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RESUMO

Probioticos sao bactérias benéficas que melhoram a saude geral do organismo e
podem ser Uteis no controle de doencas periodontais e céries. Entretanto, ndo ha
estudos que relacionem o uso dos probidticos na endodontia. Dessa forma,
0 objetivo deste estudo foi analisar e comparar o desenvolvimento de lesdo
periapical em ratos com dieta normal ou dieta suplementada com
probidticos. Para tanto, 16 ratos albinos Wistar, todos recebendo a indugdo da leséo
periapical, foram alocados em dois grupos da seguinte forma: Grupo Controle (GC)
(n=8) dieta normal; Grupo Complexo Probidtico (GCP) (n=8) dieta sistémica com um
complexo de probidtico (Probiotic Complex Daily Need, GNC™). Durante todo o
periodo experimental o peso dos animais e a ragdo consumida foram tabulados.
Apés 30 dias da inducdo da lesdo e administracdo das dietas, os animais foram
eutanasiados e as mandibulas foram removidas, fixadas em formoldeido,
descalcificadas em EDTA. Em seguida foram incluidas em parafina para obtencao
de cortes histologicos. Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e
eosina para analise do processo inflamatdrio e imunomarcadas com proteinas que
regulam as atividades celulares na remodelacdo do tecido 6sseo: TRAP, OPG e
RANKL. Os dados obtidos foram submetidos a anélise estatistica, observando uma
reducdo no processo inflamatério e nareabsorcdo déssea na periodontite apical.
Portanto, a suplementacdo de complexos probiéticos teve influéncia na reducéo do

desenvolvimento da periodontite apical.

Palavras-chave: Lesao periapical; Lactobacillus; Bifidobacterium; Metabolismo

dsseo.



PRADO, A. S. Effect of a probiotic complex on the development of periapical
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ABSTRACT

Probiotics are beneficial bacteria that improve the overall health of the body and can
be useful in controlling periodontal diseases and cavities. However, there are no
studies that relate the use of probiotics in endodontics. Thus, the aim of this study
was to analyze and compare the development of periapical lesions in rats with a
normal diet or a diet supplemented with probiotics. For this purpose, 16 albino Wistar
rats, all receiving induction of periapical lesion, were allocated into two groups as
follows: Control Group (CG) (n = 8) normal diet; Probiotic Complex Group (GCP) (n =
8) systemic diet with a probiotic complex (Probiotic Complex Daily Need, GNC ™),
Throughout the experimental period the weight of the animals and the feed
consumed were tabulated. After 30 days of injury induction and administration of the
diets, the animals were euthanized and the mandibles were removed, fixed in
formaldehyde, decalcified in EDTA. Then they were embedded in paraffin to obtain
histological sections. Histological sections were stained with hematoxylin and eosin
for analysis of the inflammatory process and immunostained with proteins that
regulate cellular activities in bone tissue remodeling: TRAP, OPG and RANKL. The
data obtained were submitted to statistical analysis, observing a reduction in the
inflammatory process and bone resorption in apical periodontitis. Therefore,
supplementation of probiotic complexes had an influence on reducing the

development of apical periodontitis.

Keywords: Periapical injury; Lactobacillus; Bifidobacterium; Bone metabolism.
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1 INTRODUCAO

Probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro podendo
interferir no processo saude-doenca (BOSCH et al., 2012; GUARNER et al., 2005).
Os principais microrganismos utilizados como probi6ticos sdo bactérias do género
Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus e Bifidobacterium (BRON et al., 2011;
TEUGELS et al, 2013; VIVEKANANDA et al, 2010). Os Lactobacillus e
Bifidobacterium sao microrganismos encontrados em alguns alimentos e sé&o
considerados probidticos devido a sua capacidade para modular a composicao e
atividade metabdlica da flora intestinal e melhorar o sistema imunolégico em
humanos (SPANHAAK et al., 1998; NAGAO et al., 2000). ApGs seu consumo, este
microrganismo € capaz de sobreviver durante a passagem através do trato

gastrointestinal devido as suas propriedades acidogénicas (YUKI et al., 1999).

