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RESUMO

Araujo, LDC. Probidtico: Avaliacao da atividade antimicrobiana /in vitro e do efeito /n vivo na
progressao de lesdes periapicais, por meio de analise microscdpica. Ribeirdo Preto, 2020.107p.
[Dissertacao de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo; 2020.

Os probidticos sdao micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Pesquisas em relacao ao uso de
probidticos para tratamento de doencas na cavidade bucal tem apresentado resultados
relevantes. Entretanto, poucos estudos relatam o efeito do uso de probidticos nas infeccoes
pulpares e nenhum estudo /n vivo utilizou os probidticos como solucdo irrigadora de canais
radiculares. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar, /n vitro, a atividade antimicrobiana
do probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19, por meio da técnica do poco,
contra 10 micro-organismos podem ser encontrados envolvidos em infecgdes endodonticas.
Além disso, foi avaliado /in vivo, por meio da analise microscdpica, o efeito desse probidtico
quando utilizado como solugao irrigadora de canais radiculares de dentes de ratos com lesoes
periapicais induzidas. Para a analise in vitro, foi feita a atividade antimicrobiana do probidtico
sobre os Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lacticaseibacillus casei, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
endodontalis, Prevotella intermedia e Fusobaterium nucleatum. Apds 48 a 72 horas de
incubacao das placas de petri contendo meio de cultura, as cepas dos micro-organismos e o
probidtico, as placas foram examinadas para avaliacdo da uniformidade do crescimento
microbiano, presenca de contaminantes e do halo de inibicdo. Apds a inspecao visual, a leitura
do halo de inibicao foi realizada com auxilio de um paquimetro digital utilizando fonte de luz
refletida para iluminar a placa invertida sobre um fundo preto e opaco apds a remocao da
tampa. Desse modo, foram obtidos 3 valores de cada indculo bacteriano que foram somados
e divididos por trés para se obter a média dos valores. Ja para a avaliagao /n vivo, os animais
foram divididos em seis grupos de acordo com a solucao irrigadora utilizada nos canais
radiculares apos abertura coronaria e exposicao do tecido pulpar, conforme segue: Grupo I (4
animais/ 8 dentes) dentes higidos; Grupo II (4 animais/ 4 dentes): Hipoclorito de sddio a 2,5%
como solugdo irrigadora (3 dias); Grupo III (4 animais/4 dentes): Probidtico como solucdo
irrigadora (3 dias); Grupo IV (12 animais/ 24 dentes): Lesao periapical sem nenhum
tratamento (7, 21 e 42 dias); Grupo V (12 animais/24 dentes): Hipoclorito de sddio a 2,5%
como solucdo irrigadora (7, 21, 42 dias); Grupo VI (12 animais/24 dentes): Probidtico como
solugdo irrigadora (7, 21, 42 dias). O probidtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. lacti)
HNO19 foi utilizado como solugdo irrigadora, formulada pela adicao do probidtico a 2,7x 10°
UFC em meio aquoso, acrescida de 2,0% de carboximetilcelulose, com um volume final de
100mpL. Para a administracao local, os canais radiculares foram irrigados no dia 0 e dias 3, 7,
14, 21, 28 e 35 dias apds a inducao da lesdao periapical. Apds eutanasia dos animais, as
mandibulas foram submetidas ao processamento histotécnico, as laminas coradas em
hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em microscopica Optica para descricdo das
caracteristicas do contetdo do canal radicular e das regides apical e periapical, paralelamente
a anadlise morfométrica da area das lesOGes periapicais, em microscopia fluorescente. Foi
realizada, ainda, a contagem de osteoclastos, empregando a histoenzimologia para Atividade
da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP). Os resultados obtidos foram submetidos a
analise estatistica por meio diferentes testes de acordo com a natureza dos dados. Para todas
as analises foi adotado o nivel de significancia de 5%. Os resultados do estudo /in vitro
demonstraram que o probidtico B. animalis subsp. lactis HNO19 promoveu a inibicdo de todas
as cepas dos patdgenos avaliados, com excegdo do Candida albicans, demostrando atividade
antimicrobiana sobre esses micro-organismos. Ja os resultados do estudo /n vivo da analise
dos parametros histopatoldgicos demostraram que os grupos III e VI, com probidtico como



solugdo irrigadora, apresentaram melhores resultados quando comparados ao grupo sem
tratamento e com a irrigagao de hipoclorito de sédio, mostrando menor quantidade de células
inflamatdrias e menor area da les3ao. Em relacdo ao nimero de osteoclastos, foi observado
diminuicao apenas no grupo III, aos 3 dias (p=0,0425), e no grupo VI aos 21 dias (p=0,0043).
Apds as metodologias e os resultados obtidos, pode-se concluir que o probidtico
Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 apresentou /n vitro atividade antimicrobiana
contra micro-organismos presentes em infeccoes endodbnticas, além de apresentar,
microscopicamente, um potencial terapéutico para administracao local como solucdo irrigadora
na progressao da lesao periapical, quando comparado ao hipoclorito de sédio.

Palavras-chave: infecgao endodontica, lesdo periapical, probidticos, micro-organismos, solugao
irrigadora.



ABSTRACT

Araujo, LDC. Probiotic: Evaluation of in vitro antimicrobial activity and in vivo effect on the
progression of periapical lesions, through microscopic analysis. Ribeirdao Preto,2020.107p.
[Master dissertation]. Ribeirdo Preto: Ribeirdo Preto School of Dentistry, University of Sao
Paulo; 2020.

Probiotics are living microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer
health benefits to the host. Research regarding the use of probiotics to treat diseases in the
oral cavity has shown relevant results. However, few studies report the effect of using
probiotics on pulp infections and neither in vivo study has used probiotics as an irrigation
solution for root canals. Thus, the objective of the present study was to evaluate, in vitro, the
antimicrobial activity of the probiotic Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19, using the
well technique, against 10 microorganisms that can be found involved in endodontic infections.
In addition, it was evaluated in vivo, through microscopic analysis, the effect of this probiotic
when used as an irrigation solution for root canals of rat’s teeth with induced periapical lesions.
For in vitro analysis, probiotic antimicrobial activity was performed on Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Lacticaseibacillus caseij, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
intermedia e Fusobaterium nucleatum. After 48 to 72 hours of incubation of the petri dish
containing culture medium, the strains of the microorganisms and the probiotic, the dishes
were examined to assess the uniformity of microbial growth, the presence of contaminants
and the halo of inhibition. After visual inspection, the inhibition halo was read with the aid of
a digital caliper using a reflected light source to illuminate the inverted plate on a black and
opaque background after removing the cover. Thus, 3 values of each bacterial inoculum were
obtained, which were added and divided by three to obtain the average of the values. For the
in vivo evaluation, the animals were divided into six groups according to the irrigating solution
used in the root canals after coronary opening and exposure of the pulp tissue, as follows:
Group I (4 animals / 8 teeth) healthy teeth; Group II (4 animals / 4 teeth): 2.5% sodium
hypochlorite as an irrigating solution (3 days); Group III (4 animals / 4 teeth): Probiotic as an
irrigating solution (3 days); Group IV (12 animals / 24 teeth): Periapical lesion without any
treatment (7, 21 and 42 days); Group V (12 animals / 24 teeth): 2.5% sodium hypochlorite as
an irrigating solution (7, 21, 42 days); Group VI (12 animals / 24 teeth): Probiotic as an
irrigating solution (7, 21, 42 days). The probiotic Bifidobacterium animalis subsp. /actis (B.
lacti) HNO19 was used as an irrigating solution, formulated by adding the probiotic at 2.7x 10°
CFU in aqueous medium, plus 2.0% of carboxymethylcellulose, with a final volume of 100mpL.
For local administration, the root canals were irrigated on day 0 and days 3, 7, 14, 21, 28 and
35 days after induction of the periapical lesion. After euthanizing the animals, the mandibles
were submitted to histotechnical processing, the slides stained in hematoxylin and eosin (HE)
and analyzed in optical microscopy to describe the characteristics of the root canal content
and the apical and periapical regions, in parallel to the morphometric analysis of the area
periapical lesions, under fluorescent microscopy. Osteoclast counting was also performed,
using histoenzymology for Tartrate Resistant Acid Phosphatase Activity (TRAP). The results
obtained were submitted to statistical analysis through different tests according to the nature
of the data. For all analyzes, the significance level of 5% was adopted. The results of the in
vitro study demonstrated that the probiotic B. animalis subsp. /actis HNO19 promoted the
inhibition of all strains of the pathogens evaluated, with the exception of Candida albicans,
demonstrating antimicrobial activity on these microorganisms. The results of the in vivo study
of the analysis of the histopathological parameters showed that groups III and VI, with
probiotic as an irrigating solution, presented better results when compared to the group
without treatment and with the irrigation of sodium hypochlorite, showing less inflammatory
cells and smaller lesion area. Regarding the number of osteoclasts, a decrease was observed



only in group III, at 3 days (p=0.0425), and in group VI at 21 days (p=0.0043). After the
methodologies and the results obtained, it can be concluded that the probiotic Bifidobacterium
animalis subsp. /actis HNO19 showed in vitro antimicrobial activity against microorganisms
present in endodontic infections, besides presenting, microscopically, a therapeutic potential
for local administration as an irrigating solution in the progression of periapical lesion, when
compared to sodium hypochlorite.

Keywords: endodontic infection, periapical lesion, probiotics, microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Na cavidade bucal, patdgenos que fazem parte da microbiota bucal residente
sobrevivem em simbiose. Por meio de uma cavidade decorrente da lesdao de carie, os
patdgenos invadem o canal radicular e desenvolvem um processo infeccioso até a regidao apical
e periapical, paralelamente a ocorréncia de um “shift" microbiano (Igbal, 2012; Marsh, 2010;
Allaker e Stephen; 2017; Samaranayake e Matsubara, 2017). A microbiota do canal radicular
varia de acordo com o grau e tipo de infeccdo. Inicialmente, ha a prevaléncia de bactérias
facultativas, ou seja, aquelas que podem sobreviver em condicdes aerdbias ou anaerdbias. Na
fase aerdbia, ha a prevaléncia de Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e
Actinomyces viscosus (Brooks, 2003; Siqueira e RoOcas, 2005; Siqueira e Rocas, 2014;
Samaranayake e Matsubara, 2017). Entretanto, com a persisténcia da patologia pulpar, ha
uma diminuicdo do oxigénio, tornando o meio predominantemente anaerdbio e,
consequentemente, modificando aquele microbioma em anaerdbio, com prevaléncia de
Propionibacterium, Eubacteria, Arachnia, Lactobacillus, Bifidobacterium e Actinomyces
(Brooks, 2003; Siqueira e Rocas, 2014; Qian et al., 2019; Park et al., 2020).

A persisténcia dos micro-organismos no canal radicular e regido apical e periapical
podera desencadear, pela agao do préprio micro-organismo nos tecidos bucais, assim como
pelo efeito de seus produtos e subprodutos, como o lipopolissacarideo (LPS ou endotoxina
bacteriana), diversos eventos bioldgicos que levam a um processo inflamatdrio cronico e
reabsorcdo Ossea e de cemento-dentina (Silva et al., 2004). Encontrado em infeccOes, o
Enterococus faecalis € um micro-organismo anaerdbio com capacidade de resistir ao
tratamento de canal radicular, particularmente pela sua bomba de prétons, que tem a
capacidade de acidificar seu citoplasma, promovendo a sobrevivéncia desse micro-organismo
em pH alcalino (Evans et al., 2002; Miranda et al., 2013; Sanchez-Sanhueza et al., 2020).

O sucesso do tratamento endodontico depende de muitos fatores, podendo ser
influenciado pela anatomia complexa dos canais radiculares de dentes deciduos e
permanentes, incluindo o nimero, a curvatura e as ramificagdes dos canais, além da
localizagao do forame apical, dificultando a completa desinfeccao do sistema de canais
radiculares (Peters, 2004; Estrela et al., 2014; Ahmad e Alenezi, 2016; Ahmed e Hashem,
2016; Hidalgo et al., 2017). Além disso, a presenca de lesdo periapical cronica, como
consequéncia de infeccao bacteriana proveniente da polpa dentdria necrdtica, estd associada
a uma maior taxa de insucesso apods o tratamento endodontico (Estrela et al., 2014; Hidalgo
et al., 2016; Silva et al., 2017). Paralelamente, nos casos de dentes com necrose pulpar e
lesdo periapical, a infeccdo nao estd restrita ao canal principal, mas disseminada nas

ramificagbes apicais, tlbulos dentinarios, cemento apical e biofilme extraradicular,
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contribuindo, portanto, para uma limitada eliminacdo da contaminacdo somente com a
realizacdo do preparo biomecanico (Leonardo et al., 2008; Neelakantan et al., 2017; Siqueira-
Junior et al., 2018).

