato de diaminobenzidina (Liquid DAB+, Dako North America, Inc., Carpinteria
CA, EUA) e os cortes histologicos foram contra-corados com hematoxilina de Harris. Como
controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente,
suprimindo-se a utilizacao dos anticorpos primarios.

Os cortes histologicos foram analisados qualitativamente sob iluminagdo de campo
claro em microscopio Optico por investigador que desconhecia os grupos experimentais. A
imunomarcac¢ao foi definida como um precipitado de coloracdo acastanhada nas células e/ou
matriz extracelular. Foram analisadas trés regides: regido mesial do 1° molar inferior, regido
interproximal entre o 1° e 2° molares inferiores e regido de bifurcagdo do 1° molar inferior.
Nas trés regides, em um aumento 400 x, foram analisadas area de 600 x 800 um, cujo limite
coronal era o tecido epitelial (regides mesial e interproximal) ou o teto da bifurcagdo (regidao
de bifurcacdo). Foi realizada uma andlise semi-quantitativa do padrdo de imunomarcagao
conforme os seguintes escores: ESCORE 0 - padrao nulo de imunomarcacao nas trés regioes;
ESCORE 1 - baixo padrao de imunomarcacao (até um terco das areas analisadas apresentando

imunorreatividade); ESCORE 2 - moderado padrao de imunomarcagdo (aproximadamente
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dois tercos das areas analisadas apresentando imunorreatividade) e ESCORE 3 - alto padrao
de imunomarcacdo (quase toda a extensdo das areas analisadas apresentando
imunorreatividade). O grupo controle foi empregado como ponto de referéncia para se definir
o padrao basal de imunorreatividade, a partir do qual os escores foram atribuidos aos demais

grupos experimentais.

4.8 Analise imunoenzimatica

As hemi-mandibulas direitas tiveram seu tecido gengival removido para realizacao
de imunoensaios enzimaticos (ELISA e LuminexTM XMAP®™). Com bisturi estéril, a gengiva
foi removida da regido vestibular e lingual dos primeiros molares inferiores de cada animal
conforme descrito por Oliveira (2016). Para anélise, os tecidos gengivais coletados foram
lavados em PBS associado a um coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). Em seguida,
os tecidos foram imersos em nitrogénio liquido e macerados manualmente com gral e pistilo.
Os tecidos macerados foram novamente colocados em solucdo PBS associada a inibidores de
proteases e homogeneizados mecanicamente (Ultra-Stirrer ULTRA 80-11, Eikonal do Brasil,
Sao Paulo, SP, Brasil). Apos esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante
15 min em uma temperatura de 4° C. O sobrenadante obtido foi coletado e armazenado a -80°
C. Os niveis das citocinas IL-1B, GROCK, RANK-L, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4, OPG, TGF-
e M-SCF foram determinados por meio da tecnologia Luminex ' xMAP®.

Adicionalmente, foi coletado sangue por meio de pungdo cardiaca no momento da
eutanasia e acondicionados em tubos de centrifuga¢do. As amostras foram centrifugadas e
amostras séricas separadas para a realizacdo dos imunoensaios para deteccao e quantificacao
dos niveis de IL-1P, IL-4, TNF-a e IL-10.

Para quantificagdo de citocinas, utilizou-se kits disponiveis comercialmente
(RECYTMAG-65K-05, RBN-31K-1RANKL, RBN-31K-10PG - Milliplex Map, Merck
Millipore, Billerica, MA, EUA) em um analisador MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin,
TX, EUA). O ensaio foi realizado em uma placa de 96 pocos seguindo as instrugdes do
fabricante. Resumidamente, a placa filtro foi umedecida com o washing buffer e, em seguida,
a solucdo foi aspirada dos pogos. Beads magnéticos revestidos com os anticorpos
monoclonais para os 14 analitos foram adicionados aos pogos. As amostras e padroes foram
transferidas para os pogos e incubadas overnight 4°C. Os pogos foram lavados novamente e
uma mistura de anticorpos secundarios biotinilados foi adicionada. Apds a incubagdo por uma
hora, adicionou-se aos pogos a Estreptavidina R- ficoeritrina, sendo este conjunto incubado

por mais uma hora. Apds lavagem para a remog¢ao de reagentes ndo-ligados, foi acionado
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sheath fluid (Luminexs, MiraiBio, Alameda, CA, EUA) aos pog¢os. As placas foram, entdo,
analisadas pelo MAGPIX", obtendo-se a intensidade de fluorescéncia média. Amostras
abaixo do limite de detec¢do foram registradas como zero. Todas as amostras foram
analisadas individualmente e os niveis de citocinas foram estimados a partir de uma curva
polinomial de quinto grau utilizando-se o software xPONENT® (Luminex Corporation,
Austin, TX, EUA).

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 instrugdes do
fabricante. A leitura colorimétrica foi realizada através de um espectrofotometro a 650 nm
(TP-Reader, ThermoPlate®, Sao Paulo, SP, Brasil) e os valores foram expressos em ng/dL.
Apos a normalizagdo dos dados, foram calculadas razdes entre citocinas pro-inflamatorias e

anti-inflamatoérias em todos os grupos experimentais.

4.9 Analise da expressao génica

As hemi-mandibulas direitas tiveram seu tecido gengival removido para realizagdo
de analise de expressdo dos genes IL-17, INF-y e FOXP3 por meio de qRT-PCR. Com bisturi
estéril, a gengiva foi removida da regido vestibular e lingual dos primeiros molares inferiores
de cada animal, conforme descrito por Oliveira (2016). Os blocos de tecido obtidos foram
colocados em microtubos esterilizados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 °C. O 4acido ribonucleico (RNA) foi isolado das biopsias gengivais pelo kit
de extracao SV Total RNA Isolation System (Promega, Inc., Madison, WI, EUA) conforme
protocolo do fabricante, incluindo tratamento com a enzima DNAse para eliminar qualquer
residuo DNA gendmico. Um micrograma do RNA total isolado foi transcrito reversamente
para DNA complementar (cDNA) com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Inc., Forster City, CA, EUA), o qual possui random hexamers,
conforme protocolo do fabricante. A analise da expressao génica dos genes selecionados foi
realizada por qRT-PCR utilizando TagMan GenEx Assay (Applied Biosystems, Inc., Forster
City, CA, EUA). Para isto, cada cDNA foi amplificado utilizando o gene constitutivo B-actina
como controle endogeno para a normalizagdo. A amplificacdo foi realizada no CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA)
por 40 ciclos, conforme protocolo do fabricante. A fluorescéncia foi coletada para cada ciclo
de amplificacio e os dados analisados pelo método 2744

relativa (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

para quantificacdo da expressao
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4.10 Analise com microtomografia computadorizada por transmissio de raios X
(micro-CT)