O mecanismo de acdo dos probidticos € baseado na modificacdo do
ambiente bacteriano patogénico através da competicdo entre patdégeno X probiotico,
modulando positivamente a resposta imune do hospedeiro (TEUGHELS; LOOZEN;
QUIRYNEN, 2011). Os principais efeitos dessa competicdo s&o atribuidos a
capacidade de aumentar a atividade dos macréfagos, defesa imune, elevar o
namero de “killer cells” e interferons (LODI et al., 2015). Foi demonstrado que em
modelos animais com sensibilizacédo alérgica os probiéticos administrados oralmente
diminuiram a producéo alergénico-especifico de IgE, em parte pela modulacédo da
producdo de citocinas sistémicas. Seguramente, os probibticos estdo relacionados
com a diminuicdo da resposta inflamatoria pela inducdo de mecanismos regulatérios
(BORCHERS et al., 2009).

Em estudo conduzido por Amdekar e Singh (2016) foi demonstrado que o
uso de probidticos do tipo Lactobacillus acidophilus em ratos com artrite demonstrou
gue o probidtico foi capaz de diminuir a expressao de citocinas inflamatérias como
IL-6, TNF-a, IL-17 e IL-1B e aumentar a expressdo de citocinas anti-iflamatorias
como IL-10 e IL-4. Além disso, o Lactobacillus acidophilus também reduziu o
estresse oxidativo, que € um fator importante para causar inflamacé&o. Satish Kumar
et al., (2017) avaliou o potencial terapéutico e as propriedades imunomoduladoras

do probiético Bifidobacterium bifidum em colite ulcerativa em ratos. Os autores


http://www.nature.com/ejcn/journal/v59/n7/full/1602158a.html#bib14
http://www.nature.com/ejcn/journal/v59/n7/full/1602158a.html#bib12
http://www.nature.com/ejcn/journal/v59/n7/full/1602158a.html#bib16
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demonstraram os efeitos anti-inflamatoérios do probiético através da diminuicdo dos
niveis de IL-18 concomitantemente com o aumento da IL-10. Ricoldi et al., (2017)
demostraram que a terapia probidtica com a cepa Bifidobacterium animalis subsp.
lactis potencializa os efeitos da raspagem e do alisamento radicular no tratamento
da periodontite em ratos. O probidtico foi capaz de influenciar na regulacdo das
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias, reduzir a inflamacéo e a reabsorcao

Ossea local e favorecer a reparacgéo tecidual.

Uma série de beneficios decorrentes da utilizacdo de probiodticos tem sido
demonstrada incluindo o aumento a resisténcia a doencas infecciosas, alivio da
intolerancia a lactose, prevencao de doencgas intestinais como diarreias, prevencao
de infeccBes vaginais e urogenitais, reducdo de quadros alérgicos e infeccbes
respiratorias, diminuicdo da concentracdo de colesterol sérico e aumento da
resisténcia a quimioterapia (ARUNACHALAM et al., 2000; HATAKKA et al., 2001;
PERDIGON et al., 1995; STAMATOVA e MEURMAN, 2005; VANDERHOOF et al.,
1999; VON BULTZINGSLOWN et al., 2003; VUOTTO et al., 2013). Além disso, os
efeitos positivos do uso de probidticos também estdo relacionados com infec¢des da
cavidade oral (MEURMAN, 2005).

Os probidticos podem ser benéficos para prevenir ou tratar doencas orais
como cérie, gengivite ou periodontite, que estdo associadas a uma alteragcdo na
composicao e atividade do biofilme bacteriano (GRUNER; PARIS; SCHWENDICKE,
2016). Existem varios mecanismos pelos quais 0s probiéticos podem influenciar a
saude oral, por exemplo, modulagdo imunologica, impacto sobre a microbiana oral,
producdo de substancias antimicrobianas pelo probidtico e exclusdo competitiva de
bactérias patogénicas dificultando a adesdo de patdgenos orais (TEUGHELS;
LOOZEN; QUIRYNEN, 2011). Os efeitos dos probio6ticos nos patdégenos causadores
da carie ou doencas periodontais tém sido estudados in vitro com bons resultados
(CHUANG et al., 2011; LEE et al., 2011; SCHWENDICKE et al., 2014).