Assim, durante o tratamento endoddntico de dentes com lesao periapical recomenda-
se que uma medicagao intracanal seja utilizada, entre as sessoes, para auxiliar na desinfeccao
do sistema de canais radiculares. As taxas de sucesso nesses casos sao maiores com o uso de
uma medicagao intracanal antimicrobiana entre as sessdes, em comparacao ao tratamento
efetuado em sessdo Unica (Vera et al., 2012; Borsatto et al., 2016; Hidalgo et al., 2016; Silva
et al., 2017).

O hidroxido de calcio tem sido a medicacao intracanal mais estudada, discutida e
empregada tendo em vista suas excelentes propriedades, tais como agao antimicrobiana
(Assed et al., 1996; Leonardo et al., 2000; Sangalli et al., 2018), anti-exsudativa (Heithersay,
1970; Allard et al., 1987; Sousa et al., 2014), indutora da formacdo de tecido mineralizado
(Schroder, 1985; Leonardo et al., 2006; Da Silva et al., 2008; Silva et al., 2010; Nowicka et
al., 2015; Hidalgo et al., 2016; Silva et al., 2017; Didilescu et al., 2018), além de apresentar
biocompatibilidade (Nelson-Filho et al., 1999; Leonardo et al., 2006; Andolfatto et al., 2012;
Lima et al., 2015; Zarei et al., 2016; Cintra et al., 2017), propriedade de dissolugao de tecidos
necréticos (Hasselgren et al., 1988; Andersen et al., 1992; Turkiin et al., 1997; Zehnderet al.,
2003; Slutzky-Goldberg et al., 2013), e de hidrdlise do LPS (lipopolissacaarideos) bacteriano
in vitro e in vivo (Safavi e Nichols, 1994; Barthel et al., 1997; Nelson-Filho et al., 2002; Silva
et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005; AdI et al., 2015; Marinho et al.,
2018), tornando-o a medicacao intracanal de escolha durante o tratamento endodontico
(Holland et al., 2017). Para que o hidréxido de calcio exerca essas fungdes em todo o sistema
de canais radiculares este devera permanecer, no interior dos canais radiculares, por no
minimo 14 dias, o que exigira, portanto, a realizacao de duas sessdes de tratamento (Leonardo
et al., 2006). Também, estudos clinicos comprovando que o curativo intracanal com pasta a
base de hidréxido de calcio é necessario em casos de dentes com lesao periapical, previamente
a obturacdo final dos canais radiculares (De Castro Rizzi-Maia et al., 2016; Silva et al., 2017).

Entretanto, na literatura especifica ha uma divergéncia em relacao a necessidade de
multiplas sessbes durante o tratamento endodbntico, uma vez que estudos clinicos e
radiograficos ndo relatam diferencas significativas entre os tratamentos realizados em sessdo
Unica ou em multiplas sessbes (Bharuka e Mandroli, 2016; Chhabra et al., 2017) embora os
estudos microscdpicos, em modelos animais, demonstraram uma significativa diferenca entre
as técnicas com indices de sucesso muito superiores quando da utilizacdo da medicagao entre

sessoes (Plotino et al., 2016).
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Atualmente, ha a busca por técnicas complementares ao tratamento endodontico,
almejando alcancar uma taxa de sucesso comparavel ou superior ao uso de medicacdo
intracanal a base de hidroxido de calcio, entre as sessdes. Assim, diferentes materiais e
técnicas vém sendo sugeridos na literatura especifica como as pastas antibidticas (Adl et al.,
2012, 2014; Pai et al., 2014, Lakhani et al., 2017; Arruda et al., 2018; de-Jesus-Soares et al.,
2020), a associacao do hidréxido de célcio com agentes antimicrobianos como a clorexidina
(De Rossi et al., 2005; Silva et al., 2008; Ito et al., 2011; Donyavi et al., 2016; Silva et al.,
2017; Arruda et al., 2018, Barbosa et al., 2020; Siddharth et al., 2020), medicacdes baseadas
em agentes naturais como a epigalogatequina-3-galato derivada do cha verde, (Lee et al.,
2009; Ferreira 2013; Hong et al., 2015; Ramezanali et al., 2016, Agarwal et al., 2020).

Adicionalmente, para a etapa do preparo biomecanico, diferentes solucdes irrigadoras
sao indicadas na literatura para o tratamento de canal radicular. Dentre elas, o hipoclorito de
sadio é a solucdo frequentemente recomendada, mais estudada e comumente utilizada devido
a sua acao antibacteriana e capacidade de dissolucao de restos necréticos (Estrela et al., 2002;
Teixeira et al., 2005; Miranda et al., 2013; Dioguardi et al., 2018; de-Jesus-Soares, 2020;
Agarwal et al., 2020). Todavia, essa solucao possui o inconveniente de ser toxica quando em
elevadas concentragOes em tecidos vitais e de possuir um potencial causador de complicacoes
quando ndo utilizado com aspiracdao concomitante e quando nao respeitado o limite de
instrumentagao, sendo agressivo para os tecidos moles, capaz de corroer metais e causar
lesOes significativas em olhos, pele ou mucosa bucal (Lee et al., 2011; Al-Sebaei et al., 2015;
Botton et al., 2016; Shetty et al., 2020). Um caso clinico publicado pelo nosso grupo de
pesquisa demonstrou a ocorréncia de enfisema aéreo relacionado ao extravasamento
inadvertido da solucao de hipoclorito de sddio durante tratamento endodontico (Sermefio et
al., 2009). Outro caso descrito por Tenore et al. (2018), descreveu a mesma ocorréncia de
enfisema subcutaneo apds a irrigacdo de hipoclorito de sddio, demostrando a agressividade
do produto. Em 2019, Yamamoto-Silva e colaboradores descreveram um caso de
extravasamento de hipoclorito de sédio em uma paciente que havia sido submetida a um
tratamento endoddntico, resultando em uma ulcera quimica induzida pela solugao.

Paralelamente, estudos demonstraram a utilizagao da clorexidina a 2% como solugao
irrigadora de canais radiculares, baseando-se na sua acao antibacteriana e antifingica (Gomes
et al.,2013; Donyavi et al., 2016; Tong et al., 2020). Entretanto, a clorexidina ndao apresenta
capacidade de atuar em biofilmes, nao inativa as endotoxinas (Gomes et al., 2013; Park et al.,
2020), além de nao possuir eficacia contra residuos inorganicos e organicos (Dioguardi et al.,
2018).
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Com o proposito de auxiliar a atividade irrigante em atingir o terco apical e estruturas
anatomicas mais complexas, diferentes técnicas foram idealizadas utilizando sistemas sonicos
e ultrasonicos, pressao negativa (Endovac) e variados tipos de laser, juntamente com solucoes
irrigadoras que produzem um movimento na area de irrigacao, resultando em uma melhor
limpeza comparado a técnica convencional (Dioguardini et al., 2018; Kumar et al., 2018;
Hartmann et al., 2018; Liu T et al., 2018; Rodig et al., 2018; Susila e Minu, 2019; Jasrotia et
al., 2019; Uzunoglu-Ozyyiirek et al., 2020).

Entretanto, até o momento ainda hd uma busca crescente por substancias que
possibilitem acao antimicrobiana no canal radicular, reduzindo a probabilidade de ocasionar
injurias aos tecidos moles e ao paciente (Divia et al., 2018; Kermeoglu et al., 2018).

Nesse sentido, o uso terapéutico de probioticos cresceu notavelmente nos Ultimos
anos, tanto na drea médica como na odontoldgica (Keller et al., 2012; Mahasneh et al., 2017,
McCabe e Parameswaran, 2018; Morales et al., 2020; Pudgar et al., 2020). Conceituado pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS), probidticos sdo “micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidade adequadas, conferem um beneficio a saide do hospedeiro”
sendo reconhecido que estes fazem parte do sistema de defesa imunoldgica (Bohora e Kokate,
2017; Mahasneh et al., 2017). Consumido ha mais de 1000 anos pela humanidade, estao
presentes em produtos fermentados, como queijos, paes, iogurtes, e ndo fermentados, como
carnes e frutas.

As bactérias benéficas a salde estdo relacionadas a prevencao e tratamento de
alteracdes em diversos tecidos do organismo, atuando principalmente no trato gastrointestinal,
como também em pele, sistema respiratdrio e na saide mental (Nole et al, 2014; Meurman e
Stamatova, 2017, Hajela et al., 2020; Li et al., 2020). Além disso, possuem um papel
fundamental no equilibrio do organismo e na manutencao da saude bucal, interagindo com o
microbioma oral e fornecendo o equilibrio microbiano saudavel (Mahasneh et al., 2017;
Meurman e Stamatova, 2018; Zaura e Twetman, 2019; Stanisic et al., 2020).

Os principais mecanismos de acao sao a adesao as superficies, modificando a adesao
de bactérias patdgenas, co-agregagdo com microrganismos patogénicos, secregao de
moléculas ativas e alteracdo da resposta imunoinflamatdria (Walker, 2008; Travers et al.,
2011; Mahasneh e Mahasneh, 2017; Tahuer et al., 2017; Martens et al., 2018).

Evidéncias cientificas demostram efeitos benéficos no uso de probidticos em diferentes
processos na cavidade bucal, variando o tipo de cepa probidtica e consequentemente o efeito
nos diversos estudos, como no tratamento da periodontite (Ricoldi et al., 2017; Morales et al.,
2018; Schmitter et al., 2018; Stanisic et al., 2020), prevencao e tratamento de mucosites e
peri-implantite (Galofré et al., 2018; Silva et al., 2020), efeito na reabsorcao dssea durante o
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movimento ortodontico, prevencao de manchas brancas em pacientes ortodonticos (Pazzini et
al.,2017; Khoroushi e Kachui, 2017; Alp e Baka, 2018), efeito profilatico contra carcinoma de
células escamosas (Aghazadeh et al., 2017; La Rosa et al., 2020), além da atuacao na
prevencao de lesdes de carie (Allaker e Stephen, 2017; Kumar et al., 2018; Lin et al., 2018;
Villavicencio et al., 2018; Angarita-Diaz et al., 2020; Bustamante et al., 2020). RevisOes
sistematicas da literatura destacam claras evidéncias dos beneficios obtidos apos a utilizacao
de probidticos como adjuvantes no tratamento periodontal (Gruner et al., 2016; Martin-
Cabezas et al., 2016; Matsubara et al., 2016; Ikram et al., 2018; Vives-Soler et al., 2020).

Na Endodontia, apenas dois estudos avaliaram o efeito de probidticos no
desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas em ratos. Em 2019, Cosme-Silva et al.
descreveram que a suplementacdo sistémica com Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
acidophilus promoveu efeito significativo na severidade das lesdes periapicais, demonstrando
o efeito anti-inflamatério de probidticos no desenvolvimento de lesdes periapicais.
Posteriormente em 2020, Cosme-Silva et al. demonstraram que essa suplementagao
apresentou efeito positivo na reducao do processo inflamatério e na reabsorcao dssea
presentes no desenvolvimento das lesOes periapicais. Adicionalmente, Bohora e colaboradores,
em 2019, demonstraram, o efeito inibitério de probidtico do grupo Lactobacillus e
Bifidobacterium contra Enterococcus faecalis e Candida albicans em ambos os estagios
planctonico e biofilme.

Em meio ao cenario atual, é importante destacar pesquisas a respeito do papel dos
probidticos na Covid-19. Como ja é um fato, os Lactobacillus desempenham um papel vital em
desordens gastrointestinais e sao conhecidos por sua capacidade antibacteriana e antiviral (Di
Cerbo et al., 2016; Sunmola et al., 2019). A inibicao do H1IN1, HIV, Corona Gastrico e Rotavirus
sao comprovados por estudos in vitro e in vivo, sendo os probidticos responsaveis pela redugao
da carga viral (Hasan et al., 2020). Um estudo recente mostrou que pacientes com Covid-19
apresentaram disbiose com diminuicao na contagem de Lactobacillus e Bifidobacterium (Xu et
al., 2020). Assim, estudos tem proposto o uso de probidticos como uma terapia adjuvante
para regulacao da microbiota intestinal e reduzir o risco de infeccOes secundarias nesses
pacientes (Akour, 2020; Dhar e Mohanty, 2020; Morais et al., 2020).