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

Usando um software apropriado (Data Viewer", versdo 1.5.0, Bruker, Kontich,
Bélgica), os 3 modelos tridimensionais gerados foram rotacionados em uma posi¢ao padrio,
com os seguintes critérios: (1) no plano transaxial, o 1° molar inferior teve o seu eixo em
posi¢ado vertical, (2) no plano coronal, o osso mandibular foi verticalmente orientado, com a
raiz mesial do 1° molar inferior na posigdo superior da imagem e (3) no plano sagital, a
superficie oclusal do 1° molar inferior foi horizontalmente posicionada.

As anélises volumétricas foram realizadas com o software CT-Analyser” na regido de
bifurcagio do 1° molar inferior (Figura 3). As imagens foram visualizadas no eixo coronal € o
intervalo de cortes analisados seguiu os seguintes pardmetros: i) utilizou-se como ponto de
partida para a andlise o corte microtomografico no qual as quatro raizes do 1° molar inferior
estavam completamente separadas; ii) o corte microtomografico final foi determinado como
aquele em que ndo era possivel visualizar mais o osso inter-radicular na regido de bifurcacao
do 1° molar inferior. O retangulo foi a figura geométrica escolhida para representar a regido
de interesse a ser analisada. Esta forma geométrica foi adequada por interpolacdo a area a ser
medida e posterior determinag¢do do volume de interesse (VOI). Em seguida, procedeu-se a
binarizacdo da imagem para a separacdo das estruturas ossea e dentaria (por diferenga de
densidade), utilizando uma escala de niveis de cinza (limite inferior - 65 e limite superior -
255; grayscale threshold 0-255). Este padrdao de binarizagdo foi usado para todas as amostras.
Os seguintes pardmetros foram determinados na analise volumétrica: a) VO: percentual do
VOI preenchido com tecido 6sseo; b) Porosidade Ossea (PO): percentual de porosidades
presentes no tecido 6sseo determinado no VOI; ¢) Espacamento de trabéculas (Tb.Sp):
espacamento (Lm) entre as trabéculas Osseas presentes no VOI; d) Numero trabecular (Tb.N):

numero (um™') de trabéculas 6sseas presentes no VOL.
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Figura 3 - Medidas volumétricas realizadas na regido de bifurca¢do do 1° molar inferior em cortes
microtomograficos visualizados no eixo axial. (A) A regido de interesse a ser analisada (ROI) foi
delimitada por um retangulo que tangenciava as quatro raizes do 1° molar inferior. (B) As imagens
foram binarizadas para separacdo das estruturas Ossea e dentaria (por diferenca de densidade),
utilizando uma escala de niveis de cinza (grayscale threshold 0-255).

Fonte: Oliveira (2016)

4.11 Analise histomorfométrica e histopatologica

As hemi-mandibulas esquerdas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10%
por 48 horas e descalcificadas por meio de solugdo de 4cido etilenodiamino tetra-acético a 4%
durante 90 dias. Apds este periodo, as pegas foram desidratadas em dlcool absoluto,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Sec¢des seriadas de parafina (4 pum de
espessura) foram obtidas na direcdo mésio-distal e dispostas em laminas histologicas. Para a
coloragdo, das laminas foi utilizada a técnica de Hematoxilina ¢ Eosina (H&E). Os cortes
foram analisados com microscopia de luz para estabelecer a perda Ossea e de insercao
conjuntiva através medidas histométricas, além de analise histopatologica.

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

Na regido de bifurcacdo do 1o molar inferior, foi também calculada a area sem osso
ou ligamento periodontal (Figura 4) em mm?’. Para cada animal, foi obtida uma média dos

valores dos dois cortes analisados.
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Figura 4 - Imagem ilustrativa da regido de bifurcacdo dos animais
para calculo da Area Sem Osso e Ligamento Periodontal — ASOL
(delimitada por linhas vermelhas). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.
CO = crista 6ssea; JCE Jung¢do cemento esmalte; IE Insercdo
Conjuntiva; PMI = primeiro molar inferior; SMI = segundo molar
inferior; TF = Teto da bifurcacao.

» - g L
._.‘ 7Y L]
r-¥ 1
X -

' ‘Lc.'i' -
£ %
L] "
_ ,( ¥
... 0T
! T LR\ TV ET——
: L T
! N,
: ¥,
/ ASOL iy A
f s PP r b
' lII_Q‘__‘.lI . ’ ._.o' W . - !
[ ¥ 4 - 7 - L
] - } - o N o \
[ J U, 1 =:__r Yol =_ 1
- LY 4 LAY 1
s = ol
{ y ¥, w 44
= RLLW, ¢ 2 co Ya : - L ;-J-_\b
| N H i Fs-T
|.._ ¢ a % 1,',.3-\‘__. r -l'
= ¥ Ry
: —.__.. . '*- - o E -~ &
=t , o fon
T oy R
o T " # Tk
- ¥ \i'-r . . B " - .
C . LE A " i 2] T gt
. i — 1

Fonte: Oliveira (2016).

4.12 Variaveis de resultado

Foi definida como varidvel priméria deste estudo as diferencas entre os grupos
obtidas na andlise microtomografica de VO. Os demais pardmetros microtomograficos,
histomorfométrico, microbiologicos, imunoenzimaticos e imunohistoquimicos analisados,

bem como os dados de expressao génica obtidos foram definidos como varidveis secundarias.

4.13 Analise estatistica

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

normal.



Material e Métodos | 74

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

A significancia das diferencas entre os grupos para as varidveis histométricas e
microtomograficas, bem como para os valores de expressao génica foi determinada pela
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Para anélise dos dados
imunohistoquimicos, a significancia das diferengas entre os grupos foi determinada pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn.