Em endodontia, estd bem estabelecido que as bactérias fazem parte da
etiologia das lesbes pulpares e perirradiculares, e o0 objetivo da terapia da
endodontia € alcancar uma reducgdo significativa na carga bacteriana intracanal
(SIGNORETTI et al., 2013; SUBRAMANIAN e MICKEL, 2009). A patogénese das

lesbes periapicais envolve uma série complexa de resposta imune inflamatéria a


http://www-sciencedirect-com.ez37.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0003996916300413?np=y#bib0205
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infeccdo bacteriana do sistema de canais radiculares podendo levar a destruicdo de
tecidos periapicais (GRAVES et al.,, 2011; SUBRAMANIAN e MICKEL, 2009).
Quando a lesédo periapical esta instalada, citocinas inflamatérias ou interleucinas
possuem um papel importante na resposta imune, iniciando e coordenando eventos
celulares e regulando a resposta do hospedeiro as endotoxinas. Além disso, a
reabsorcdo 6ssea que ocorre nestas patologias aparece como um fator determinante
a expansao destas lesfes, sendo iniciada pela proliferacdo de células precursoras
de osteoclastos imaturos e diferenciacdo das mesmas em células osteoclasticas
maduras que promovem a degradacdo dos componentes 0sse0s organicos e
inorganicos (KAJIYA et al., 2010).

Ha estudos que demonstraram que, isoladamente, o0s probidticos
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus tiveram um efeito significativo
na reducdo da inflamacéo e reabsorcdo 6ssea no desenvolvimento da periodontite
apical em ratos (COSME-SILVA et al.,, 2019; COSME-SILVA et al.,, 2020).
Entretanto, a resposta imune pode aumentar quando um ou mais probiéticos sao
consumidos concomitantemente e agem sinergicamente, como parece ser 0 caso de
Lactobacillus administrado em combinagdo com Bifidobacterium (CALDER e KEW,
2002; KOPP-HOOLIHAN, 2001). A hipotese deste estudo é que a administracao
sistémica do probidtico possa alterar a formacédo da lesdo periapical induzida em

ratos.

Até o momento, nenhum estudo trata o uso dos probioticos da forma
comercial mais comum no mundo, a administragdo do mesmo por meio de misturas
de cepas probidticas, embora, atualmente, alguns estudos estejam sugerindo o uso
isolado em endodontia (COSME-SILVA et al., 2019; COSME-SILVA et al., 2020).
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os resultados histopatologicos e imuno-
histoquimicos ap6és a administragdo do Complexo Probidtico de GNC
(CODE424639) em ratos com periodontite apical induzida. A hipotese nula testada
foi de que ndo havera diferenca entre o grupo controle (GC) - sem probioticos e o

grupo complexo probidtico (GCP).


http://www-sciencedirect-com.ez37.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0003996916300413?np=y&npKey=8ec76d5024aa212c2815533ca25fee4c3808f494267c828612528186f1a19372#bib0055
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Analisar e comparar o desenvolvimento de lesdo periapical em ratos
com dieta suplementada ou ndo com probioticos através de analises
locais.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar e comparar histologicamente a lesao periapical,

e Analisar e comparar os tecidos da regido periapical de dentes de ratos
utiizando a expressdo das proteinas correlacionadas a
osteoclastogénese (TRAP, OPG e RANKL) como indicadores celulares

de predisposicao a reabsor¢ao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O presente estudo foi submetido ao comité de ética da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista UNESP (00516-2017).
Dezesseis ratos (Rattus norvegicus, da variedade Wistar, albinus), com peso entre
250 a 300g foram utilizados, os quais foram divididos em dois grupos experimentais
com oito animais em cada grupo. As estimativas do tamanho da amostra foram
baseadas em dados de um estudo anterior (AZUMA et al., 2017). Uma diferenca de
1 no SCORES era esperada como significativa. Considerando erro alfa de 0,05 e
poder de 95% para reconhecer uma diferenca significativa, um namero minimo de 7
animais por grupo foi considerado necessario. Levando em conta possiveis mortes