Pelo exposto, tendo em vista que poucos estudos avaliaram o efeito de probidticos na
microbiota bucal, especificamente aquela relacionada as infecgdes endodbnticas (Bohora et al.
2017; Bohora et al., 2019; El-Sayed et al., 2019; Cosme-Silva et al., 2019; Cosme-Silva et al.,
2020) , além das evidéncias cientificas afirmando a relacdo dos mesmos com saulde dssea e
sistema imune, o estudo do efeito dos probidticos utilizados como solucdo irrigadora é

relevante a fim de que esses possam ser utilizados na pratica clinica.
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2. PROPOSICAO

Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar /n vitro a atividade antimicrobiana do
probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis (B. lacti) HN09, em relacado a diferentes micro-
organismos envolvidos na infeccdo do canal radicular, além da avaliagdo /n vivo do efeito desse
probidtico, utilizado como solucdo irrigadora em canais radiculares de dentes de ratos, na

progressao da lesdo periapical.

Objetivos Especificos
- Avaliagdo da atividade antimicrobiana do probidtico contra os micro-organismos
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e Fusobaterium nucleatum, por

meio da técnica de poco.

- Andlise em microscopia optica para a descricao das caracteristicas do conteido do
canal radicular e das regides apical e periapical, apds a administracao local de

probidtico como solugdo irrigadora de canais radiculares de ratos.

- Mensuragao da darea microscOpica correspondente as lesdes periapicais, por
microscopia de fluorescéncia, apos a administragao local de probidtico como solugao

irrigadora de canais radiculares de ratos.

- Marcacao e contagem de osteoclatos, por meio da histoenzimologia para atividade da
fosfatase acida resistente ao tartarato, apds a administracao local de probidtico como

solucao irrigadora de canais radiculares de ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo /n vitro para avaliacdao da atividade antimicrobiana de probiético
Previamente ao inicio do estudo /n vivo, foi realizada uma analise /in vitro para avaliar
a atividade antimicrobiana do probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 contra
micro-organismos envolvidos em infeccdes endodonticas, utilizando a técnica do poco.
Foram selecionadas 10 cepas da American Type Culture Collection (ATCC) por
apresentarem estabilidade genética, além de serem padronizadas para o monitoramento de

varios parametros principais no controle de qualidade (Tabela 1).

Tabela 1. Micro-organismos utilizados para a avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana do probidtico
Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19.

Aerdbios Microaerofilos Anaerobios
Enterococcus faecalis Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
(ATCC 4083) (ATCC 25175) (ATCC W83)
Staphylococcus aureus Streptococcus sobrinus Prevotella intermedia (RTCC
(ATCC 6538) (ATCC 33478) 25611)
Candida albicans Lactobacillus casei Fusobacterium nucleatum
(ATCC 1023) (ATCC 11578) (ATCC 49256)

Porphyromonas endodontalis
(ATCC 35406)

Foram utilizadas placas de Petri contendo meios de cultura especificos, de acordo com
as exigéncias dos micro-organismos utilizados. Para os micro-organismos Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Candida albicans foi utilizado o meio de cultura Brain Heart Infusion agar (Difco).
Para Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e
Fusobaterium nucleatum, o meio de cultura utilizado foi o Brain Heart Infusion agar (Difco)
suplementado com hemina, menadiona e sangue desfibrinado de carneiro.

As cepas dos micro-organismos indicadores ja desenvolvidas foram retiradas de seus
respectivos meios de cultura, com auxilio de uma alca bacteriolégica descartavel. Em seguida,
uma amostra de cada cepa foi individualmente dissolvida em um tubo de ensaio contendo
caldo Brain Heart Infusion (Difco) ou caldo Brain Heart Infusion (Difco) suplementado com
hemina e menadiona, de acordo com os diferentes tipos de micro-organismos, até atingirem
densidade 6ptica (DO) correspondente a 1,5 x 108 UFC/mL. De cada solucdo padronizada, com

auxilio de uma pipeta, 1,0mL foi retirado e dispensado de forma uniforme sobre a superficie
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do agar da placa de Petri, sendo mantidas em repouso em temperatura ambiente por 30
minutos. Com um tubo esterilizado de 15mm, foram efetuados trés furos equidistantes na
placa, e com uma pinga, retirou-se o agar recortado. Dispensou-se, em cada pogo, 50uL de
agar dissolvido para selamento. Apds secagem, utilizando-se uma pipeta automatica, 200uL
da suspensao de probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 (HOWARU® Bifido
Probiotics, DuPont™ Nutrition & Biosciences, EUA) foram adicionados em cada poco, na
concentracdo da ordem de 2,7 x 10° UFC/mL. Em seguida, as placas foram recobertas por um
papel de filtro, um pouco maior que o diametro da tampa, a fim reter a agua de condensacao,
ja que foram colocadas sem inverter e incubadas a 37°C em atmosfera gasosa adequada para
cada micro-organismo. Para os aerdbios foi utilizada a estufa a 37°C; para os microaerdfilos
foi empregada jarra com chama de vela em estufa a 37°C; e para os anaerdbios, foi
empregada jarra contendo gerador de anaerobiose GasPak EZ (GASPAK EZ Anaerobe
Container System with indicator, Sparks, MD, EUA), em estufa a 37°C (Figura 1).

Apds 48 a 72 horas de incubagdo, as placas foram examinadas para verificar se o
crescimento obtido estava uniforme, se existia presenca de contaminantes e se o diametro do
halo de inibicdo estava bem definido. Apds esta inspecao visual, a leitura foi realizada com
auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo®) utilizando fonte de luz refletida para iluminar a
placa invertida sobre um fundo preto e opaco apds a remocao da tampa, desconsiderando os
15mm do diametro do poco. Desse modo, foram obtidos 3 valores para cada indculo bacteriano
que foram somados e divididos por trés para se obter a média aritmética dos valores.

Figura 1. Ilustracdo da técnica do poco, utilizada para avaliar a atividade microbiana do probidtico
Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 sobre diferentes micro-organismos indicadores.
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3.2 Estudo /n vivo da administracao local do probidtico como solucao irrigadora

Inicialmente, o projeto foi submetido & apreciagdo pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FORP/USP) (Protocolo n° 2018.1.782.58.0), tendo sido aprovado (Anexo A).

Todos os procedimentos realizados nos animais foram conduzidos de acordo com as
diretrizes éticas da Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade de S3o Paulo —
Campus de Ribeirao Preto, e baseados no guia ARRIVE para estudos em animais (Kilkenny et
al., 2010; Percie du Sert et al., 2020).

Para esse estudo, foram utilizados 44 ratos machos Wistar adultos (Rattus norvegicus,
albinus), pesando 170-250g, adultos jovens, com 3 meses de idade, adquiridos do Biotério
Central da Universidade de Sao Paulo — Campus de Ribeirao Preto. Os animais foram mantidos
em gaiolas de polipropileno (4 animais por gaiola), com temperatura (22 * 2°C) e umidade
relativa do ar (55 £+ 10%) constantes, em ciclo de claro escuro de 12:12 horas, no Biotério I
da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP, com livre acesso a racao e agua (Ricoldi

et al., 2017). Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais, conforme a Figura

2.
Figura 2. Distribuicdo dos grupos avaliados.
Grupo I Grupo II Grupo IIT
Hig?do uagm* pl:|)_== Grupo IV Grupo V Grupo VI
L perode. L periode. L pioda Sem trat. NaOCI* pPL*
- S ey 3 periodos 3 periodos 3 periodos
n=8 n=4 n=4 experimentais experimentais experimentais
| n =24 n =24 n =24
[ | |
I [ | I [ | | I L
7 dias | | 21 dias || 42 dias| | 7 dias || 21 dias||42 dias | [ 7 dias | |21 dias | |42 dias
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Legenda:

N=nlmero de animais

n=nlmero de amostras [(dentes)

*NaOCl= hipoclorito de sddio

*PL= probidtico Sifidebactenum animals subsp. Bctis HNO19
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A distribuicdo dos grupos foi feita da seguinte forma: Grupo I (4 animais/ 8 dentes)
dentes higidos; Grupo II (4 animais/ 4 dentes): Hipoclorito de sodio a 2,5% como solugao
irrigadora (3 dias); Grupo III (4 animais/4 dentes): Probidtico como solucao irrigadora (3 dias);
Grupo IV (12 animais/ 24 dentes): Lesao periapical sem nenhum tratamento (7, 21 e 42 dias);
Grupo V (12 animais/24 dentes): Hipoclorito de sédio a 2,5% como solucao irrigadora (7, 21,

42 dias); Grupo VI (12 animais/24 dentes): Probidtico como solucdo irrigadora (7, 21, 42 dias).

3.2.1 Preparo da Solugdo Irrigadora com Probiotico

O probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 foi cultivado em meio MRS
Agar (Man, Rogosa and Sharpe - D™ Lactobacilli MRS Broth, Sparks, MD, EUA) por 48 horas
a 37°C sob condigdes de anaerobiose (GASPAK™ EZ Anaerobe Container System with
indicator, Sparks, MD, EUA). A seguir, com auxilio de alca esterilizada, o indculo bacteriano foi
transferido para tubos de centrifugacdo tipo Falcon contendo pérolas de vidro e 4gua destilada
esterilizada. Apds homogeneizacdo em agitador de tubos (Phoenix AP 65, Araraquara, SP,
Brasil), foi realizada a determinacdo da DO no comprimento de onda de 625nm em
espectrofotdbmetro (Micronal - AJX -1000, S3ao Paulo, SP, Brasil) e, entdo, a suspensao foi
submetida a diluicdo decimal seriada até 10°, em solucdo salina tamponada fosfatada (PBS),
com pH 7,0 (Chitprasert et al., 2012; Oliveira et al., 2017). Aliquotas diluidas de 50uL foram
depositadas em placas de Petri contendo MRS Agar e semeadas com auxilio de bastdo de vidro
angulado esterilizado. Apds a semeadura, as placas foram incubadas em anaerobiose, durante
48 horas, a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem, em duplicata, do
numero de unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. Desta forma, foi obtida a D.O. de
2,007 correspondente ao indculo padronizado com 2,7 x 10° UFC/mL (Bauroei et al., 2012,
Oliveira et al., 2017).

Assim, a solucdo irrigadora foi constituida por 100uL da suspensdo contendo
2,7x10°UFC/mL de B. animalis subsp. /actis HNO19, acrescida de 2,0% de carboximetilcelulose
(Chitprasert et al., 2012), a que foi aplicado topicamente nos canais radiculares dos primeiros
molares inferiores dos animais no dia 0 e nos dias 3, 7, 14, 21, 28 e 35 ap0s a inducdo da

lesdo periapical (Oliveira et al., 2017).

3.2.2 Indugao das Lesoes Periapicais

A inducdo de lesdo periapical foi realizada por meio de um modelo classico ja
empregado em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Kawashima et al., 1999; Sasaki
et al., 2004; De Rossi et al., 2005; Silva et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; Oliveira et

al., 2015; Oliveira et al.,, 2017) e adaptado para as especificidades do presente estudo.
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Inicialmente, os animais foram anestesiados por injegao intraperitoneal de xilazina (Rompum,
Bayer Animal Health, Sao Paulo, SP, Brasil; 10 mg/kg de peso corporal) e cetamina (Dopalen,
Agribands Purina do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil; 80 mg/kg peso corporal). Em seguida,
0s animais foram imobilizados e montados numa mesa de retracao da mandibula, de forma
gque permaneceram com a boca aberta para adequada visualizacao dos molares inferiores
(esquerdo e direito) (Figura 3). A abertura corondria foi realizada com o auxilio de broca
esférica (n° 1/2 - KG Sorensen) montada em motor de baixa rotacdo e contra angulo (Dabi
Atlante Equipamentos Odontoldgicos), até que a entrada de acesso aos canais radiculares
fosse visualizada e verificada com uma lima endodontica tipo K nimero 10 (Maillefer S/A,
Suica), em direcdo a raiz distal, com excecdo dos grupos II e III, em que a cdmera pulpar era
aberta sem insercao da lima no canal radicular, com irrigacao das substancias (hipoclorito e
probidtico) para avaliar o efeito preventivo do uso do probidtico. A camara pulpar é

inicialmente exposta ao meio bucal para contaminacao dos canais radiculares.

Figura 3. Mesa cirdrgica confeccionada especificamente para a realizacdo de procedimentos odontoldgicos
em dentes de ratos, a qual permite adequada visualizagao dos molares inferiores.