Na analise dos dados obtidos na avaliagdo imunoenzimatica, os valores de cada
citocina foram expressos em pg/mL. Os niveis finais das citocinas analisadas foram obtidos
pela razdo entre os valores inicialmente obtidos com sistema MAGPIX® e os valores de peso
das biopsias gengivais. Em cada animal, foi calculada a média e o desvio-padrao dos niveis de
todas as citocinas analisadas e a razao entre citocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatorias. A
significancia das diferengas entre os grupos foi determinada pela ANOVA seguida pelo teste
post-hoc de Tukey.

Na analise dos dados obtidos na avaliacdo microbiologica, os niveis de cada espécie
bacteriana foram calculados pela transformagdo dos escores obtidos na leitura dos filmes
radiograficos apo6s a realizagdo do checkerboard DNA-DNA hybridization em valores
absolutos: escore 1 = 10.000 células; escore 2 = 100.000 células; escore 3 = 500.000 células;
escore 4 = 1.000.000 células e escore 5 = 10.000.000 células. Em cada animal, fo1 calculada a
proporgdo das contagens (x 10°) de cada bactéria analisada em relagio & quantidade total de
bactérias. Foi calculada, entdo, a propor¢cdo média de cada espécie nos diferentes grupos. As
diferencas intergrupos foram avaliadas pelo Teste t. Para analise de qPCR na detec¢do de B.
Lactis HNO19 a significancia das diferengas entre os grupos foi determinada pelo teste t para
comparagdes entre antes e depois e ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey para

comparagdes gerais.



5. ResuLtapos
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacido microbiologica

A figura 5 apresenta o percentual de sondas de DNA das 40 espécies bacterianas
analisadas nos grupos DPS e DPS-HNO019, bem como os resultados das comparagdes entre os
grupos. O Grupo DPS-HNO19 apresentou menor percentual de espécies semelhantes a F.
periodonticum ¢ maior percentual de espécies semelhantes a A. gereneseriae, A.israelli e S.

gordonii quando comparado ao Grupo DPS.

Figura 5 - Propor¢des médias de 40 espécies bacterianas no biofilme dos animais dos grupos com
periodontite experimental e tratados (Grupo DPS-HN019 — linhas azuis) ou ndo (Grupos DPS —
linhas vermelhas) com administragdo sistémica de B. Lactis HN019. % de contagem de sondas de
DNA = porcentagem da contagem de DNA de cada espécie em relagdo a contagem total de DNA das
40 espécies bacterianas avaliadas. *Diferenca significativa entre os grupos (Teste t, p < 0,05).
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Na figura 6, pode ser verificada a quantidade de copias do genoma de B. lactis
HNO19 presente no biofilme subgengival dos grupos CS-HN019 e DPS- HNO19 antes e apds

a administracdo da terapia probiotica.
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Figura 6- Quantificacdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19
nas amostras de biofilme dos animais dos grupos CS-HNO19 e DPS-
HNO19 antes e apés a administracdo da terapia probidtica. *Diferenga
significativa entre os grupos (Teste anova seguido de post-hoc de Tukey, p
<0,05).
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5.2 Analise imunohistoquimica

As BD foram detectadas em células do periodonto de prote¢do e do periodonto de
inser¢do. Houve variacdo qualitativa e quantitativa na imunorreatividade para BD-1, BD-2 e
BD-3 nos diferentes grupos experimentais (Figura 7). A imunorreatividade para BD-1 e BD-3
pode ser detectada em queratindcitos, fibroblastos gengivais, vasos sanguineos gengivais,
fibroblastos do ligamento periodontal, osteoblastos e ostedcitos (no caso da BD-1, apenas
naqueles situados proximo da superficie da matriz 6ssea; no caso da BD-3, naqueles situados
em toda matriz do 6ssea) do osso alveolar. A imunorreatividade para BD-2 pode ser detectada
em queratinocitos, fibroblastos gengivais, vasos sanguineos gengivais, fibroblastos do

ligamento periodontal, osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos do osso alveolar.
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Figura 7- Padrdo de imunomarcagdo para BD-1 (A, D, GeJ), BD-2(B,E,HeK)e BD-3 (C,F,IeL)
na regido de bifurcagdo do 1° molar inferior nos grupos CS (A-C), CS-HNO019 (D-F), DPS (G-I), DPS-
HNO19 (J-L). Abreviacdes e simbolos: LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC = tecido
conjuntivo. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original = 1000x. Barras de escala:
25 pm.

A imunomarcacdo para TLR-2 e TLR-4 estava presente tanto no periodonto de
protecdo quanto no periodonto de inser¢do (Figura 8). No periodonto de protecdo, a
imunomarca¢do para TLR-2 e TLR-4 estava presente em fibroblastos gengivais e células
inflamatorias, sendo que as células imunorreativas se mostravam raras nos grupos controle
(sem periodontite experimental) e em maior numero nos grupos com periodontite
experimental. Alguns queratinocitos do estrato basal também se mostraram imunorreativos.
No periodonto de inser¢do, a marcacdo para TLR-2 e TLR-4 estava presente
predominantemente em fibroblastos do ligamentoperiodontal em todos os grupos

experimentais. Nos grupos com periodontite experimental, a imunomarcagao estava presente
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tanto em fibroblastos quanto em células inflamatdrias. Alguns osteoclastos se mostravam

TLR2 e TLR-4 imunorreativos, especialmente nos grupos com periodontite experimental.

Figura 8 - Padrdo de imunomarcagdo para TLR-2 ¢ TLR-4 no periodonto do
primeiro molar inferior (osso alveolar e ligamento periodontal) de ratos submetidos
ao tratamento com HNO19. Fotomicrografias evidenciando a imunomarcagao para
TLR2 (A, C, E, G) e TLR4 (B,D,F,H). Grupos CS (A, B), CS-HNO019 (C, D), DPS
(E, F) e DPS-HNO19 (G, H). Abreviagdes e simbolos: LP = ligamento periodontal;
OA = osso alveolar; TC = tecido conjuntivo. Contra-coloracdo: Hematoxilina de
Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.