de animais, mais um animal foi adicionado em cada grupo, resultando em 8 ratos /

grupo.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola),
ambiente com temperatura (22 + 2°C, 70% de umidade) e ciclo de luz controlado
(12/12 h, claro-escuro), com acesso livre a agua e racao ad libitum durante todo o
periodo experimental. Os animais foram divididos aleatoriamente de acordo com 0s

grupos experimentais:
Grupo Controle- GC (n=8) Inducéo da lesao periapical e dieta normal;

Grupo Complexo Probio6tico- GCP (n=8) Inducdo da lesdo periapical e dieta
suplementada com probiotico (GNC Probiotic Complex) (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus salivaris, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis subs. lactis and
Streptococcus thermofilus) (CODE424639) General Nutrition Centers, Inc., Nova

York, United States. Via gavagem.

3.2 Leséo Periapical

A inducédo da lesao periapical foi realizada sob efeito de anestesia geral por
injecdo intramuscular com Ketamina- 80mg/kg (Avenco Inc., Fort Dodge, IA) e
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Xilazina- 4mg/kg (Mobay Corp. Shawnee, KS), e foi realizada a abertura coronaria
dos primeiros molares superiores e inferiores de ambos os lados (4 dentes) (Cintra
et al., 2016) com auxilio de uma broca em aco carbono (Broca Ln Long Neck -
Maillefer, Dentsply) com 0,1mm de diametro, desta forma, todas as exposi¢coes
pulpares serdo padronizadas com 0,1mm de diametro. O tecido pulpar coronal foi
exposto e desorganizado através da cavidade de acesso ha coroa e mantido aberto
na cavidade oral até a eutanasia (CINTRA et al., 2016; DAL-FABBRO et al., 2019).

3.3 Terapia com Probiotico

Os probidticos utilizados neste estudo foram administrados por gavagem, de
forma complementar a dieta convencional, logo apds a inducédo da leséo periapical
por um periodo de 30 dias, diariamente no periodo da manha. No GC n&o houve
suplementacdo da dieta com o probidtico, porém o processo de gavagem foi
realizado com 5 ml de 4gua (RICOLDI et al., 2017)' apenas, para que a influéncia do
estresse ocasionado por esta etapa pudesse ser descartado como um possivel fator
de interferéncia nos resultados a serem obtidos. No GCP, GNC Probiotic Complex
(PCG) (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivaris, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis subs.
lactis and Streptococcus thermofilus) (CODE424639) General Nutrition Centers, Inc.,
Nova York, United States, foi administrado por gavagem diluindo uma cépsula na
concentracdo de 10° CFU/ml em 3 ml de agua, sendo que uma capsula corresponde

a um bilh&o de unidades formadores de colbnias (UFC).

3.4 Formas de Analises dos Resultados

3.4.1 Analise Histomorfométrica e Imuno-histoquimica

Foi realizada a eutanasia dos animais, apdés 30 dias, por overdose de
solugcdo anestésica. Os primeiros molares inferiores do lado esquerdo foram
utilizados para analise histomorfométrica e imuno-histoquimica. Logo depois de

retiradas as mandibulas e maxilas foram fixadas em formalina neutra (10%), durante
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24 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em agua corrente
por 24 horas e descalcificadas em solucdo de EDTA (10%), lavadas em agua
corrente (24 horas), desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina pelo método de rotina. Nos blocos obtidos, foram efetuados cortes semi-
seriados realizados em micrétomo (Leica - RM 2045), com 06 micrémetros de
espessura. Para cada espécime, 04 laminas com 3 cortes teciduais, foram
preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (02 laminas) e as outras laminas
foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica, para os marcadores biol6gicos
TRAP e OPG.