Em 3 dias, os grupos I, II e III foram eutanasiados. No grupo 1V, apds exposicdo da
camara pulpar, foi inserida uma lima para verificagdo dos canais que foram mantidos aberto
em 7, 21 e 42 dias, para verificar a progressao da lesao sem nenhum tratamento (controle
negativo).

Com excecao dos grupos que foram eutanasiados aos 3 dias e do grupo 1V, apds a
irrigacdo no periodo 3 dias, o dente foi selado com amalgama de prata (Vallory SSWHITE)

para evitar a extrusao do material irrigador. Para cada tempo de irrigagao, os animais eram
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novamente anestesiados e realizado o isolamento relativo dos dentes com roletes de algodao,

a fim de evitar a degluticao de solugao irrigadora pelo animal, seguido de novo selamento da

coroa com amalgama de prata. Nos grupos controle II e V, as irrigacoes foram realizadas com

100pL de hipoclorito de sddio a 2,5% (NaOCl), e com a mesma quantidade do probidtico nos

grupos experimentais III e VI.

Nos grupos sem indugao de lesdo periapical, a amostras foram obtidas somente no

periodo de 3 dias, sendo as amostras nos demais grupos obtidos apds periodos de 7, 21 e 42

dias (Figura 4).

Figura 4. Representacao dos periodos experimentais para os diferentes grupos avaliados.
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Apods os periodos experimentais, os animais foram anestesiados e eutanasiados com

uma dose letal de Isofluorano (Isoforine, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Sao

Paulo, SP, Brasil), sendo as mandibulas dissecadas para posterior processamento histotécnico

e analise microscdpica.

3.2.3 Processamento Histotécnico e Avaliacdo Microscopica

Apds a eutanasia dos animais, as mandibulas foram removidas com tesoura cirlrgica

esterilizada, fixadas por imersdao em formol tamponado a 10% por 24 horas a temperatura

ambiente e, em sequida, lavadas por, aproximadamente, 4 horas em agua corrente. Para a
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desmineralizacao das pecas, foi utilizada solucdo a base de EDTA a 4,13% (pH 7-7,4). As
pecas foram mantidas nesta solucao, a temperatura ambiente, trocada semanalmente, até sua
completa desmineralizagao.

Apds a desmineralizacdo, as pegas foram submetidas ao processamento histotécnico
de rotina, sendo lavadas em agua corrente por 2 horas, desidratadas em alcool de
concentragdes crescentes (70% e 95% por 30 minutos cada; 2 trocas de 100% por 20 minutos
cada; e 2 trocas de alcool 100% por 40 minutos cada), diafanizadas em xilol (2 banhos de 20
minutos e 1 de 40 minutos) e incluidas em parafina. Os blocos contendo os dentes foram
cortados longitudinalmente em micrétomo (Leica RM2145; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemanha) no sentido mésio-distal. Cortes semi-seriados de 5um, com intervalos de 15um,
foram obtidos em toda a extensao da lesao periapical, exceto na regiao do forame apical, onde
todos os cortes foram coletados sem intervalos. Por amostra, foram obtidas de 15 a 25
ldminas, com 3 cortes em cada lamina.

Inicialmente, os cortes de cada grupo experimental foram corados com hematoxilina e
eosina (HE), como ilustrado na Figura 5, e submetidos a andlise em microscopia Optica
convencional, para descrigdo do conteldo do canal radicular e das regides apical e periapical.

Todas as andlises foram realizadas no microscopio Axio Imager.M1 (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Gottingen, Alemanha), com camera AxioCam MRc5 acoplada (Carl Zeiss
MicroImaging GmbH, Gottingen, Alemanha). As analises foram realizadas apenas nas raizes
distais dos primeiros molares inferiores, em cortes mostrando simultaneamente os tercos
coronario, médio e apical do canal radicular, o forame apical e o osso alveolar. Todas as
analises foram realizadas por um Unico avaliador experiente, sem conhecimento prévio do

grupo a ser analisado.

Figura 5. Fotomicrografia representativa de um 1° molar inferior higido, onde se observa a polpa e
o canal radicular distal amplo, reto e com paredes de espessura uniforme, até a regido apical.
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3.2.4 Andlise Microscopica Descritiva do Conteddo do Canal Radicular e das Regides Apical e
Periapical

No canal radicular foi analisado a presenca de necrose (total ou parcial), presenca ou
auséncia de infiltrado inflamatdrio e o contelido dos canais radiculares (presenca ou auséncia
de tecido pulpar e restos necréticos). No cemento apical foram observadas as caracteristicas
das lacunas e o seu conteudo (vazias ou contendo restos necroticos) e da superficie (regular
ou irregular). Ja no ligamento periodontal apical foi analisada a espessura (normal ou
aumentada), e também as caracteristicas do infiltrado celular inflamatdrio, presenca de edema
e de fibras colagenas. No o0sso alveolar foi analisada a auséncia ou presenga de reabsorgao.
Para esta avaliacao foram utilizados os seguintes escores:

- Tecido pulpar = Escore 0: Tecido com aspecto de normalidade; Escore 1: Alteracao
suave no tecido; Escore 2: Alteragao moderada no tecido e Escore 3: Alteracao severa (necrose
total da polpa).

- Infiltrado inflamatdrio = Escore 0: Auséncia de infiltrado inflamatdrio; Escore 1:
Presenca de infiltrado suave; Escore 2: Presenca de infiltrado moderado e Escore 3: Presenca
de infiltrado severo.

- Ligamento periodontal apical = Escore 0: Ligamento com aspecto de normalidade;
Escore 1: Presenca de aumento suave no ligamento; Escore 2: Presenca de alteracao
moderada no ligamento e Escore 3: Presenca de aumento severa do ligamento periodontal.

- Osso alveolar = Escore 0: Auséncia de reabsorcao; Escore 1: Presenca de reabsorcao.

- Cemento apical = Escore 0: Auséncia de reabsorcdo; Escore 1: Presenca de

reabsorcao.

3.2.5 Morfometria em Microscopia de Fluorescéncia

Conforme descrito por De Rossi et al. (2005), a avaliagdo morfométrica das lesdes
periapicais foi realizada nos espécimes corados com HE utilizando-se o microscdpio Axio
Imager.M1, em aumento de 5x, operando no modo fluorescente — filtro Alexa Fluor 488
(AF488, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen, Alemanha) — com as seguintes
caracteristicas: excitagdo de G365, refletores FT395 e emissdo LP420. As areas das lesbes
periapicais foram delineadas e medidas em mm? em software especifico para uso com o
microscopio AxioVision Rel, versao 4.8, Zeiss. Foram avaliados de 3 cortes centrais de cada
espécime, obtendo-se a média para cada dente. A delimitacdo da lesdo excluiu as estruturas
intactas (ligamento periodontal, cemento e osso alveolar), facilmente identificadas pela forte
fluorescéncia verde, e incluiu areas de reabsorc¢ao, dissociacao fibrilar e infiltrado inflamatorio,

identificadas pela auséncia de fluorescéncia e aparéncia escurecida.
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3.2.6 Histoenzimologia para Atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP)

A atividade da TRAP foi utilizada para a marcacdo de células gigantes multinucleadas
(Silva et al., 2012). Os cortes foram desparafinados (2 banhos de xilol de 5 minutos cada) e
hidratados (alcool 100% por duas vezes de cinco minutos cada; alcoois 95%, 70% e 50% por
dois minutos cada e agua destilada pelo mesmo periodo). A seguir, as laminas foram colocadas
em solugdao de alcool/acetona a 50% durante um minuto e os cortes foram secos a
temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo TRAP previamente preparada com uma solucao
de 10mL de tampao de acido acético, contendo 1 ml de acido acético,6,8g de acetato de sddio
trihidatado, 11,59 de tartarato de sddio e 1L de agua deionizada (dd H20) associado a 0,1 mL
de dimetilformamida, 5mg de Fast-red e 1mg de acido fosférico naftol AS-BI (Sigma-Aldrich
Corporation, Saint Louis, EUA) foi pipetada sobre os cortes, que permaneceram protegidos da
luz, em estufa a 37°C, pelo tempo suficiente para se observar a marcagao (aproximadamente
1 minuto). Apds a incubagao, foi realizada a contra coloracdao com hematoxilina por 1 minuto.
A seguir, as laminas foram montadas e avaliadas em microscopio Axio Imager. M1 sob luz
convencional para contagem do nimero de células TRAP-positivas presentes em lacunas de
reabsorcao em contato direto com o osso alveolar ao redor da lesao periapical, sendo
expressas em numero absoluto de células, padronizando area de limitacdo para contagem em
todos os cortes, tracando uma linha paralela no apice do dente, iniciando do lado esquerdo ao

direito.

3.3 Analise Estatistica

Para os valores em escore (andlise em HE), as varidveis categodricas foram expressas
como frequéncias e porcentagens, sendo a comparagao entre os grupos submetida a analise
de variancia (one way ANOVA), utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de
Dunn.

Para os valores inteiros (analise TRAP e mensuragao das lesoes) foi realizada a analise
de variancia (one way ANOVA) utilizando o teste de Tukey. Para a analise dos dados de halo
de inibicdo foi realizada o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

Os dados foram analisados usando-se o programa estatistico Graph Pad Prism 5 (Graph
Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA), com nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo /in vitro da Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Conforme ilustrado na Figura 6, os valores médios do halo de inibicdo em milimetros
para cada micro-organismo foram de: S. sobrinus: 29,58, S. mutans. 33,75; L. casei: 24,47,
C. albicans: 0; E.faecalis: 18,72; S. aureus. 30,23; P. gingivalis: 19,09, P. intermedia: 17,34;
F. nucleatum. 15,67; A. actinomycetemcomitans (A.a): 15,67 e P. endodontalis: 20,31. A
analise estatistica dos dados evidenciou diferenca estatistica somente entre os valores dos
halos de inibicao do S. mutans e C. albicans (p<0,05).

De forma geral, o probidtico B. animalis subsp. /actis HNO19 promoveu a inibigao de
todas as cepas dos patdgenos orais, com excecdo do Candida albicans, demostrando que o

probidtico apresentou atividade antimicrobiana sobre esses micro-organismos.

Figura 6. Representacdo grafica da analise estatistica dos dados dos halos de inibicao (atividade
antimicrobiana) em milimetros, do probidtico B. animalis subsp. lactis HNO19, pelo método de
difusdo em agar. * representa diferenca estatistica.
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4.2 Estudo /n vivo da administracao local do probiotico como solucdo irrigadora

Analise microscopica descritiva do conteudo do canal radicular e das regides apical e periapical

No grupo de dentes higidos (Grupo I), apds 3 dias sem irrigacdo do canal e sem
abertura coronaria, foi possivel observar tecido pulpar normal, com camada odontoblastica
integra e tecido conjuntivo normal, com auséncia de infiltrado inflamatério e ligamento
periodontal normal. O osso alveolar estava regular e com auséncia de reabsorgao. No grupo
II, apds 3 dias com abertura corondria recém realizada e com irrigacdo com hipoclorito de
sédio, foi possivel observar o tecido pular alterado moderadamente (100%) no terco cervical
e médio, e infiltrado inflamatdério moderado (100%) misto e focal, apenas na polpa. O
ligamento periodontal estava normal (100%), e o osso alveolar e a superficie cementaria eram
regulares e com auséncia de reabsor¢ao (100%).

No grupo III, apds 3 dias com abertura corondria recém realizada e irrigagdo com
probidtico, foi possivel observar um tecido pulpar normal (100%), com a integridade da
camada odontoblastica e um infiltrado inflamatorio ausente (100%). O ligamento periodontal
estava normal (100%) e o osso alveolar era regular e sem reabsorcao, da mesma forma que
a superficie cementaria (100%), demostrando similaridade com o grupo I (Figura 7).

No grupo 1V, ap6s 7 dias com abertura coronaria e sem nenhuma irrigacao, foi possivel
observar tecido pulpar alterado, sendo que a alteragao variou de moderada (87,5%) a severa
(12,5%), principalmente nas regides cervical e média, com infiltrado inflamatdério moderado
misto e difuso, com células inflamatdrias localizadas principalmente no apice dental, e
ligamento periodontal levemente alterado em sua maioria. O osso alveolar e superficie
cementaria estavam regulares e sem reabsorcao. Aos 21 dias, o tecido pulpar ja estava
necrosado, com infiltrado inflamatdrio misto e difuso, variando de severo (85,8%) a moderado
(14,2%), e ligamento periodontal moderadamente alterado, com presenca de lesdo periapical.
O osso alveolar estava irregular e com reabsorcao e a superficie cementaria estava regular e
sem reabsorcao, com presenca de lesdo periapical. Ja aos 42 dias, o tecido pulpar estava
totalmente necrosado, com infiltrado inflamatério misto severo (100%) presenga de células
mononucleadas e polimorfo nucleadas, e ligamento periodontal severamente alterado. O osso
alveolar e superficie cementaria estavam irregulares e com grandes reabsorgoes, evidenciando
extensa lesao periapical (Figuras 8).