OA™ = B 28m

25 um
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A imunomarcagdo para CD-4, CD-8 e CD-57 estava presente em células
inflamatorias localizadas na lamina propria da gengiva e no ligamento periodontal (Figura 9).
Nos grupos controle (sem periodontite experimental), as células imunomarcadas eram
esparsas e difusamente distribuidas. Nos grupos com periodontite experimental, as células
imunorreativas se concentravam nos focos inflamatorios presentes no tecido conjuntivo da

gengiva e do ligamento periodontal em quantidades que variavam entre os diferentes grupos.

Figura 9 - Padrdo de imunomarcagio para CD4 (A, D, Ge J), CD8 (B, E,He K) e CD57 (C,F, 1 e
L) na regido de bifurcacdo do 1o molar inferior nos grupos CS (A-C), DPS (D-F), CS-HNO019 (G-]),
DPS-HNO019 (J-L). Abreviagdes e simbolos: LP = ligamento periodontal; OA = osso alveolar; TC =
tecido conjuntivo. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original = 1000x. Barras de
escala: 25 pm.
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As medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores
atribuidos aos diferentes grupos experimentais para a expressao de BD-1, BD-2, BD-3, CD-4,
CD-8, CD-57, TLR-2 e TLR-4, bem como os resultados das comparagdes entre 0s grupos
podem ser observado nas Figuras 10-12. Na analise de BD, o Grupo DPS-HNO019 apresentou
maior padrdo de imunomarcag¢do para BD-1, BD-2 e BD-3 quando comparado ao grupo DPS
(p < 0,05). O Grupo DPS apresentou padrdo de imunomarcagdo para BD-1, BD-2 ¢ BD-3
semelhante ao Grupo CS. Nao foram observadas diferengas significativas no padrao de
imunomarcag¢do para TLR-2, TLR-4, CD4, CD8 e CD57 entres os grupos DPS e DPS-
HNO19. Ambos os grupos DPS e DPS-HNO019 apresentaram maior padrdo de imunomarcagao

para todos os TLR e CD analisados, exceto para CD-8, quando comparados ao Grupo CS.

Figura 10- Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CS, CS-HNO019, DPS ¢ DPS-HNO019 na analise do padrido de imunomarcagao para BD-1
(A), BD-2 (B) e BD-3 (C). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (Kruskal-
Wallis, Dumn, p < 0,05).
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Figura 11 - Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CS, CS-HNO019, DPS e DPS-HNO19 na analise do padrao de imunomarcagdo para TLR-2
(A), TLR-4 (B). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (Kruskal-Wallis,
Dumn, p < 0,05)
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Figura 12 - Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos dos escores atribuidos
aos grupos CS, CS-HNO19, DPS e DPS-HNO19 na analise do padrao de imunomarcagdo para CD-4
(A), CD-8 (B), CD-57 (C). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (Kruskal-
Wallis, Dumn, p < 0,05).
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5.3 Analise imunoenzimatica — Tecido gengival

As Figuras 13 e 14 demonstram as medianas, variagdes interquartilicas e valores
maximos/minimos de razdes de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias no tecido
gengival atribuidos aos diferentes grupos experimentais (IL1B/IL6, IL-1B/IL-10, IL-1B/IL-4,
GROKC/IL-10, IL-10/TNFa, IL-6/TNFa, MCSF/TNFa, IL-4/ TNFa, TGFb/TNFa,
RANKL/OPG) bem como os resultados das comparacdes entre os grupos.

A Figura 13 demonstra valores aumentados na razao IL-1b/IL-10, IL-1b/IL-4,
GROKC/IL-10, RANKL/OPG no Grupo DPS quando comparado ao grupo DPS-HNO19
(Figura 14) (p < 0,05), o que sugere um perfil predominantemente pré-inflamatdrio neste
grupo. Na Figura 15, podem ser observados valores reduzido nas razdes IL-10/TNFa, IL-
6/TNFa, MCSF/TNFa, IL-4/ TNFa, TGFb/TNFa no Grupo DPS quando comparado ao
Grupo DPS-HNO19 (p < 0,05), o que indica um perfil predominantemente anti-inflamatorio
no grupo DPS-HNO19. A razdo IL-4/TNFa se mostrou aumentada no grupo CS-HNO19
quando comparado ao grupo CS (p < 0,05).
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Figura 13 - Médias, Medianas, variagoes interquartilicas e valores maximos/minimos de razdes de
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias no tecido gengival atribuidos aos diferentes grupos
experimentais, bem como os resultados das comparagdes entre os grupos.. A) IL1B/IL6, B) IL-1B/IL-
10, C) IL-1B/IL-4, D) GROKC/IL-10, E) RANKL/OPG. * Diferenca significativa entre os grupos
(ANOVA, Tukey, p <0,05).
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Figura 14 - Médias, Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos de razdes de
citocinas anti-inflamatdrias e pro-inflamatdrias no tecido gengival atribuidos aos diferentes grupos
experimentais, bem como os resultados das comparac¢des entre os grupos. A) IL-10/TNFa, B) IL-
6/TNFa, C) MCSF/TNFa, D) IL-4/ TNFa, E) TGFb/TNFa. * Diferenga significativa entre os grupos
(ANOVA, Tukey, p <0,05).
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5.4 Analise imunoenzimatica — Soro

A Figura 15 demontsra as medianas, variagdes interquartilicas e valores
maximos/minimos de razdes de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (IL-1B/IL-4,
IL-1B/IL-10, IL-4/TNFa e IL-10/TNFa) no soro sanguineo dos animais nos diferentes grupos
experimentais bem como os resultados das comparagdes entre os grupos.

Os resultados mostram valores aumentados na raziao IL-1B/IL-4, IL-1B/IL-10 no
soro do Grupo DPS quando comparado ao grupo DPS-HNO19 (p <0,05), indicando um perfil
sist€émico predominantemente pro-inflamatorio. A razao de IL-4/TNFa se demonstrou
reduzida no Grupo DPS comprada ao Grupo CS-HNO19 (p < 0,05). A razdo IL-10/TNFa se
demostrou reduzida nos grupos CS-HNO19 e DPS-HNO19 uando comparado ao Grupo CS (p
<0,05).