A analise histologica das mandibulas serviu para caracterizacdo do perfil
inflamatorio das lesdes periapicais (GOMES-FILHO et al., 2015). Foi realizada
analise descritiva e qualitativa. As laminas contendo os cortes representativos de
cada espécime foram avaliadas sob a microscopia 6ptica e utilizadas na andlise
descritiva. A andlise descritiva consistiu na descricdo dos fendmenos
histopatoldgicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcdo das variaveis
experimentais (GOMES-FILHO et al., 2015).

A andlise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando as magnitudes dos fendmenos histopatologicos de forma dissociada e da
analise histométrica das estruturas do periodonto apical (GOMES-FILHO et al.,
2015). A raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo foi escolhida para esta
analise. As variaveis estudadas foram: infiltrado inflamatério quanto a sua
intensidade e extensdo e perda de estrutura O0ssea periapical. Foram atribuidos
escores para os critérios intensidade e extensdo do infiltrado inflamatério e para a
perda de estrutura éssea foi realizada a mensuracdo por area empregando
programa de imagens especifico (Leica QWin Plus - Leica Microsystems, Nussloch —

Germany).

A intensidade do processo inflamatério foi analisada em torno da area
periapical da raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo em conformidade com o
namero meédio aproximado de células inflamatorias presentes em diferentes campos
de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400x junto ao periapice
dentario. Foram consideradas pontuagbes: 0O (ausente ou poucas células

inflamatorias), pontuacdo 1 (até 25 células e reacdo leve), pontuacdo 2 (25- 125
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células inflamatérias e reacdo moderada) e pontuacdo 3 (mais de 125 células e
reacao grave) (GOMES-FILHO et al., 2015).

Para a técnica da imuno-histoquimica, os cortes histoldégicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em etanol. A recuperagdo antigénica foi
realizada através da imersé@o das laminas histoldgicas em tampédo Diva Decloaker®
(Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking Chamber®
(Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao término de cada uma das
etapas da reacdo imuno-histoquimica foram efetuadas lavagens em tampéo fosfato
salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histologicos foram imersos em peroxido de
hidrogénio 3% por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino por 12 horas, para o
bloqueio da peroxidase endégena e bloqueio dos sitios inespecificos,
respectivamente. As laminas histolégicas foram submetidas a incubacdo com seus
respectivos anticorpos primarios diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100
(PBS-TX), durante 24 horas, em camara Umida (anticorpos primarios (1:100) contra
a OPG (Rabbit anti-opg — SC11383) e TRAP (Goat anti-TRAP - SC 30832)). Nas
etapas subsequentes foi empregado o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-
Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). As seccdes histologicas foram incubadas
no anticorpo secundario universal biotinilado (Universal LSAB “+ Kit/HRP,
Rb/Mo/Goat), durante 2 horas, e posteriormente tratadas com estreptavidina
conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora. Na revelacdo foi
empregado como cromégeno o 3,3- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB
chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA) e em seguida a contracoloracdo foi
realizada com hematoxilina de Harris. Como controle negativo, os espécimes foram
submetidos aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacéo

dos anticorpos primarios.

A analise imuno-histoquimica foi realizada sob iluminacdo de campo claro
em microscopio optico (Optiphot-2, Nikon, Japao) por um investigador cego e
calibrado. OPG foi analisada nas adjacéncias da lesdo periapical com um aumento
de 400x. A imunomarcacgao foi definida como aquela de coloragdo acastanhada
presente no citoplasma das células e/ou na matriz extracelular. A andlise qualitativa
foi efetuada utilizando-se cinco secg¢des histologicas de cada animal e ao padrao de
imunomarcacao foi atribuido um escore. O critério para o estabelecimento dos

escores foi adotado de acordo com Gomes-Filho et al. (2015) - 0 (auséncia completa
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de células imunorreativas (IR)); 1 (baixo IR), poucas células imunorreativas e
marcacao fraca da matriz extracelular (aproximadamente um quarto das células IR);
2 (IR moderado), numero moderado de células imunorreativas e marcacao
moderada da matriz extracelular (aproximadamente a metade das células
imunorreativas); e 3 (IR elevado), grande numero de células IR e forte marcacao da

matriz extracelular (aproximadamente trés quartos das células IR).

