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Lescura CM. Efeitos do Lactobacillus reuteri viavel e inativado pelo calor em
periodontite induzida em ratos: estudo imaginoldgico [dissertagdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2019.

RESUMO

A doenca periodontal (DP) é caracterizada pela destruicdo dos tecidos de protegéo e
suporte dentario, osso alveolar, ligamento periodontal, cemento e gengiva, e € a
principal causa de perda dentaria na populagdo adulta, um grande problema
socioecondmico e de saude publica. Com o aumento da resisténcia antibidtica,
existe interesse no uso de outras substadncias para o combate de doencas
infecciosas, como os probioticos. O uso de probidticos na prevencéo e tratamento de
doenca periodontal em animais tem apresentado bons resultados. O estudo dos
efeitos do Lactobacillus reuteri viavel e inativado (paraprobiético) pode esclarecer
mecanismos de agao e possibilitar o uso comercial de outras preparagdes, dado que
0s paraprobioticos teriam produgédo facilitada. O objetivo deste trabalho foi analisar
os efeitos de L. reuteri, viavel e inativado, em doencga periodontal induzida em ratos.
Foram utilizados 32 ratos machos, divididos em 4 grupos: (1) Grupo Controle: com
saude periodontal (n=8); (2) Grupo LIP: periodontite induzida (n=8); (3) Grupo
LIP/PRO: periodontite induzida e probiético (n=8); e (4) Grupo LIP/PARAPRO:
periodontite induzida e paraprobidtico (n=8). A indugcao da doenga periodontal foi
realizada com a insergéo de fio de algodao ao redor dos primeiros molares inferiores
e foi realizado o tratamento com L. reuteri viavel ou inativado pelo calor, via oral,
diariamente, 30 dias antes da ligadura e 14 dias apds, quando ocorreu a eutanasia.
As hemimandibulas direitas foram removidas e submetidas a analise radiografica
para quantificagdo do suporte Osseo. Foi realizada microtomografia
computadorizada para avaliagdo da microarquitetura alveolar na regido do primeiro
molar. O uso de paraprobiotico levou a maior porcentagem de ganho de peso,
quando comparado aos outros tratamentos. Nas analises radiografica e
microtomografica, comprovou-se a eficacia da indugdo de DP, havendo diferencga
significante de suporte Osseo, perda Ossea, porcentagem de volume Osseo,
espessura trabecular, numero de trabéculas, separacdo trabecular e porosidade
Ossea total entre os grupos com DP e grupo controle. Os tratamentos com probiético
e paraprobiotico preservaram de maneira semelhante o volume ésseo (BV/TB), a
porosidade Ossea total (Po.Tot) e a perda dssea alveolar na furca, embora apenas
paraprobioticos tenham levado a uma diferenga significativa em comparagado ao
grupo LIP. Ambos os tratamentos diminuiram a perda éssea mesial alveolar e
aumentaram o suporte O0sseo alveolar. Além disso, o paraprobidtico diminuiu a
separagao trabecular (Tb.Sp) e aumentou o numero trabecular (Tb.N). Tanto as
bactérias viaveis como inativados pelo calor reduziram a perda ossea alveolar e
melhoraram os parametros da microarquitetura éssea. Estes resultados contribuem
para o desenvolvimento futuro de formulagbes com L. reuteri ndo viavel, que terao
maior prazo de validade.

Palavras-chaves: Periodontite. Lactobacillus reuteri. Probidticos. Paraprobioticos.