Figura 15 - Medianas, variagdes interquartilicas e valores maximos/minimos de razdes de citocinas
anti-inflamatoérias e pro-inflamatérias no soro sanguineo atribuidos aos diferentes grupos
experimentais, bem como os resultados das comparagdes entre os grupos. A) IL-1B/IL-4, B) IL-1B/IL-
10, C) IL-4/TNFa, D) IL-10/TNFa . * Diferenga significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p <
0,05).
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5.5 Analise de expressio génica

A Figura 16 mostra as medianas, variagdes interquartilicas e valores
maximos/minimos de expressao relativa dos genes IL-17, INF-y e Foxp3 obtidos por meio de
gRT-PCR, bem como o resultado das comparagdes entre os grupos.

Os resultados mostram a expressdo relativa aumentada de INF-y no Grupo DPS
quando comparada ao Grupo DPS-HNO19 (p < 0,05). Diferentemente, a expressao relativa de
FOXP3 mostrou-se aumentada no Grupo DPS-HNO019 quando comparado ao grupo DPS (p <
0,05).

Figura 16- Medianas, varia¢des interquartilicas e valores maximos/minimos da expressdo gé€nica de
A) INF-y, B) IL17 e C) FOXP3 nos grupos CS, CS-HN019, DPS e DPS-HNO19. Letras diferentes
representam diferengas estatisticas significantes entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dumn, p < 0,05).
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5.6 Analise com microtomografia computadorizada por transmissao de raios X (micro-
CT)

Imagens representativas das reconstru¢des tridimensionais renderizadas das secc¢des
microtomograficas das hemimandibulas dos animais dos grupos CS, CS-HNO19, DPS, DPS-
HNO19 podem ser observadas na Figura 17.

Os valores de VO, PO, Tb.Sp e Tb.N obtidos na analise microtomografica, bem
como os resultados das comparagdes entre os grupos, podem ser observados na Figura 18. O
Grupo DPS-HNO19 apresentou menor PO, bem como maior VO quando comparado ao Grupo
DPS (p <0,05).
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Figura 17 - Imagens representativas das reconstru¢des tridimensionais renderizadas das
seccdes microtomograficas das hemi-mandibulas direitas dos animais dos grupos CS (A,
B), CS-HNO19 (C, D), DPS (E, F) e DPS-HNO019 (G, H). Vista da superficie vestibular
externa (A, C, E e G). Secgdo sagital da superficie interna (B, D, F ¢ H). CTVox®
(versdo 3.1.0, Bruker, Kontich, Bélgica). Tamanho do pixel = 7,96 pm.
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Figura 18 - Médias ¢ desvios-padrao do volume o6sseo (A) porosidade ossea (B),
espacamento trabecular (C) e superficie 6ssea (D), com comparagdes entre os grupos CS, CS-
HNO019, DPS e DPS-HNO19. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os
grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). VO = volume 6sseo; PO = porosidade 6ssea; Tb.Sp =
espagamento trabecular; Tb.N = nimero de trabéculas.
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5.7 Analise histomorfométrica e histopatologica

Os grupos sem periodontite experimental apresentaram ligamento periodontal dentro
dos padrdes de normalidade, com grande quantidade de fibroblastos, vasos sanguineos e
discreto infiltrado inflamatorio. As fibras coldgenas encontravam-se interpostas e estavam
inseridas no cemento e osso alveolar. O tecido d6sseo na regido de bifurcagdo, rico em
osteocitos, apresentou crista regular com aposi¢do de osteoblastos (Figura 19 A-D).

Os grupos com periodontite experimental e ndo tratados com HNO19 apresentaram
tecido conjuntivo com poucos fibroblastos, fibras colagenas desorganizadas e desconexas com
a presenca de edema intersticial e moderado infiltrado inflamatorio cronico. Em algumas
regioes, o tecido conjuntivo apresentou intenso infiltrado inflamatério com predominancia de
neutrofilos. O tecido Osseo e cemento radicular na regido de bifurca¢do apresentaram
contorno irregular e areas de reabsorcao (Figura 19 E-F).

Os grupos com periodontite experimental e tratados com HNO19, quando
comparados aos grupos com periodontite experimental ndo tratados com as respectivas
bactérias, apresentaram tecido conjuntivo com maior quantidade de fibroblastos, menor
presenca de edema intersticial, menor infiltrado inflamatorio e fibras colagenas mais

organizadas e interpostas entre o osso alveolar e o cemento (Figura 19 G-H). O tecido 6sseo
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na regido de bifurcacdo apresentou contorno regular e arquitetura em platd decorrente do
processo de reabsor¢do 6ssea. O cemento radicular apresentou contorno regular e auséncia de
areas de reabsor¢do. Imagens histologicas representativas dos tecidos periodontais de todos os
grupos experimentais podem ser visualizadas na Figura 19.

As médias e desvios-padrao da area sem osso na regido de bifurcagdo, bem como o

resultado das comparagdes entre os grupos podem ser observados nas Figura 20.
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Figura 19 - Tecidos periodontais na regido de bifurcagdo do primeiro molar inferior
dos grupos CS (A, B), CS-HNO019 (C, D), DPS (E, F) ¢ DPS-HNO19 (G, H).
Colorago: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 10x (A, C, G, F); 20x (B, D,
F, H). OA = osso alveolar; TF = teto da bifurcagfo; setas pretas = vasos sanguineos;
cabeca de seta preta preenchida = osteoblastos; asterisco = fibras colagenas
desconexas com a presenca de edema intersticial; cabega de seta branca preenchida
= cementoclastos; cabeca de seta ndo preenchida = fibras coldgenas interpostas entre
0 0sso alveolar e o cemento radicular.
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Figura 20- Médias e desvios-padrao da area sem osso (ASO) para os grupos CS,
CS- HNO019, DPS e DPS-HNO19, com comparagdes entre os grupos. Letras
diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, Tukey, p <
0,05).
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6. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo in vivo que avaliou os efeitos de B. lactis HNO19,
administrado sistemicamente, na prevengao ¢ desenvolvimento da periodontite experimental
em ratos. Considerando os dados microtomograficos e histomorfométricos, foi observada
diminui¢ao da perda Ossea alveolar no grupo com periodontite experimental e tratado com
probiotico (DPS-HNO019) quando comparado ao grupo com periodontite experimental e sem
tratamento com probidtico (DPS). A administracao sistémica prévia de probiotico reduziu em
10% a perda oOssea alveolar nos animais que foram submetidos a indu¢do da periodontite
experimental. De fato, outros estudos em animais ja demonstraram que a terapia probidtica
pode ser efetiva na redugdo da perda oOssea ocasionada pela periodontite experimental
(OLIVEIRA et al. 2017, GATEJ et al. 2017, CARDOSO et al. 2020). Apesar dos resultados
positivos, ¢ importante destacar que a via ¢ momento de administragdo da terapia probidtica
podem impactar os resultados. Enquanto a terapia probidtia proporcionou uma reducdo de
perda oOssea alveolar de 10% em animais submetidos a inducdo da periodontite experimental,
uma redu¢do de 18% foi observada no estudo Oliveira et al. (2017). Neste estudo, os autores
realizaram aplicagdes locais no momento de colocagdo das ligaduras para indugdo da
periodontite experimental.