Somente osteoclastos maduros ou células multinucleadas TRAP-positivas
foram quantificados. A reacdo de imuno-histoquimica foi realizada logo apés a
selecdo da secc¢do histoldgica para a medicao da area da lesdo. Esta quantificacao
foi inicialmente para determinar o perimetro da lesdo ao nivel 6sseo, ou foi
delimitada a superficie externa do osso alveolar na area da lesdo. As células
multinucleadas foram quantificadas no perimetro, e foram expressas em células

TRAP-positivas multinucleadas por mm.

3.4.2 Anélise Estatistica

Foram utilizadas as médias + EPM para apresentacdo dos resultados. As
comparacdes multiplas dos resultados foram realizadas por andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo de Dunn. O nivel de significancia utilizado foi de

P<0,05 para todas as comparacoes.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histologica

Imagens histologicas de PA em diferentes grupos experimentais s&o
mostradas na Figura 1. Foi observada necrose no grupo Controle e Complexo
Probidtico aos 30 dias ap6s a exposicdo. Na PA, o grupo C apresentou infiltrado
inflamatério mais intenso em comparacdo ao grupo CP (Figura 1). As pontuacdes
medianas atribuidas ao grupo C foram mais severas do que as do grupo CP (P
<0,05).

Figura 1- Fotomicrografias mostrando aspectos histolégicos das regides periapicais
(A-B, a-b).

Grupo Controle Grupo Complexo
(GO) Probidtico (GCP)

#7v3 b
/

4/
sy
Ay

GC GCP

Legenda: Periodontite apical de maior gravidade foi observada no grupo Controle (A, a) do que no
grupo que consumiu Complexo Probiético (B, b). * Infiltrado inflamatério. Coloragdo com hematoxilina-
eosina. O retdngulo mostra a area eleita para ampliacdo de 400X. Ampliacdo original: A, B 100X; a, b
400X. Graficos mostrando pontuacdes para infiltrado inflamatério. Fonte: PRADO, 2022.
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4.2 Analise Imuno-histoquimica

As imagens imuno-histoquimicas da PA nos grupos C e CP sédo mostradas
na Figura 2. O nivel de RANKL diminuiu no grupo CP em comparacdo com o0s
do grupo C (P <0,05). O nivel de OPG foi semelhante em ambos os grupos (P>
0,05). O grupo CP apresentou menor contagem de células multinucleadas TRAP-

positivas na regido periapical quando comparado ao grupo C (P <0,05).

Figura 2- Fotomicrografias mostrando o aspecto histolégico da marcagéo
imunoldgica nas regides periapicais (A-F).

Grupo Controle Grupo Complexo
(GC) Probidtico (GCP)
' _— RANKL
4 —
w 3
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3 2
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6C GCP
TRAP
10¢
8
_E [
34 __
2
o
GC GCP

Legenda: Imunomarcagcdo padrdo mais intensa para RANKL no grupo Controle (A) quando
comparada com o grupo Complexo Probidtico (B); Padrdo de marcacao imunolégica semelhante para
OPG nos grupos Controle (C) e Complexo Probidtico (D); Contagem de células multinucleadas
TRAP-positivas por mm na regido periapical, o grupo CP (F) obteve menor contagem quando
comparado ao grupo C (E). Ampliagédo original: 400X. Graficos mostrando pontuagdes para RANKL,
OPG e TRAP. Fonte: PRADO, 2022.
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5 DISCUSSAO