No grupo V, ap6s 7 dias com abertura coronaria acompanhada de irrigacdo com
hipoclorito de sddio, foi possivel observar tecido pulpar alterado, variando de suave (85,72%)
a moderado (14,28%), com um infiltrado inflamatdrio suave e ligamento periodontal normal.

O osso alveolar e a superficie cementaria estavam regulares e sem reabsorcao. Aos 21 dias,
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foi possivel observar o tecido pulpar em necrose total (100%), com infiltrado inflamatdrio misto
e mononuclear, variando entre moderado (62,5%) e severo (37,5%). O ligamento periodontal
estava moderadamente alterado e o 0sso alveolar estava irregular e com presenca de
reabsorgOes, evidenciando lesao periapical. Ja a superficie cementaria encontrava-se irregular,
mas com auséncia de reabsorgao na maioria das amostras (62,5%). Aos 42 dias, foi possivel
observar necrose total do tecido pulpar (100%), com infiltrado inflamatdrio em sua maioria
severo (62,5%), e ligamento periodontal alterado severamente. O o0sso alveolar e a superficie
cementaria estavam irregulares e com presenca de reabsorcdo e extensa lesdo periapical
(Figuras 9).

No grupo VI, apds 7 dias com abertura coronaria e insercao da lima acompanhada de
irrigacdo com probidtico, foi possivel observar o tecido pulpar alterado levemente (75%), com
infiltrado inflamatorio suave (62,5%). O ligamento periodontal estava suavemente alterado, o
0sso alveolar e a superficie cementaria estavam regulares, com auséncia de reabsor¢ao. Aos
21 dias, foi possivel observar alteragao do tecido pulpar, variando de moderada (50%) a severa
(50%), demostrando presenca de lesdo periapical, porém o infiltrado inflamatério era severo
somente na regido cervical, sendo muito suave e localizado no terco médio e ausente na regiao
periapical (75%). O ligamento periodontal estava suavemente alterado, com a presenca de
fibras apicais sem alteragdo, e o o0sso alveolar juntamente com a superficie cementaria
estavam regulares e sem reabsorcao. Aos 42 dias, foi possivel observar necrose total do tecido
pulpar, com presenca de lesdo periapical, porém, embora o infiltrado inflamatério fosse
moderado, esse era focal e pequeno, circundado por tecido normal (62,5%). O ligamento
periodontal estava alterado moderadamente, contudo, com intensidade de alteracao menor,
e 0 0sso alveolar juntamente com a superficie cemetaria estavam irregulares e com presenca
de reabsorgao (Figuras 10 e 11).

Assim, de acordo com os parametros microscopicos avaliados, os resultados descritos
observados evidencia que o probidtico como solucdo irrigadora interferiu na progressao da
lesdo periapical, reduzindo o infiltrado inflamatério e o processo de reabsorcdo dos tecidos
mineralizados.

As Tabela 2 e 3 apresentam os escores obtidos nos diferentes grupos, em cada
espécime. Ressalta-se que houve perda de alguns espécimes durante o processamento

histotécnico.
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Tabela 2. Dados obtidos ap6s a analise descritiva macroscdpica semi-quantitativa em relagdo ao tecido pulpar,
infiltrado inflamatdrio e ligamento periodontal. Escore 0: Auséncia de alteracdo ou estado de
normalidade, Escore 1: suave alteracdo, Escore 2: Alteracao moderada e Escore 3: alteragdo severa,
descritos em porcentagem.

TECIDO PULPAR

GRUPOS Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
Grupo I (n=8) 8(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo II (n=4) 0(0%) 0(0%) 4(100%) 0,00%
Grupo III (n=4) 4(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo IV 7 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 7(87,70%) 1(12,50%)
Grupo IV 21 dias (n=7) 0(0%) 0(0%) 1(14,20%) 6(85,80%)
Grupo IV 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(100%)
GrupoV 7 dias (n=7) 0(0%) 6(85,80%) 1(14,20%) 0(0%)
Grupo V 21 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(100%)
Grupo V 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(100%)
Grupo VI 7 dias (n=8) 0(0%) 6(75,00%) 2(25,00%) 0(0%)
Grupo VI 21 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 4(50,00%) 4(50,00%)
Grupo VI 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(100%)
INFILTRADO INFLAMATORIO
GRUPOS Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore3
Grupo I (n=8) 8(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo II (n=4) 0(0%) 0(0%) 4(100%) 0(0%)
Grupo III (n=4) 4(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo 1V 7 dias (n=8) 0(0%) 4(50%) 4(50%) 0(0%)
Grupo 1V 21 dias (n=7) 0(0%) 0(0%) 7(100%) 0(0%)
Grupo IV 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(100%)
Grupo V 7 dias (n=7) 1(14,29%) 5(71,42%) 1(14,29%) 0(0%)
Grupo V 21 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 5(62,50%) 3(37,50%)
Grupo V 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 3(37,50%) 5(62,50%)
Grupo VI 7 dias (n=8) 0(0%) 5(62,50%) 3(37,50%) 0(0%)
Grupo VI 21 dias (n=8) 0(0%) 6(75,00%) 1(12,50%) 1(12,50%)
Grupo VI 42 dias (n=8) 0(0%) 3(37,50%) 5(62,50%) 0(0%)
LIGAMENTO PERIODONTAL
GRUPOS Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
Grupo I (n=8) 8(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo II (n=4) 4(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo III (n=4) 4(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Grupo IV 7 dias (n=8) 4(50,00%) 3(37,50%) 1(12,50%) 0(0%)
Grupo 1V 21 dias (n=7) 0(0%) 3(42,90%) 4(57,10%) 0(0%)
Grupo 1V 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 2(25,00%) 6(75,00%)
Grupo V 7 dias (n=7) 4(57,14%) 3(42,86%) 0(0%) 0(0%)
Grupo V 21 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 6(75,00%) 2(25,00%)
Grupo V 42 dias (n=8) 0(0%) 0(0%) 3(37,50%) 5(62,50%)
Grupo VI 7 dias (n=8) 0(0%) 7(87,50%) 1(12,50%) 0(0%)
Grupo VI 21 dias (n=8) 0(0%) 4(50,00%) 3(37,50%) 1(12,50%)
Grupo VI 42 dias (n=8) 1(12,50%) 1(12,50%) 6(75,00%) 0(0%)
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Tabela 3. Dados obtidos apds a analise descritiva macroscopica semi-quantitativa dos grupos em relacdo a
reabsorcdo dssea e cementaria. Escore 0: Auséncia de alteragao ou estado de normalidade, Escore 1:
suave alteracao, Escore 2: Alteracao moderada e Escore 3: alteracdo severa, descritos em porcentagem.

REABSORCAO OSSEA
GRUPOS Ausente Presente
Grupo I (n=8) 8(100%) 0(0%)
Grupo II (n=4) 4(100%) 0(0%)
Grupo III (n=4) 8(100%) 0(0%)
Grupo 1V 7 dias (n=8) 8(100%) 0(0%)
Grupo 1V 21 dias (n=7) 4(57,10%) 3(42,90%)
Grupo IV 42 dias (n=8) 0(0%) 8(100%)
Grupo V 7 dias (n=7) 7(100%) 0(0%)
Grupo V 21 dias (n=8) 0(0%) 8(100%)
Grupo V 42 dias (n=8) 1(12,50%) 8(87,50%)
Grupo VI 7 dias (n=8) 7(87,50%) 1(12,50%)
Grupo VI 21 dias (n=8) 6(75,00%) 2(25,00%)
Grupo VI 42 dias (n=8) 2(25,00%) 6(75,00%)
REABSORCAO CEMENTARIA
GRUPOS Ausente Presente
Grupo I (n=8) 8(100%) 0(0%)
Grupo II (n=4) 4(100%) 0(0%)
Grupo III (n=4) 8(100%) 0(0%)
Grupo IV 7 dias (n=8) 7(87,50%) 1(12,50%)
Grupo IV 21 dias (n=7) 4(57,10%) 3(42,90%)
Grupo 1V 42 dias (n=8) 0(0%) 7(100%)
Grupo V 7 dias (n=7) 7(100%) 0(0%)
Grupo V 21 dias (n=8) 5(62,50%) 3(37,50%)
Grupo V 42 dias (n=8) 1(12,50%) 7(87,50%)
Grupo VI 7 dias (n=8) 7(87,50%) 1(12,50%)
Grupo VI 21 dias (n=8) 8(100%) 0(0%)
Grupo VI 42 dias (n=8) 2(25,00%) 6(75,00%)
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Figura 7. Fotomicrografias representativas dos Grupos I (dente higido), II (hipoclorito de
sédio a 2,5% como solugdo irrigadora) e III (probidtico como solugdo irrigadora)
evidenciando os eventos microscopicos observados na analise descritiva das

regioes apical e periapical de ldminas coradas em H&E.

(A) Visdo panoramica da regido apical e periapical de dente higido (grupo I),
evidenciando a normalidade do tecido conjuntivo da polpa, com presenca
de camada odontoblastica, ligamento periodontal e osso alveolar integros
(HE, Zeiss, 10x).

(B) Detalhe da imagem A, na qual observa-se tecido com aspecto de
normalidade (HE, Zeiss, 20x).

(C) Visdo panoramica do grupo II, evidenciando alteragdo pulpar e infiltrado
inflamatdrio, principalmente no terco médio, com desorganizagao da
camada odontoblastica (HE, Zeiss, 10x).

(D) Detalhe da imagem C, com presenca de suave infiltrado inflamatdrio na
regiao do periapice e suave espessamento no ligamento periodontal (HE,
Zeiss, 20x).

(E) Visdo panoramica do grupo III, demostrando a presenca da camada de
odontoblastos na regiao da polpa, e integridade do tecido pulpar e
ligamento periodontal levemente aumentado (HE, Zeiss, 10x).

(F) Detalhe da imagem E, evidenciando suave aumento do ligamento

periodontal (HE, Zeiss, 20x)
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Figura 8. Fotomicrografias representativas do grupo IV (sem nenhum tratamento), mostrando

(A)

(B)

(©)

(D)

(E)

(F)

0s eventos microscopios na analise descritiva das lesdes aos 7, 21 e 42 dias apds

inducdo da lesdo periapical de laminas coradas em H&E.

Visdo panoramica do grupo IV aos 7 dias, evidenciando alteracdo pulpar com
desestruturacdo da camada de odontoblastos e infiltrado inflamatério suave (HE,
Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem A com presenca suave de células inflamatorias e de osteoclastos
(HE, Zeiss, 20x).

Fotomicrografia do grupo IV aos 21 dias, demostrando areas de reabsorcado dssea,
infiltrado inflamatdrio moderado na regido apical e ligamento periodontal
severamente aumentado (HE, Zeiss, 10x)

Detalhe da imagem C, evidenciando infiltrado inflamatdério moderado na regido
apical e presenca de osteoclastos na superficie dssea (HE, Zeiss, 20x).
Fotomicrografia do grupo IV aos 42 dias, demonstrando areas de reabsorcdo dssea
e cementaria, edema, infiltrado inflamatdrio e espessura do ligamento periodontal
de graus severos (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem E, demonstrando infiltrado inflamatério severo, com células
mononucleares e polimorfonucleares, dissociacao fibrilar intensa e edema (HE,
Zeiss, 40x).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do grupo V (irrigacao com hipoclorito de sédio),

(A)

(B)

(©)

(D)

(E)

(F)

evidenciando os eventos microscdpicos aos 7, 21 e 42 dias apds inducdao da lesao

periapical de laminas coradas em H&E.

Visao panoramica do grupo V aos 7 dias, evidenciando alteracdo na polpa com
desestruturacdo da camada de odontoblastos, infiltrado inflamatério suave e
aumento no ligamento periodontal (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem A com presenca de células inflamatodrias, restos epiteliais de
malassez na regido do apice e suave presenca de osteoclastos na superficie dssea
(HE, Zeiss, 20x).

Fotomicrografia do grupo V aos 21 dias, demonstrando areas de reabsorgao 6ssea
e cementaria, infiltrado inflamatério moderado na regido apical e ligamento
periodontal severamente aumentado (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem C, evidenciando o infiltrado inflamatdrio severo na regido do
apice (HE, Zeiss, 20x).