No presente estudo, o uso sistétmico de B. lactis HNO19, de forma geral, ndo
proporcionou alteragdes estatisticamente relevantes nos principais grupos bacterianos
relacionados ao desenvolvimento da periodontite. Esse resultado microbioldgico ¢ bastante
diferente daquele observado em estudo prévio de nosso grupo no qual foi realizada a
aplicagdo topica de B. lactis HNO19 em sitios periodontais (OLIVEIRA et al., 2017). A
aplicacdo topica desta cepa bacteriana em sitios periodontais favoreceu o aumento de
bactérias comensais e a redugdo de diversos periodontopatogenos (OLIVEIRA et al., 2017).
De fato, a racionalidade para o uso de probidticos estd fundamentada, principalmente, na sua
habilidade em remodelar comunidades microbianas e, assim, promover o crescimento €
sobrevivéncia de bactérias comensais potencialmente benéficas (WEICHERT et al., 2012).
Ainda que as diferengas microbioldgicas no aspecto quantitativo entre os grupos DPS-HN019
e DPS sejam discretas no presente estudo, € importante considerar que modulacdes
qualitativas no biofilme podem ter ocorrido em fun¢do da menor perda de osso alveolar
observada no grupo DPS-HNO19 quando comparado ao grupo DPS. Ishikawa et al. (2020)
demonstraram que probidticos podem reduzir a expressdao de genes associados a fatores de

viruléncia de P. gingivalis em modelos de biofilmes mono ou multi-espécies. Albuquerque-
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Souza et al. (2019) demonstraram que bactérias probioticas podem modular a capacidade de
P. gingivalis de aderir e invadir células epiteliais, além de regular a resposta imune inata.
Invernici et al. (2020) demonstraram que B. lactis HNO19 possui capacidade de se aderir a
células epiteliais da mucosa bucal e reduz a adesdo de P. gingivalis. Futuros estudos com
analises de metaboloma e proteoma dos biofilmes formados nos animais tratados com
probidticos serdo interessantes para investigar essa hipotese de alteragdes qualitativas e nao
apenas quantitativas.

Um aumento significativo na quantidade de B. lactis HNO19 foi observado nas
amostras de biofilme dos animais ap6s a administracdo da terapia probiotica (Grupos CS-
HNO019 e DPS-HNO0190). Invernici et al. (2018) sugeriu uma possivel transloca¢ao exdgena de
B. lactis HNO19 para o biofilme subgengival, onde o grupo teste (B. lactis HNO19 )
apresentou maior quantidade dessa bactéria mesmo 60 dias apds descontinuagdo da terapia
probidtica quando comparado ao controle (placebo). Esses resultados sugerem que a
capacidade de B. lactis HNO19 em interagir com a microbiota residente, além de sua
capacidade de interagdo com células epiteliais da mucosa bucal como demonstrado por
estudos prévios (HAUJIOKA et al. 2006; INVERNICI et al. 2020).

E importante destacar que probidticos podem modular a resposta imunoinflamatéria
do hospedeiro e, dessa forma, atuarem no controle e preven¢do da doenca periodontal. Varios
estudos ja demonstraram que algumas citocinas, como interleucina IL-12, IL-1pB, IFN-y, IL-6
e TNF-a, estdo envolvidas nas respostas imunes Thl e induzem, principalmente, uma reacdo
imunoldgica mediada por células. Em contraste, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estdo envolvidas
nas respostas imunes Th2 e promovem imunidade humoral devido a producio de fatores de
crescimento e diferenciagdo de células B (O'GARRA 1998, VAN DER BROEK et al. 2000,
BELARDELLI e FERRANTINI 2002). Na DP, o perfil de citocinas pro-inflamatorias,
principalmente mediado por IL-1p, TNF-a e INF-y, sdo determinantes para resposta destrutiva
dos tecidos de suporte dentario, bem como, a auséncia de citocinas antagOnicas a esse
processo, como IL-10 e IL-4, o que colabora para a perpetuagdo de um perfil inflamatério
cronico no hospedeiro (RAMADAN et al., 2020). No presente estudo, foram demonstrados
maiores niveis de IL-1p3 e TNFa em relagdo aos niveis de IL-10 e IL-4 no Grupo DPS quando
comparado ao Grupo DPS-HNO019. Os produtos caracteristicos de citocinas das células Thl e
Th2 sdo mutuamente inibidores entre si para a diferenciacdo e fungdes efetoras do fenotipo
reciproco. Assim, o IFN-y inibe seletivamente a proliferacdo de células Th2, enquanto IL-4 e
IL-10 inibem a sintese de citocinas pelas células Thl (MOSMANN & SAD 1996, ESSNER et

al. 1998). Todas essas citocinas desempenham um papel crucial nas respostas imunes e
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inflamatorias, e o resultado da infec¢do pode ser atribuivel ao equilibrio na taxa relativa entre
todas elas. Considerando os desfechos microtomograficos e histomorfométricos do presente
estudo, pode-se inferir que no grupo DPS tenha ocorrido uma resposta predominantemente
Thl, enquanto que no grupo DPS- HNO19 uma resposta Th2 parece ter sido predominante e
que exerceu um papel protetor na perda dssea alveolar.