Para o conhecimento dos autores, este € o0 primeiro estudo que mostra o
efeito sistémico dos complexos probiéticos na periodontite apical. A hipétese nula
deste estudo foi rejeitada porque ainflamacédo patogénica / reabsorcdo Ossea
induzida no PA pela exposicdo pulpar foi significativamente suprimida quando a
suplementacao sistémica com complexo probiético General Nutrition Centers (GNC)
foi administrada. Em estudos anteriores, foram administrados probi6ticos
separadamente, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus, demonstrando
efeitos no desenvolvimento da periodontite apical (COSME-SILVA et al., 2019;
COSME-SILVA et al., 2020). O mesmo foi observado no presente estudo, porém,
quando comparado a estudos anteriores que utilizavam a mesma metodologia,
houve uma tendéncia menos intensa a inflamacgéo e, também, um nimero menor de
células osteoclasticas. Portanto, o uso da férmula multi-strain de probiéticos,
também, pode ser uma alternativa na tentativa de diminuir a intensidade do processo
inflamatorio e a reabsor¢cédo éssea na periodontite apical.

O complexo probidtico utilizado neste estudo foi composto pelas seguintes
linhagens: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivaris, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis subs.
lactis and Streptococcus thermofilus. Os ratos utilizados, como modelos
experimentais neste estudo, apresentam a microbiota bacteriana oral e a resposta
apical a exposicao pulpar semelhante as observadas em humanos (TANI-ISHII et
al., 1994). A inducdo de periodontite apical em ratos permite que os pesquisadores
destaguem fatores extrinsecos que seriam dificeis de gerenciar se a investigacao
fosse realizada diretamente com seres humanos (AZUMA et al., 2017; CINTRA et
al., 2016; DAL-FABBRO et al., 2019; TANI-ISHII et al.,, 1994). Portanto, em um
estagio inicial, essa abordagem é oportuna. Para induzir a PA por um periodo de 30
dias (CINTRA et al. 2016; DAL-FABBRO et al. 2019; GOMES-FILHO et al. 2015), a
polpa dos molares de rato foi exposta ao ambiente oral, permitindo a infeccdo do
tecido pulpar e culminando em necrose pulpar e subsequente desenvolvimento da
PA cronica. Além disso, o modelo crénico de PA pode garantir a auséncia de sinais
sistémicos de infeccdo aguda, como abscessos, que podem influenciar a expressao

de mediadores pro-inflamatorios nos tecidos periapicais (AZUMA et al., 2018).
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O uso de probidticos na Odontologia, especialmente em periodontia,
demonstrou um efeito benéfico na doenca periodontal devido a reducao do indice de
placa bacteriana e menor destruicdo dos tecidos periodontais (RICOLDI et al., 2017;
TOIVIAINEN et al., 2015). Além disso, melhores paradmetros clinicos como
profundidade de sondagem, inflamacéo e sangramento gengival foram observados
na periodontite (TOIVIAINEN et al., 2015). A administracdo de probioticos por
gavagem foi 0 método de escolha neste estudo, pois 0 objetivo desta investigacao
era avaliar o efeito sistémico dos probidticos durante o desenvolvimento da PA. O
modo de administracdo da terapia probiotica € um fator que pode influenciar os
resultados do tratamento. No entanto, Gatej et al. (2018) demonstraram que,
independentemente do modo de administracdo (inoculacéo oral ou gavagem oral), 0
efeito benéfico dos probidticos na doenca periodontal permaneceu o mesmo. E
embora ndo haja diferenca, o modo de administracdo via gavagem é um método
seguro e fiel ao que se espera. Além disso, a dose/frequéncia também possui poder
de influéncia. Ricoldi et al. (2017) usaram uma dose de 10° UFC e tiveram sucesso
no tratamento coadjuvante da periodontite. Assim, essa dosagem foi escolhida para
0 presente estudo.

Um ndmero reduzido de células multinucleadas TRAP-positivas foi
encontrado no GCP quando comparado ao GC. Isto pode ser explicado em parte
pela imunomarcacéo reduzida de RANKL presente na GCP. Uma vez que a RANKL
€ 0 regulador positivo para osteoclastogénese e OPG atua como um fator inibidor,
ligando-se RANK e RANKL impedindo de se ligar a ele (BOYCE e XING,
2008). Dessa forma, evita a sequéncia de eventos fundamentais a formacdo de
osteoclastos. No presente estudo, uma vez que os valores de OPG permaneceram
praticamente 0os mesmos em ambos 0s grupos, a diminuicdo apresentada de
RANKL no GCP foi vital para as células multinucleadas com TRAP-positivo baixo.
Os Lactobacillus salivaris mostraram forte inibicdo de bactérias periopatogénicas.
Além da producgéo de bacteriocina, contribui ativamente para o processo de defesa
do hospedeiro: diminuindo a resposta inflamatoria por inibir a via NF-kB, um fator-
chave relacionado ao sistema RANK / RANKL / OPG (ZUPANCIC et al., 2017)