Fotomicrografia do grupo V em 42 dias, demonstrando areas de intensa reabsorgao
O0ssea e cementaria, ligamento periodontal severamente aumentado com
desestruturacao fibrilar, edema e infiltrado inflamatdrio severo (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem E, evidenciando o infiltrado inflamatério severo (HE, Zeiss, 40x).
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Figura 10. Fotomicrografias representativas de laminas coradas em H&E. do Grupo VI (com

(A)

(B)

(©)

(D)

(E)

(F)

lesdo periapical e irrigagdo com probidtico), evidenciando mostrando os eventos
microscopios na analise descritiva das lesdes aos 7, 21 e 42 dias apos inducdo da

lesdo periapical.

Visao panoramica do grupo VI aos 7 dias, evidenciando tecido pulpar integro, com
presenca da camada de odontoblastos, infiltrado inflamatério e aumento do
ligamento periodontal suaves (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem A, evidenciando integridade das fibras colagenas e presenca de
vasos sanguineos (HE, Zeiss, 20x).

Fotomicrografia do grupo VI aos 21 dias, demonstrando infiltrado inflamatdrio suave
e ligamento periodontal moderadamente aumentado, com preservagao de fibras
(HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem C, evidenciando o infiltrado inflamatorio suave e integridade das
fibras colagenas (HE, Zeiss, 20x).

Fotomicrografia do grupo VI aos 42 dias, com areas reabsorcao dssea suave,
ligamento periodontal moderadamente aumentado, com presenca regular de fibras
e infiltrado inflamatdrio moderado (HE, Zeiss, 10x).

Detalhe da imagem E, evidenciando a integridade de algumas fibras colagenas e

presenca de alguns vasos sanguineos (HE, Zeiss, 20x).
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Figura 11. Fotomicrografia representativa de laminas coradas em H&E do Grupo VI 42 dias,

demonstrando a integridade das fibras coldgenas e da matriz extracelular e

presenca reduzida de células inflamatdrias (HE, Zeiss, 40x).
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Em relacdo aos escores obtidos apods analise do tecido pulpar, comparando os
diferentes periodos experimentais do grupo sem tratamento (Grupo IV), observou-se diferenca
estatisticamente significante entre o grupo de 7 dias com relacdo aos periodos de 21 e de 42
dias (p=0,0006), que apresentaram os maiores escores. Em relacdo aos diferentes periodos
experimentais com irrigacgado com NaOCl (Grupos II e V), observou-se diferenca
estatisticamente significante entre o periodo de 7 dias, em comparacdo aos periodos de 21 e
42 dias (p<0,0001), que apresentaram 0os menores escores. Entre os diferentes periodos
experimentais com irrigacdo com probidtico (Grupos III e VI), observou-se diferenca
significante (p<0,001) entre o grupo de 3 dias, com relacdo aos periodos de 21 e de 42 dias,
e entre os periodos de 7 e de 42 dias, o qual apresentou os maiores escores.

Comparando os grupos com NaOCl, o probidtico e sem tratamento em cada periodo
(3, 7, 21 e 42 dias), observou-se diferenca estatisticamente significante (p=0,0003) entre
irrigacao com NaOCl e probidtico apenas no periodo de 3 dias (sem lesdo), sendo que o grupo
irrigado com NaOCl apresentou os maiores escores. Com excecao do grupo III 3 dias, que
apresentou apenas escore 0, os demais grupos apresentaram diferenga estaticamente

significante com relagdo ao grupo de dentes higidos (p<0,0001) (Figura 12).

Figura 12. Representagdo grafica dos escores obtidos apds anélise do tecido pulpar de todos os grupos.
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Assim, observou-se que o uso do probidtico local agiu de forma preventiva aos 3 dias,
uma vez que o tecido pulpar apresentou alteracdes pouco significativa, nesse periodo, em

comparagao aos grupos onde foi utilizado o hipoclorito de sddio.
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Em relacdo aos scores do infiltrado inflamatdrio, comparando os diferentes periodos
experimentais do grupo sem tratamento (Grupo 1V), observou-se diferenca significante entre
7 e 42 dias (p=0,0041). Ja entre os grupos de 21 e 42 dias, nao houve diferenca estatistica.
Comparando os diferentes periodos experimentais com irrigacdo com NaOCl, observou-se
diferenca significante entre os periodos de 7 e 42 dias (p=0,0008). Comparando os diferentes
periodos experimentais com irrigacdo com probidtico, observou-se diferenca significante entre
o grupo de 3 dias, com relagao aos periodos de 7 e de 42 dias (p=0,0026). Com excecao do
Grupo III aos 3 dias, que apresentou auséncia de infiltrado inflamatério, os demais grupos
apresentaram diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo de dentes
higidos (p<0,05).

Comparando os Grupos II e III aos 3 dias, observou-se diferenca significante, sendo
que o grupo irrigado com NaOCI apresentou os maiores escores (p=0,0006). Entre os grupos
IV, V e VI aos 7, 21 e 42 dias, observou-se que aos 7 dias, ndao houve diferenca entre os
grupos (p=0,2337), enquanto que aos 21 e 42 dias, o grupo probidtico apresentou diferenca
significante com relagao aos grupos sem tratamento (Grupo IV) e com irrigagao com NaOCI
(p=0,0027 e 0,0032, respectivamente para 21 e 42 dias) (Figura 13).

Assim, evidenciou-se que o uso do probidtico local foi capaz de reduzir a magnitude do
infiltrado inflamatério nos periodos iniciais (3 dias) e finais (21 e 42 dias) do desenvolvimento

das lesGes periapicais, em comparagdo com 0s outros grupos.

Figura 13. Representagdo grafica dos escores relacionados ao infiltrado inflamatério de todos os grupos.
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Em relacdo aos escores do ligamento periodontal, comparando os diferentes periodos
experimentais do Grupo IV (sem tratamento), observou-se diferenca significante entre 7 e 42
dias (p=0,0003). Entre os diferentes periodos experimentais com irrigagdo com NaOCI,
observou-se que os periodos de 3 e 7 dias foram estatisticamente diferentes dos periodos de
21 e de 42 dias (p=0,0002), os quais apresentaram os maiores escores de espessamento do
ligamento periodontal. Na comparagao dos diferentes periodos experimentais com irrigacdo
com probidtico, observou-se diferenca significante apenas do grupo de 3 dias, em relagado aos
periodos de 21 e 42 dias (p=0,0045).

Os grupos I, II e III, aos 3 dias apresentaram apenas escore 0, com ligamento
periodontal normal para todos os espécimes. Com excecdo dos grupos V 7 dias e IV 7 dias, os
demais grupos foram estatisticamente diferentes do grupo de dentes higidos (p<0,05).

Aos 21 e 42 dias, apesar de uma tendéncia numérica de menores escores de
espessamento do ligamento periodontal para os grupos que receberam irrigacgdo com
probidtico em relacdo aos demais, observou-se diferenga significante apenas entre o grupo
sem tratamento e o grupo probidtico, aos 42 dias (p=0,0097) (Figura 14).

Verificou-se que, em geral, o probidtico local evidenciou tendéncia numérica de reduzir

a espessura do ligamento periodontal, aos 21 e 42 dias, em comparacao aos outros grupos.

Figura 14. Representagdo grafica dos escores relacionados ao ligamento periodontal de todos os grupos.
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Em relacao aos escores da reabsorcdo éssea, os Grupos I, II 3 dias, V 7 dias, III 3 dias

e IV 7 dias apresentaram auséncia de reabsorcao éssea em todos os espécimes (100%). Os
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grupos V 21 dias, V 42 dias, VI 42 dias e IV 42 dias foram estatisticamente diferentes do grupo
de dentes higido (p<0,05).

Comparando os diferentes periodos do grupo com lesdo sem tratamento, observou-se
diferenga significante entre os periodos de 7 e de 42 dias (p=0,0004). Entre os diferentes
periodos experimentais com irrigacao com NaOCl, observou-se que os periodos de 21 e de 42
dias foram estatisticamente diferentes dos periodos de 3 e de 7 dias (p<0,0001). Em relacdo
aos diferentes periodos experimentais com irrigacao com probidtico, observou-se que apenas
o periodo de 42 dias foi estatisticamente diferente dos periodos de 3 e de 7 dias (p=0,0028),
com maiores escores de reabsor¢ao dssea aos 42 dias.

Comparando os grupos IV, V e VI aos 7, 21 e 42 dias, apesar da menor frequéncia de
reabsorgao 6ssea no grupo tratado com probidtico aos 21 e 42 dias, observou-se diferenca
estatisticamente significante apenas entre o grupo que recebeu irrigacao com NaOCl em

relacao ao grupo irrigado com probidtico aos 21 dias (p=0,0039) (Figura 15).

Figura 15. Representagdo grafica dos escores relacionados a reabsorcdo 6ssea de todos os grupos.
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Quanto aos scores da reabsorcdao cementaria, os grupos I, II 3 dias, V 7 dias, III 3
dias, VI 7 dias e VI 21 dias apresentaram auséncia de reabsorcdo cementaria em todos os
espécimes (100%). Os grupos V 42 dias, VI 42 dias e IV 42 dias foram estatisticamente
diferentes do grupo de dentes higidos (p<0,05).

Comparando os diferentes periodos do grupo sem tratamento, observou-se diferenca

significante entre os periodos de 7 e de 42 dias (p=0,0128). Entre os diferentes periodos
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experimentais com irrigagao com NaOCl, observou-se que apenas o periodo de 42 dias foi
estatisticamente diferente dos periodos de 3 e de 7 dias (p=0,0003). J& em relagdo aos
diferentes periodos experimentais com irrigagdo com o probidtico, observou-se que o periodo
de 42 dias foi estatisticamente diferente dos periodos de 3, 7 e de 21 dias (p< 0,0001), ou
seja, no grupo que recebeu irrigacdo com probidtico, observou-se reabsorcdo cementaria
apenas no periodo de 42 dias.

Comparando os trés grupos sem tratamento, tratamento com hipoclorito de sddio e
probidtico aos 7, 21 e 42 dias, apesar da menor frequéncia de reabsorcao cementaria no grupo
tratado com probidtico em todos os periodos, ndao foi possivel observar diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Figura 16).

Assim, com relacdo a reabsorcdes de tecidos mineralizados, foi possivel inferir que o
uso local do probidtico reduziu a reabsorgao dssea aos 21 dias, porém nao modulam a

reabsorcdo cementaria em nenhum dos periodos avaliados.

Figura 16. Representacdo grafica dos escores relacionados a reabsorcdo cementaria de todos os grupos.
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Sumarizando, pela analise microscdpica descritiva do canal radicular e das regides
apical e periapical, verificou-se que a progressao da lesao periapical foi crescente, em todos
os grupos. Entretanto, foi possivel destacar que o grupo que recebeu a administracdao do
probidtico como solugdo irrigadora apresentou melhor resposta a infeccdo do canal radicular
em todos os periodos experimentais analisados, quando comparado ao hipoclorito de sddio,

principalmente em relagao ao infiltrado inflamatdrio.
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Mensuracdo da extensdo da drea microscopica correspondente as lesoes periapicais, em
microscopia de fluorescéncia

As laminas submetidas a coloracao por HE foram observadas em microscopio de
fluorescéncia para mensuracao da area das lesOes periapicais nos diferentes periodos
experimentais.

No Grupo I, tendo em vista que ndo foi efetuado a abertura coronaria (dentes higidos)
o ligamento periodontal estava integro, sendo considerado que nao houve formagao de lesao
periodontal (valor 0). Nos Grupo II e III (3 dias), observou apenas um suave espessamento
do ligamento periodontal, com valores médios de 0,14mmz2 e 0,04mm?2, respectivamente, com
diferenga estatisticamente significante entre os mesmos (p<0,0001). O grupo III 3 dias nao
apresentou diferenca estatisticamente significante com relacdo ao grupo higido, demonstrando
que este grupo teve menor alteragao do ligamento periodontal. Os demais grupos foram
estatisticamente diferentes do grupo higido (p<0,001) (Figura 18).

Nos grupos 1V, V e VI observou-se aumento gradativo no tamanho das lesdes no
decorrer dos periodos de 7, 21 e 42 dias. No grupo IV os valores médios foram de 0,15 mm2,
0,42mm2 e 1,53mm?2, respectivamente, para os tempos experimentais. No grupo V obteve-se
0,23mm2, 0,91mm2 e 1,05mm2 e no grupo VI obteve-se 0,2mm2,0,36mm2 e 0,69mm?2,
demonstrando que os grupos experimentais apresentaram um padrao de tempo-dependéncia
e o probidtico teve o melhor resultado no periodo experimental de 21 e 42 dias (menores
mensuragoes), demonstrando que o probidtico atuou beneficamente neste parametro.