No presente estudo também foi observada uma maior razao de IL-6 em relagdo aos
niveis de IL-1p ¢ TNFa no Grupo DPS quando comparado ao Grupo DPS-HNO019. A IL-6
esta envolvida na resposta de fase aguda, maturacdo das células B e diferenciacao de
macréfagos (DIEHL E RINCON, 2002). Entretanto, a literatura mostra que a IL-6 pode ter
um efeito dual e controlar o perfil de diferenciagdo Th1/Th2 de acordo com as citocinas
presentes no tecido. A IL-6 promove a diferenciagdo de Th2 e inibe simultaneamente a
polarizacdo de Thl através de dois mecanismos moleculares independentes (DIEHL S. E
RINCON , 2002). Dessa forma, a IL-6 parece estar favorecendo o perfil Th2 no grupo DPS-
HNO19 quando comparado ao grupo DPS. Ainda foi observado que o grupo DPS-HNO19
apresentou uma maior razao de TGF- B/TNF-a e M-CSF/TNF-a quando comparado ao grupo
DPS. Estudos demonstraram que TGF- induz a polarizacdo de macrofagos do tipo M2 que
levaria a uma maior produ¢do de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e atenuagdo do
perfil pro-inflamatorio (ZHANG et al., et al 2016). O M-CSF e o GM-CSF também induzem
respostas opostas nos macroéfagos. Enquanto o M-CSF direciona as células para um fendtipo
anti-inflamatorio, o GM-CSF promove um fenotipo pro-inflamatério (FLEETWOOD et al.
2009; MURRAY et al. 2014). Uma maior razdo GRO/IL10 também foi observada no grupo
DPS quando comparado ao grupo DPS-HN019. O CXCL1, também conhecido como GRO, ¢
um forte quimioatraente para neutrofilos, que formam a primeira linha de defesa no sulco
gengival (RAJARATHNAM et al. 2019; ATRI et al. 2018). Niveis aumentados de CXCL1
foram encontrados no fluido crevicular gengival (GCF) de locais periodicamente doentes, em
comparagao com locais saudaveis (KURTIS et al. 2005; SAKALI et al. 2006; GAMONAL et
al. 2000). Todos esses dados, nos sugerem que os grupos DPS e DPS-HNO19 apresentavam
perfis imunoinflamatorios diferentes que levaram a uma maior destrui¢do ou protecdo na
perda de osso alveolar.

Os resultados de expressdo génica mostraram maior expressao de FOXP-3 e menor
expressao de INF-y no grupo DPS-HNO19 quando comprado ao grupo DPS. A FOXP3
mantém a tolerancia do organismo a auto-antigenos, induzindo a diferenciacdo de Tregs e
diminuindo a diferenciagdo de células Th17 o que poderia gerar um quadro hiper

inflamatério. Dessa forma, a FOXP3 seria um controlador da inflama¢ao (FASCHING et al.
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2017). Em contrapartida, INF-y ajudaria no bloqueio de um perfil anti inflamatério (ESSNER
et al. 1998). Esses dados sugerem que o perfil de resposta imunitaria eram diferentes entre os
grupos DPS e DPS-HNO019 no tecido gengival.

A andlise de citocinas diretamente relacionadas ao metabolismo 6sseo demonstrou
que o grupo DPS-HNO19 apresentou razdio RANKL/OPG significativamente menor quando
comparado ao Grupo DPS. Esse resultado indica um efeito modulador da terapia probidtica
nos processos de reabsor¢ao e formagao dsseas. Um aumento da razao RANKL/OPG favorece
a reabsorcao Ossea por meio da osteoclastogénese e ativacao de osteoclastos (KAJIYA et al.,
2010). Esses resultados sdao corroborados por um estudo prévio de nosso grupo de pesquisa
(OLIVEIRA et al., 2017). E importante também ressaltar aqui que o grupo DPS-HNO19
demonstrou menores niveis de TNF-a quando comparado ao grupo DPS. Durante o processo
de reabsorcao dssea ocorre o acoplamento entre RANK e o receptor de TNF-a (TNFrl), o que
estimula a produgdo de RANK-L (ZHANG et al., 2001). De forma oposta a este mecanismo,
as células B secretam OPG, um potente fator anti-osteoclastogénico que preserva a massa
ossea (OZAKI et al., 2017). Esses resultados podem explicar os achados nos dados
microtomograficos e histomorfométricos de menor reabsor¢do 6ssea no grupo DPS-HNO19
quando comparado ao grupo DPS.

Os grupos tratados com B. lactis HNO19 apresentaram maior expressao de BD nos
tecidos periodontais do que aqueles nao tratados. Esse resultado corrobora os achados prévios
de nosso grupo em um estudo pré-clinico (OLIVEIRA et al., 2017) e clinico (Inivernici et al.,
2020). De fato, os tecidos gengivais saudaveis apresentam maior expressdo de BD-1, BD-2 e
BD-3 do que os tecidos de sitios com periodontite (BRANCATISANO et al., 2001; LIU et al.
2014). No presente estudo, ¢ possivel que a exposi¢ao das células epiteliais ao B. lactis
HNO19, antes da indugdo da periodontite experimental e no decorrer do desenvolvimento da
doenga, tenha potencializado a expressio de BD. Essa hipotese pode ser aventada
considerando que um aumento de BD-2 pode ocorrer quando células epiteliais gengivais sdao
primeiramente expostas a bactérias benéficas ou comensais antes da exposicdo a
periodontopatégenos (DOMMISCH et al., 2012). No presente estudo, a expressdo de BD foi
encontrada também em osteoblastos presentes nos tecidos de suporte periodontal. De fato,
osteoblastos podem expressar BD quando estimulados por bactérias ou citocinas pro-
inflamatérias (VAROGA et al., 2008; VAROGA et al., 2009). Nesse contexto, a maior
expressdo de BD nos grupos tratados com HNO19 pode ser reflexo de uma agdo antagonista
dos peptideos antimicrobianos ao processo de destruicdo dssea decorrente da inflamacao. BD

afetam a diferenciagdo e maturacdo de osteoblastos e podem, em casos de moderada
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inflamacdo ou na presenca de mediadores anti-inflamatdrios, auxiliar na protecdo do tecido
0sseo (KRAUS et al., 2012). Além do mais, a BD-3 pode reduzir a resposta pré-inflamatoria
causada pela P. gingivalis (KOBAYASHI et al. 2017). Cui et al. (2017) demonstraram que
BD-3 foi capaz de inibir o desenvolvimento da periodontite por meio da supressao da resposta
inflamatoria em macréfagos, reduzindo principalmente TNF-a.