O Streptococcus thermophilus apresentado no complexo probidtico também
€ um potente indutor da IL-10 em macrofagos (JUNJUA et al., 2016)- Além disso,
essa cepa pode produzir termofilinas chamadas bacteriocinas, que séo proteinas

produzidas por certas bactérias que possuem uma caracteristica de inibir o


https://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%25253Fterm%25253DGatej%25252520SM%2525255BAuthor%2525255D%252526cauthor%25253Dtrue%252526cauthor_uid%25253D29121411
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crescimento de cepas bacterianas semelhantes ou  estreitamente
relacionadas. Demonstrou-se que essas termofilinas apresentam atividades
inibitérias in vitro contra cepas patogénicas Gram-positivas, como E. faecalis, uma
das espécies bacterianas mais desafiadoras a serem eliminadas, apresentadas no
desenvolvimento da periodontite apical (ROSSI et al., 2013).

O Lactobacillus plantarum tem funcdo imunorreguladora por meio da
ativacdo das respostas imunes Thl, promocao da secrecdo de IgA e melhora
da atividade celular do natural killer (NK) (MENG et al.,, 2018). Lactobacillus
rhamnosus esta relacionado ao aumento dos niveis de resposta celular de leucécitos
polimorfonucleares do sangue periférico e da atividade das células natural Killers,
apresentando acdo imunomoduladora pela regulagédo de citocinas como TNF-alfa,
IL-6, IL-12 e IL-10 (COSME-SILVA et al., 2019; SHEIH et al., 2001). Bifidobacterium
animalis subs. lactis exerce efeitos anti-inflamatorios no epitélio, regulando
negativamente a secrecdo de IL-8. E considerado um probidtico em potencial por
possuir propriedades imunomodulatérias e antimicrobianas (RICOLDI et al., 2017):

Os probiodticos estimulam as células dendriticas (antigeno - células
apresentadoras), resultando na expressdo de células T-helper 1 (Thl) ou de
resposta de Th2, que vao fagocitar agentes patogénicos intracelulares e
extracelulares, respectivamente, modulacdo do sistema imunolégico. Os probidticos
aumentaram a imunidade inata e modularam a inflamacé&o induzida por patégenos
através de receptores do tipo Toll nas células dendriticas. Patdgenos intracelulares
sdo fagocitados por resposta Thl, e patdgenos extracelulares sdo tratados pela
resposta Th2 (CHATERJEE; BHATTACHARYA; KANDWAL, 2011) De fato, a
justificativa para o uso de probiéticos se baseia principalmente em sua capacidade
de promover o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias comensais. Estas
bactérias sao frequentemente associadas com a saude periodontal e pode auxiliar
no controle da inflamagé&o na regiao periodontal (KECHAGIA et al., 2013).

Embora resultados promissorestenham sido relatados na literatura
cientifica, € importante lembrar que os achados referentes aos probidticos nao
podem ser generalizados, pois sdo dependentes da cepa, dosagem, frequéncia e
modelo experimental. Dessa forma, novos estudos sdo essenciais para explorar o
mecanismo de acédo e definir um protocolo solido para uso de probidticos na

endodontia.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo alimentar com complexos probiéticos teve um efeito
significativo na reducéo do processo inflamatorio e reabsor¢cdo 6ssea na periodontite
apical, pois histologicamente foi observada uma menor intensidade do infiltrado
inflamatério e uma reducdo na expressdo de proteinas correlacionadas a

osteoclastogénese indicando uma menor predisposicdo a reabsorcao 0ssea.
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