Entre os diferentes periodos experimentais do Grupo IV (sem tratamento), observou-
se que o periodo de 42 dias foi estatisticamente diferente dos periodos de 7 e de 21 dias
(p<0,0001). Em relacdo aos diferentes periodos experimentais com irrigagdo com NaOCl,
observou-se que os periodos de 21 e de 42 dias, que apresentaram lesdes periapicais maiores,
foram estatisticamente diferentes dos periodos de 3 e de 7 dias (p<0,0001). J& entre os
diferentes periodos experimentais com irrigacdo com probidtico, observou-se que o periodo
de 3 dias foi estatisticamente diferente dos periodos de 21 e de 42 dias, e que o periodo de
42 dias, o qual apresentou os maiores valores, foi estatisticamente diferente dos periodos de
7 e de 21 dias (p= 0,0003). O periodo de 7 dias ndo apresentou diferenca estatistica dos
periodos de 3 e de 21 dias (Figura 19).

Comparando os Grupos IV, V e VI no periodo de 7 dias ndo se observou diferenca
estatistica (p=0,3623). Aos 21 dias, observou-se diferenca significante entre o grupo que
recebeu irrigagdo com NaOCl e o grupo que recebeu irrigagdo com probidtico (p=0,0328), o
qual apresentou valores significativamente menores. Aos 42 dias houve diferenca entre o

grupo sem tratamento (IV) em relagdo ao grupo que foi tratado com probidtico (VI)
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(p=0,0167), que apresentou os menores valores de tamanho da lesao dentre todos os grupos

neste periodo (Figura 17).

Figura 17. Representacdo grafica da comparacao os grupos, com relacao a area da lesao
periodontal. Os asteriscos representam diferenca estatistica comparando os grupos
dos probidtico com os demais (p<0,05).
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Assim, observou-se que 21 e 42 dias apds a inducdo das lesdes periapicais, 0 uso do
probidtico local ocasionou o desenvolvimento de lesdes periapicais menores com relacdo aos
grupos tratados com hipoclorito de sédio e com os grupos sem tratamento.

A Tabela 4 apresenta os valores minimos e maximos, e a média, em mm?2, e o desvio
padrao das areas das lesOes periapicais obtidas nos diferentes grupos. Fotomicrografias
representativas das imagens observadas em microscopia de fluorescéncia, nos diferentes

grupos, estao ilustradas nas Figuras 18 e 19.
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Tabela 4. Valores minimos e maximos, e a média, em mm2, das areas das lesdes periapicais obtidas nos
diferentes grupos.

GRUPOS VALOR VALOR MEDIA DESVIO
MINIMO MAXIMO  EM MM2 PADRAO
Grupo I 0 0 0 0

Grupo II 0,11 0,18 0,14 0,02
Grupo III 0 0,09 0,04 0,04
Grupo 1V 7 Dias 0,09 0,21 0,15 0,04
Grupo IV 21 Dias 0,20 0,70 0,42 0,17
Grupo 1V 42 dias 0,45 1,92 1,3 0,52
Grupo V 7 dias 0,09 0,29 0,19 0,08
Grupo V 21 dias 0,34 1,38 0,89 0,58
Grupo V 42 dias 0,76 1,65 1,06 0,44
Grupo VI 7 dias 0,13 0,36 0,2 0,07
Grupo VI 21dias 0,10 0,73 0,36 0,24
Grupo VI 42 dias 0,37 0,93 0,69 0,22
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Figura 18. Fotomicrografias de cortes microscopicos representativos dos Grupos I, II e III

corados com hematoxilina e eosina e observados em microscopia de fluorescéncia.

(A) Fotomicrografia representativa do grupo I (Dente higido) (HE, Zeiss, 5x).

(B) Fotomicrografia representativa do grupo II (abertura coronaria e irrigacdo com

hipoclorito de sddio, aos 3 dias) (HE, Zeiss, 5x).

(C) Fotomicrografia representativa do grupo III (abertura coronaria e irrigacao de

probidtico, aos 3 dias) (HE, Zeiss, 5x).
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Figura 19. Fotomicrografias de cortes microscopicos representativos dos Grupos IV, V e VI aos
7, 21 e 42 dias, corados com hematoxilina e eosina e observados em microscopia

de fluorescéncia.

(A) Fotomicrografia representativa do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 7 dias (HE,
Zeiss, 5X).

(B) Fotomicrografia representativa do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 21 dias
(HE, Zeiss, 5x).

(C) Fotomicrografia representativa do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 42 dias
(HE, Zeiss, 5x).

(D) Fotomicrografia representativa do grupo V (irrigagdo de hipoclorito de sddio), aos 7
dias (HE, Zeiss, 5x).

(E) Fotomicrografia representativa do grupo V (irrigacao de hipoclorito de sodio), aos 21
dias (HE, Zeiss, 5x).

(F) Fotomicrografia representativa do grupo V (irrigacdo de hipoclorito de sddio), aos 42
dias (HE, Zeiss, 5x).

(G) Fotomicrografia representativa do grupo VI (irrigacao de probidtico), aos 7 dias (HE,
Zeis, 5x).

(H) Fotomicrografia representativa do grupo VI (irrigacdo de probidtico), aos 21 dias (HE,
Zeis, 5x).

(I) Fotomicrografia representativa do grupo VI (irrigacdo de probidtico), aos 42 dias (HE,
Zeis, 5x).
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Histoenzimologia para atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP)

A contagem de osteoclastos foi obtida apos a realizacao da técnica de histoenzimologia
para a marcacdo da proteina Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP).

Aos 3 dias, os grupos II (irrigacdo com hipoclorito de sodio) e III (irrigacdo com
probidtico) foram estatisticamente diferentes do grupo higido (que apresentou os menores
valores de osteoclastos) e diferentes entre si (p<0,0001), sendo que o grupo tratado com
probidtico apresentou valores significantemente menores em comparacao ao grupo tratado
com hipoclorito de sédio. Os periodos de 3, 21 e 42 dias com irrigacdo com NaOCl (p<0,0001),
os periodos de 7, 21 e 42 dias que receberam irrigagdo com probidtico (p=0,0003) e os
periodos de 7, 21 e 42 dias do grupo sem tratamento (p<0,0001) também apresentaram
diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo higido (Figura 20).

Comparando os diferentes periodos experimentais dos grupos com lesao periapical e
sem tratamento (Grupo IV), observou-se diferenca estatisticamente significante entre todos
os periodos (p< 0.0001), com o periodo de 21 dias apresentando os maiores valores e o
periodo de 7 dias o0 menor nimero de osteoclastos. Entre os diferentes periodos experimentais
com irrigacao com NaOCI (Grupo V), observou-se que o periodo de 21 dias, que apresentou o
maior nimero de osteoclastos, foi estatisticamente diferente do periodo de 7 dias (p< 0,0001).
Ja no Grupo 1V (irrigacao com probidtico), ndo foi observada diferenga significante entre os
diferentes periodos experimentais (p= 0,3746) (Figura 20).

Quando os diferentes tratamentos foram comparados no mesmo periodo experimental,
pode-se observar que aos 7 dias nao houve diferenca entre os grupos 1V, V e VI (p=0,5591).
Aos 21 dias o grupo VI (irrigacdo com probidtico), que apresentou os menores valores de
osteoclastos, foi estatisticamente diferente do grupo sem tratamento (Grupo 1V) e do Grupo
V (irrigacdo com hipoclorito de sddio). Ja aos 42 dias, nao foi possivel observar diferenca
significante entre os grupos (p=0,0689) (Figura 20).

De uma maneira geral, apds a analise do nimero de osteoclastos por meio da
histoenzimologia para a TRAP, pode-se observar que o periodo experimental de 21 dias
apresentou um padrao em todos os grupos analisados, onde o nimero de osteoclastos atingiu
numero maximo e ocorreu um declinio em relacdo ao periodo de 42 dias, demostrando que
houve uma reducao destas células com o decorrer do tempo.

As Figuras 21, 22 e 23 ilustram a marcacao de osteoclastos.
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Figura 20. Representagdo grafica da comparagdo estatistica entre todos os grupos em relacdo ao nimero de
osteoclastos. Os asteriscos representam diferenca estatistica entre os grupos do probidtico com os
demais (p<0,05).

30- I -

2{ 1T I x T

LA

| | 1| 1| 1| 1| I | I | |
S ad A0 WO Ad D 4D > 1D 4D Ad 4O
Y AV AN '\ N A )
S \\‘)Q &4 '15:,» ‘\,‘ q’@“

=]

Numero de Ceélulas TRAP positivas



Resultados | 73

Figura 21. Fotomicrografias de cortes representativos dos Grupos I, II e I1I, aos 3 dias, corados
por meio da técnica de histoenzimologia para a atividade da fosfatase resistente

ao tartarato (TRAP), para identificacdo e contagem de células osteoclasticas.

(A) Fotomicrografia panoramica do Grupo I (dente higido), evidenciando osso alveolar

sadio e presenca reduzida de osteoclastos (Zeiss, 10x).

(B) Fotomicrografia panoramica do Grupo II (abertura corondria e irrigacdo com
hipoclorito de sédio), evidenciando osso alveolar sadio, porém com presenga de

osteoclastos (Zeiss, 10x).

(C) Fotomicrografia panoramica do Grupo III (abertura coronaria e irrigagdo com
probidtico), evidenciando osso alveolar sadio e pequena presenca de osteoclastos,

semelhante as estruturas do dente higido (Zeiss, 10x).
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Figura 22. Fotomicrografias de cortes representativos dos Grupos IV, V e VI, aos 7, 21 e 42

(A)

(B)

(©)

(D)

(E)

(F)

(G)

(H)

(1)

dias, corados por meio da técnica de histoenzimologia para a atividade da
Fosfatase Resistente ao Tartarato (TRAP), para identificacdo e contagem de células

osteoclasticas.

Fotomicrografia panoramica do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 7 dias,
evidenciando presenca de osteoclastos (Zeiss, 10x).

Fotomicrografia panoramica do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 21 dias,
evidenciando presenga de osteoclastos em grande quantidade (Zeiss, 10x).
Fotomicrografia panoramica do grupo IV (sem nenhum tratamento), aos 42 dias,
evidenciando presenga moderada de osteoclastos (Zeiss, 10x).

Fotomicrografia panoramica do grupo V (com irrigacao de hipoclorito de sédio), aos
7 dias, evidenciando presenca de osteoclastos em quantidade moderada (Zeiss,
10x).

Fotomicrografia panoramica do grupo V (com irrigacdo de hipoclorito de sédio), aos
21 dias, evidenciando presenca de osteoclastos em quantidade moderada (Zeiss,
10x).

Fotomicrografia panoramica do grupo V (com irrigacdo de hipoclorito de sédio), aos
42 dias, evidenciando presenca moderada de osteoclastos (Zeiss, 10x).
Fotomicrografia panoramica do grupo VI (com irrigacdo de probidtico), aos 7 dias,
evidenciando presenga de osteoclastos em quantidade pequena (Zeiss, 10x).
Fotomicrografia panoramica do grupo VI (com irrigacao de probidtico), aos 21 dias,
evidenciando presenca de osteoclastos em quantidade moderada (Zeiss, 10x).
Fotomicrografia panoramica do grupo VI (com irrigacao de probidtico), aos 42 dias,

evidenciando presenga de osteoclastos em pequena quantidade (Zeiss, 10x).
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Figura 23. Fotomicrografias de cortes representativos dos osteoclastos em maior aumento do
grupo 1V (Zeiss, 40x).
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5 DISCUSSAO

A avaliagdo do papel dos probidticos realizados em estudos anteriores, demonstraram
apenas a sua acao sistémica na lesao periapical (Cosme-Silva et al.,2019 e Cosme-Silva et al.,
2020) ou como solugdo irrigadora in vitro (Bohora et al., 2017; Bohora et al., 2019; El-Sayed
et al., 2019). No presente estudo, além da avaliacdo /n vitro, analisou-se, pela primeira vez,
a acao local /in vivo do probidtico na lesdo periapical, utilizando uma solucdo contendo
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 como agente de irrigacao.