Além dos possiveis efeitos diretos do probidtico HNO19 sobre as células epiteliais da
mucosa oral dos animais do presente estudo, pode-se aventar a hipotese de uma acao indireta
de ambas as bactérias por meio da sensibilizagao de células da mucosa intestinal. Kobayashi
et al. (2017) demonstraram que a administracao de probidticos realizada por meio de gavagem
promoveu a producdo de BD em locais distantes, como na gengiva de camundongos. Ainda
sobre a agdo sistémica de probioticos, Gatej et al. (2017) demonstraram que animais tratados
previamente com probidticos por gavagem ou inoculacdo oral mostraram reducdo de
marcadores de inflamacdo no soro. Os autores sugeriram uma possivel agdo preventiva de
probidticos na reabsor¢do dssea alveolar, sendo essa agdo parcialmente mediada pelos seus
efeitos no intestino. No presente estudo, o grupo DPS demonstrou um maior perfil pro-
inflamatorio sist€émico, caracterizado por valores aumentados nas razoes IL-1B/IL-4 e IL-
IB/IL-10 quando comparados aqueles do grupo DPS-HNO19. Dessa forma, os resultados
sugerem uma ag¢ao sistémica de HNO19 no perfil imunolégico dos animais, o que pode ter
indiretamente auxiliado na protecao dos tecidos periodontais contra os danos decorrentes da
periodontite experimental. Uma anélise do perfil microbiologico e imunoinflamatorio do
ambiente intestinal desses animais pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos sistémicos da
acao de probioticos nos tecidos periodontais.

Vale ressaltar que os efeitos dos probioticos sdo especificos a cepa e dependentes da
dose em que sdo administrados (McFARLAND et al. 2018), e, portanto, os dados gerados no
presente estudo ndo podem ser generalizados. Além disso, este trabalho apresenta limitagdes
inerentes a um estudo experimental em ratos. Mais estudos envolvendo diferentes dosagens,
regimes terapéuticos e vias de administragdo de B. lactis HNO19, bem como avaliacdo dos
efeitos sistémicos da terapia (bacteremia e alteracdes na microbiota intestinal) sdo
necessarios. Novos estudos envolvendo técnicas de sequenciamento de DNA metagendmico e
analise de transcriptoma serdo uteis para avaliar o impacto da terapia probiotica no

microbioma oral e intestinal e na resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro.
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7. CONCLUSAO

O uso sistémico de B. lactis HN0O19 modifica os parametros imunoinflamatérios e
microbiologicos, promovendo um efeito protetor contra a perda 6ssea alveolar em ratos com

periodontite experimental.
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UNIVERSIDADE DE SA0 PAuLO

CE U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

Comaas o $1ica 4o Lo o8 Aresass COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos da terapia com Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis HN019 e Bdellovibrios bacteriovorus HD100 na Periodontite
experimental em ratos: estudo do perfil microbiolégico, imunolégico, histolégico e
genético da resposta do hospedeiro”, Protocolo n° 2014.1.389.58.2, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Michel Reis Messora — que envolve a produgéo,
manutengao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA/FORP) em reunido de

15/07/2014, com alteragbes aprovadas pela Comissdo em 19/08/2015.

Vigéncia do Projeto | 01/10/2014 a 01/10/2015

Espécie/Linhagem | Rato heterogénico/ Wistar

N° de animais 184

Peso/ldade 250-300g/ 42 a 56 dias

Sexo Machos

QOrigem Biotério Central do Campus USP - Ribeirdo Preto

Ribeirao Preto, 19 de agosto de 2015.

Profa. Dra: iara De Rossi Daldegan

Coordenadora da CEUA - FORP/USP

CEUA- FORP/USP
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ComissAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMISSAO DE ET]CA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICATE CEUA - FORP/USP

We hereby certify that the project entitled "Effects of Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis HN019 and Bdellovibrios bacteriovorus HD100 on the experimental
periodontitis in rats: microbiological, immunological, histological and generic
features of the host response" Protocol 2014.1.389.58.2 under the responsibility of
Prof. Dr. Michel Reis Messora involving the production, maintenance and/or use of
animals from the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human), for purposes
of scientific research (or teaching) — is in accordance with the provisions of Law No.
11.794, of October 8th, 2008, Decree No. 6899 of July 15th, 2009, and the rules issued by
the National Board of Animal Experimentation Control (CONCEA), with the Ethical
principles in animal research adopted by the Animal Research Ethics Committee of the
School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil, and was approved

in 15/07/2014, with mofifications approved in 19/08/2015.

Duration of the Project | 01/10/2014 a 01/10/2015

Species/Lineage Heterogenic rat/ Wistar

N° of animals 184

Weight / age 250-300g/ 42-56 days

Gender Male

Origin Central Animal Research Facilities of Campus Ribeirao
Preto — University of Sdo Paulo

Ribeirdo Preto, August 19th, 2015.

Profa. D diara De Rossi Daldegan
Coordenadora da CEUA - FORP/USP

CEUA- FORP/USP
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ANEXO C

Probiotics and Antimicrobial Proteins

Comparison between different delivery vehicles for the probiotic Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 on experimental periodontitis in rats
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Comparison between different delivery vehicles for the probiotic Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 on experimental periodontitis in rats
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Objective

This study aimed to assess the effects of the probiotic (PROB) Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 in two different delivery vehicles in experimental
periodontitis (EP).

Methods

32 rats were assigned into groups: C (control), EP, EP-PROB/Water and EP-
PROB/Milk. The probiotic was administered for four weeks, from baseline to
euthanasia. Periodontitis was induced by ligatures 14 days after baseline. Data were
statistically analyzed (p<0.05).

Results
Both probiotic groups presented higher bone volume and less bone porosity in the

furcation area, and increased interproximal attachment level than group EP. Also,
these parameters were significantly improved in the Milk group when compared with
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the Water group. EP-PROB/Milk showed higher gene expression for IL-10 and lower
for FOXP3 in relation to EP-PROB/Water and EP groups.

Conclusion

the use of milk was able to potentiate the protective effects of B. lactis HN0O19 in rats
under EP.
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