Em estudo realizado por El-Sayed et al., em 2019, foi analisado o efeito de solucdo
irrigadora contendo Lactobacillus rhamnosus (B-445) como probidtico, no crescimento de
Enterococcus faecalis, por meio de uma avaliagao in vitro em dentes de humanos. Neste estudo
o probidtico foi utilizado como grupo experimental, o NaOCl como controle positivo e a solugao
salina como controle negativo. Na contagem das unidades formadoras de colonias, utilizado
para avaliar a acao do probidtico, observou-se que a contagem média de colonias de L.
rhamnosus pos-irrigagao foi significativamente maior que de £. faecalis, demonstrando que
houve a possibilidade de competicdo pelo sitio de ligacdo e nutrigdo dos micro-organismos.
Desse modo, esses autores mostraram que o probidtico utilizado possui um potencial efeito
inibitorio sobre o crescimento de E£. faecalis, o que motiva a realizacdo de pesquisas com o
uso de probidticos localmente, como solugao irrigadora de canais radiculares.

A escolha do probidtico utilizado foi baseada em estudos /n vivo anteriores, os quais
apresentaram resultados favoraveis ao reparo dsseo na area da Periodontia (Messora et al.,
2016; Oliveira et al., 2016; Ricoldi et al., 2017). Além disso, a atividade antimicrobiana de
cepas presentes na cavidade bucal e nas infecgbes endodonticas foi previamente avaliada in
vitro no presente estudo, por meio da mensuracao do halo de inibicao do crescimento
microbiano, demostrando que o probidtico em questdo apresentou potencial terapéutico. Os
resultados do presente estudo /n vitro concordam com os obtidos por Bohora e Kokate (2017)
que avaliaram um conjunto de probidticos vendidos comercialmente contendo Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum,
Saccharomyces boulardii e Streptococcus thermophillus, contra Enterococcus faecalis e
Candida albicans, observando que os probioticos tiveram acdo contra o £. faecalis.

Os micro-organismos e seus antigenos microbianos, presentes na infeccdo do canal
radicular, podem estimular respostas do sistema imune no tecido periapical. A quantidade de
patdgenos, a interacdo com o sistema imune e seus estimulos inflamatdrios podem influenciar
e alterar a progressao da doenca (Graunaite et al., 2011; Braz-Silva et al., 2019). Desse modo,
a lesdo periapical tende a ser crescente e agressiva com o decorrer do tempo, como

demonstrado no presente estudo no grupo controle negativo IV (inducao da lesao periapical
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sem tratamento), em que a lesdo aos 7 dias possuia pouco infiltrado inflamatério, quando
comparado ao periodo de 42 dias do mesmo grupo (p=0,0041). Além disso a area da lesao
apresentou progressao crescente, com diferenca estatisticamente significante (p<0,001) entre
os periodos de 7, 21 e 42 dias, podendo ser este fato decorrente da interacdo da resposta
inflamatdria com os antigenos microbianos.

Por outro lado, sabe-se que as solugdes irrigadoras sao imprescindiveis no tratamento
endodontico, pois possuem a finalidade de facilitar a instrumentacao, dissolver o tecido pulpar,
remover residuos organicos e smear layer, além de diminuir a contaminacao microbiana
localizada na luz dos canais radiculares (Silva et al., 2004; Zehnder, 2006; Haapasalo et al.,
2010; Silva et al., 2010; Tanomaru et al., 2015). O hipoclorito de sddio foi usado como controle
positivo no presente estudo, devido a sua potente atividade antimicrobiana (Tanomaru et al.,
2003). No entanto, quando estruido do canal, o hipoclorito de sddio pode resultar na oxidacao
do tecido circundante, ocasionando hemdlise, ulceracdo, degeneracdo de fibroblastos e de
células endoteliais, proporcionando maior inflamacgdo (Sermefio et al., 2009; Tenore et al.,
2018; Slaughter, 2019).

Na comparacao da irrigacdo com hipoclorito de sédio com o grupo controle negativo
(inducao da lesdo periapical), ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos em relagado
a todos os parametros (p>0,05). Este resultado pode ser explicado pela falta da completa
remocao do agente causal e pela impossibilidade de realizar o preparo biomecanico do canal
radicular, devido as limitagdes do modelo animal (Siqueira-Junior et al., 2018).

E interessante ressaltar que nas mesmas limitagdes metodoldgicas do modelo animal
empregadas nos outros grupos, ao analisarmos o grupo da irrigagdo com o probidtico foi
observado que apesar da lesao periapaical, havia um infiltrado inflamatério suave, fibras
colagenas e matriz extracelular aparentemente com aréas de pouca destruicao nos periodos
de 21 (p=0,0027) e 42 dias (p=0,0032), em comparacao com os grupos onde foi utilizada a
irrigacdo com o hipoclorito de sddio e nos grupos sem nenhum tratamento. Além disso,
histometricamente, o grupo da irrigagdo com probidtico apresentou menor area da lesao
(p<0,05), em relagao aos demais grupos, demostrando efeito na progressao da lesao,
paralisando o aumento da sua extensao e diminuindo sua intensidade inflamatdria, possuiu
um efeito protetor na perda dssea.

No presente estudo foi realizada, também, a avaliagdo do nimero de osteoclastos, por
meio da atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP), que demonstrou uma
reducdo significante no grupo da irrigacdo com o probidtico aos 3 dias (grupo III) em
comparagao com o hipoclorito de sédio (p<0,05). O grupo probidtico VI, que apresentou os

menores valores de osteoclastos, foi estatisticamente diferente do grupo sem tratamento (IV)



Discussdo | 83

e do grupo hipoclorito (V), aos 21 dias (p=0,0043). Entretanto, apesar de visualmente e
numericamente notar-se uma leve diminuicdo de células TRAP-positivas nos outros periodos
experimentais, nao foi possivel identificar diferenca significativa entre os tempos de 7 e 42
(p=0,5591 e p=0,0689, respectivamente). Este resultado é discordante com os achados de
Cohenca et al. (2015), que analisaram diferentes sistemas de irrigacao, demostrando que a
irrigacao convencional ndo diminuiu o numero de osteoclastos na lesdo periapical, porém
corrobora com Pucinelli et al. (2017), que analisaram também diferentes sistemas de irrigacao,
demonstrando que houve diferenca entre o niUmero de osteoclastos na lesao periapical, em
comparagao ao grupo sem tratamento.

Considerando que este é o primeiro estudo /n vivo analisando o uso local de probidticos
no canal radicular de ratos como solucdo irrigadora, 0 mecanismo de acdao do probidtico
especificamente na lesdo periapical ainda é desconhecido. Entretanto, uma possivel explicagao
seria pela ocupacdo do probidtico no espaco do biofilme, que seria colonizado por micro-
organismos patogénicos, coagregando a este biofiime e diminuindo sua agressividade
(Haukioja et al., 2006; Twetman et al., 2009). Outro fator que pode estar relacionado a agao
do probidtico na lesdao periapical é o da producao de compostos pelas bactérias probidticas
com atividade antimicrobiana, como acido latico, perdxido de hidrogénio, bacteriocinas e
substancias similares a bacteriocinas (Gordon, 2009). Alguns estudos demostram uma acao
antitoxinas do probidtico, pela interacao fisico-quimica do mesmo com as toxinas liberadas,
resultando em toxicidade reduzida (Oelschlaeger, 2010, Markowiak et al., 2017). Essas
interacdes de seus produtos com o tecido epitelial permitem que o probidtico seja capaz de
alterar a resposta imunoinflamatoria, modulando a reposta local e sistémica, por meio de
interacdes nas células denditricas, resultando na ativacao de Tregs (Células T regulatdrias)
que desempenham papel na manutencao das células epiteliais pela producao de TGF - B e IL
- 10, e ainda capaz de agir na restauracdo da homeostase imunoldgica pela modulagao dos
receptores Thl e Th2 (Walker, 2008; Travers et al., 2011; Mahasneh e Mahasneh, 2017;
Tahuer et al., 2017; Martens et al., 2018).

Segundo Oliveira et al. (2016), a administragao tépica do probidtico Bifidobacterium
animalis subsp. /actis HNO19 na doenga periodontal experimental em ratos apresentou um
efeito protetor contra a perda dssea e inser¢ao conjuntiva, concordando com os resultados do
presente estudo, em que pode ser observado o efeito protetor na reabsorcao dssea periapical
e manutencao do tecido conjuntivo nos grupos experimentais onde utilizou-se esse probidtico,
reforcado pelo fato das lesOes periapicais serem significantemente menores no grupo VI do

que no grupo V.



84 | Discussao

Apesar da diferenca da cepa probidtica, da metodologia utilizada e da via de
administracdo do probidtico, o estudo de Cosme-Silva et al. (2019) pode ser utilizado como
base de comparacdo para o presente trabalho, uma vez que também avaliou a atividade do
probidtico sobre a lesdo periapical. Com a administracdo sistémica por meio de gavagem dos
probidticos Lactobacillus rhamnosus ou Lactobacillus acidophilus sobre a lesao periapical,
esses autores demostraram que as células inflamatdrias se apesentaram em menor nimero
nos grupos onde se utilizou os probidticos, em comparacao ao controle e, ainda,
histometricamente, a area da lesdo apresentou proporcdes menores, corroborando com os
achados do presente estudo.

Embora os trabalhos com probidticos publicados na literatura especifica ou
relacionados a tratamentos endoddnticos tenham em sua grande maioria resultados positivos,
nao devem ser transportados ainda aos seres humanos. Destaca-se o fato de que no presente
estudo, ndo foi realizada a remogao dos micro-organismos e tecidos necréticos dos canais
radiculares, por meio do preparo biomecanico, devido as condicOes e limitagdes do modelo
animal. A auséncia de disponibilidade de limas endodonticas de calibre compativel com o
diametro do canal radicular de ratos representa uma possivel limitacao deste estudo ja que,
para limitar ainda mais a progressao da lesdo periapical, este seria um passo imprescindivel.
Além disso, € necessario ressaltar que a eficacia da acao dos probidticos depende do tipo de
cepa utilizada, da frequéncia, da dosagem e, também, do modelo experimental utilizado.

Todavia, informacgdes importantes foram obtidas no presente estudo, em relagdo ao
potencial terapéutico do probidtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19, na lesao
periapical. Foi possivel evidenciar que a administracao local do probidtico ocasionou diminuicao
da quantidade de células inflamatdrias e atenuou o quadro patoldgico que, por conseguinte,
se apresentou com menor gravidade. Estes resultados constituem uma andlise inicial e
essencial para investigar esta possivel nova solucdo irrigadora, a base de probidtico. Desse
modo, novos estudos sdo necessarios para explorar o0 mecanismo de acao dos probidticos nas
alteracOes periapicais, a padronizacao das cepas, dosagem e protocolo empregado, para que
esta venha a ser considerada como uma nova possibilidade, menos agressiva para 0 organismo

e com bons resultados, para irrigagao durante o tratamento endodontico.
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6 CONCLUSAO

Com base nas metodologias empregadas e nos resultados obtidos, pdde-se concluir
que:
- 0 probidtico Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 possui um potencial terapéutico
em relacdo aos principais micro-organismos presentes da infeccao do canal radicular,

evidenciado pela comprovada atividade antimicrobiana in vitro; e

- a administracao local como solucdo irrigadora de canais radiculares do probidtico
Bifidobacterium animalis subsp. /actis HNO19 demonstrou potencial de diminuigao do infiltrado
inflamatdrio e da area da lesdo periapical formada quando comparado aos grupos de irrigacao
com hipoclorito de sddio e sem tratamento. Em relacdo ao numero de células TRAP-positivas,
ocorreu uma reducao significante nos grupos de irrigagdo com probidticos, principalmente aos
21 dias, em comparagao com 0s grupos com lesao sem nenhum tratamento e irrigacdo com

hipoclorito de sddio.
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ANEXO A

APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

( :E UA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSICADE DE SAO PAULO
FACULDADE DF ODONTOLOGA DE RERAD PRETO

ComissAo DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado “Analise Microscopica e Efeito na
Microbiota Bucal e Radicular de Ratos apés o Uso Sistémico e Local de
Probiético”, Protocolo n® 2018.1.782.58.0, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Léa
Assed Bezerra da Silva — que envolve a produgdo, manutengéo elou utilizacdo 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 Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi APROVADO pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade

de Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA/FORP) em 12/12/2018.

Vigéncia do Projeto | 01/02/2019 a 01/02/2022
Espécie/Linhagem | Rato isogénico / Wistar Sprague-Dawley
N° de animais 140

Peso/ldade 170-250g / 6-8 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério Central - PUSP-RP

Ribeirao Preto, 12 de dezembro de 2018.

Prof. Dr. Michel Reis sora

Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CEUA- FORP/USP