Lescura CM. Effects of viable and heat inactivated Lactobacillus reuteri on induced
periodontitis in rats: an imaging study [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is characterized by the destruction of dental protection and
support tissues, alveolar bone, periodontal ligament, cementum and gingiva, and is
the major cause of tooth loss in the adult population, a major socioeconomic and
public health problem. With the increase of antibiotic resistance, there is interest in
the use of other substances to combat infectious diseases, such as probiotics. The
use of probiotics in the prevention and treatment of periodontal disease in animals
has shown good results. The study of the effects of viable and inactivated
Lactobacillus reuteri (paraprobiotic) can clarify mechanisms of action and enable the
commercial use of other preparations, since paraprobiotics would have facilitated
production. The aim of this study was to evaluate the effects of viable and inactivated
L. reuteri on induced periodontal disease in rats. Thirty-two male rats were divided
into four groups: (1) Control group: with periodontal health (n = 8); (2) LIP group:
induced periodontitis (n = 8); (3) LIP/PRO group: induced periodontitis and probiotic
(n = 8); and (4) LIP/PARAPRO group: periodontitis induced and paraprobiotic (n = 8).
Induction of periodontal disease was performed with the insertion of cotton thread
around the lower first molars and treatment was performed with viable or heat-
inactivated L. reuteri daily, 30 days prior to ligation and 14 days later, when
euthanasia occurred. The right hemimandible were removed and submitted to
radiographic analysis for quantification of the bone support. A computerized
microfomography was performed to evaluate the alveolar microarchitecture in the
first molar region. The use of paraprobiotic led to a higher percentage of weight gain
when compared to other treatments. In the radiographic and microtomographic
analyzes, the efficacy of the DP induction was verified, with a significant difference in
bone support, bone loss, percentage of bone volume, trabecular thickness,
trabecular number, trabecular separation and total bone porosity between the PD
and group control. Probiotic and paraprobiotic treatments similarly preserved bone
volume (BV/TB), total bone porosity (Po.Tot) and alveolar bone loss in the furcation,
although only paraprobiotic led to significant difference in comparison to LIP group.
Both treatments decreased the mesial alveolar bone loss and increased alveolar
bone support. Moreover, the paraprobiotic decreased trabecular separation (Tb.Sp)
and increased trabecular number (Tb.N). Both viable and heat-killed bacteria
reduced alveolar bone loss and ameliorate the bone microarchitecture parameters.
These results contribute to the future development of formulations with non-viable L.
reuteri that will have a longer shelf-life.

Keywords: Periodontitis. Lactobacillus reuteri. Probiotics. Paraprobiotics.
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1 INTRODUGAO

A doencga periodontal (DP) é caracterizada pela destruicdo dos tecidos de
suporte e protecdo dentaria, osso alveolar, ligamento periodontal, cemento e
gengiva, e é a principal causa de perda dentaria na populagdo adulta, um grande
problema socioeconémico e de saude publica (Souza et al., 2008). Essa destrui¢ao
se da a partir da resposta inflamatéria induzida no tecido periodontal devido ao
acumulo de placa bacteriana, causando a liberagéo de citocinas (como Interleucina-
1 e RANKL) que promovem a atividade de osteoclastos, levando a reabsorg¢ao 6ssea
(Hienz et al., 2015).

As DPs representam um conjunto de doengas multifatoriais que possuem
fatores de risco como uso de alcool/cigarro, diabetes, estresse, osteoporose, fatores
genéticos e microbioldgicos (Genco, Borgnakke, 2013). E uma condi¢do prevalente
em individuos adultos, porém podem acometer criangas e adolescentes (Kinane et
al., 2017). Em 2010, 10,8% da populagdo mundial (aproximadamente 743 milhdes
de pessoas) eram afetadas por periodontite severa, sendo a sexta condigdo mais
prevalente na populagdo (Kassebaum et al., 2014). As superficies proximais dos
primeiros molares, tanto na denticdo decidua quanto na permanente, sdo as mais
frequentemente afetadas pela DP (Jenkins et al., 2001). No Brasil, a prevaléncia das
formas mais brandas da DP (gengivite e periodontite cronica) &€ consideravelmente
alta, e sua forma severa (periodontite agressiva) acomete menor porcentagem da
populagao (Araujo, Sukekava, 2007).

Um fator etiologico importante das DP sdo as bactérias Gram-negativas,
como  Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia, = Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Treponema denticola e Fusobacterium nucleatum,
presentes na microbiota bucal (Haffajee et al., 2006; Kang et al., 2011). Com o
aumento do indice da resisténcia antibidtica, surgiu o interesse no uso de outras
substancias para o combate de doengas, como os probioticos (Devine, Marsh,
2009). O termo “probidtico” foi derivado do grego, que significa “para a vida”, e &
definido como “microrganismos viaveis que conferem beneficios a saude quando
administrados em doses suficientes” (McFarland, Elmer, 1995). Elie Metchnikoff
(Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina - 1908) no inicio do século XX verificou o
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efeito do consumo de leite fermentado contendo bactérias produtoras de acido
lactico como responsavel pela longevidade dos camponeses bulgaros (Meuman,
Stamatova, 2007; Seminario-Amez et al., 2017). Estudos demonstraram seus efeitos
positivos para tratamento de disturbios gastrointestinais (Wilkins et al., 2017) como
diarreia, colites e mucosite intestinal, reducdo de risco de infecgdo pos-cirurgica,
prevengao do cancer colon e restabelecimento do sistema imune (Reid et al., 2003;
Whitford et al., 2009; Eslami et al., 2019).

A Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao (Food and
Agriculture Organization of the united nations - FAO; World Health Organization -
WHO) afirmaram que ha evidéncia cientifica adequada para indicar que ha potencial
para probidticos fornecerem beneficios a saude e que as cepas especificas séo
seguras para uso humano, porém, mais estudos cientificos devem ser realizados
para determinar seus mecanismos de ag¢do e entender o porqué de néo
apresentarem efeitos positivos em determinadas situagdes (Reid et al., 2003). O uso
de probiotico é considerado seguro, e raramente tem sido associado a risco de
sepse. O conhecimento do mecanismo de acdo e da via de administragdo sao
importantes para correta indicagao e promogéao de saude (Boyle et al., 2006).

Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica vem se interessando pelo uso
de probidticos na saude bucal, e a maioria dos estudos utilizaram cepas sugeridas
para a saude intestinal. Efeitos positivos foram observados para o controle e
tratamento de doenga periodontal, infecgdes por Candida albicans e lesdes cariosas
(Meurman, 2005). Yanine et al. (2013) e Jayaram et al. (2016) realizaram revisdes
sistematicas sobre o efeito do uso de probidtico na doenca periodontal, e
observaram que a heterogeneidade dos estudos dificulta concluir os beneficios dos
probiéticos sobre a doenga. Porém, outras revisdes sistematicas recentes
verificaram que apesar da redugédo de unidades formadoras de colénia (UFC) nao
ser significativa, ndo haver redugao do indice de placa e incidéncia de carie dentaria
(Gruner et al., 2016), observa-se melhora clinica no sangramento, profundidade de
sondagem e indice gengival com o uso dos probidticos em pacientes com
periodontite (Seminario-Amez et al., 2017). Na revisdo de Bustamante et al. (2019),
verificou-se que o uso de probidticos pode prevenir e tratar de forma eficaz algumas
doencas na cavidade bucal, como halitose e periodontite, e pode reduzir o

desenvolvimento de carie dentaria e a concentragdo de bactérias nocivas.
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Probidticos a partir de Lactococcus lactis e Lactobacillus helveticus consumidos via
oral diariamente por 13 semanas apresentaram efeitos benéficos na redugdo de
candidose oral e hipossalivagédo em idosos (Hatakka et al., 2007).

Embora os mecanismos de acao dos probidticos na cavidade oral ainda nao
estejam totalmente elucidados, parece que eles sdo analogos aos descritos para o
equilibrio da microbiota intestinal (Haukioja, 2010). As principais bactérias utilizadas
sao dos géneros Lactobacillus, Enterecoccus, Bacillus e Bifidobacterium (Bron et al.,
2012), que sao considerados como uma parte da microbiota humana normal
(Saxelin et al., 2005).

Lactobacillus reuteri € uma espécie heterofermentativa que reside nos tratos
gastrointestinal, urogenital e oral de humanos, e produz a reuterina (Mu et al., 2018),
um composto neutro, de baixo peso molecular, soluvel em agua, funcional em uma
larga faixa de pH e resistente a agdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, que
apresenta agao antimicrobiana (Talarico et al., 1988; El-Ziney et al., 1999; Cleusix et
al., 2007).

L. reuteri inibe o crescimento de F. nucleatum, P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans e T. forsythia, que sao microrganismos importantes no
desenvolvimento das doengas periodontais e diminui a produg¢do de CH3;SH
produzido por P. gingivalis e F. nucleatum que promovem halitose, podendo ser
utilizado na prevengao de doengas periodontais (Kang et al., 2011). S. mutans tem o
seu crescimento inibido com a presenca de L. reuteri, promovendo prevencao de
lesbes cariosas (Kang et al., 2011). O probidtico L. reuteri tem se mostrado efetivo
no tratamento de mucosite peri-implantar, diminuindo a liberagdo de mediadores
inflamatdrios IL-1B, IL-6, IL-8, melhora do aspecto clinico com redugdo do indice
placa, fluido crevicular e profundidade de sondagem (Fernandez et al., 2015).

No entanto, o uso desta terapia no tratamento de doencgas da cavidade oral
ainda é uma abordagem emergente. Outros estudos sao essenciais para elucidar o
papel das bactérias benéficas na cavidade, identificar novas espécies, estabelecer a
duracdo do tratamento e novos veiculos de entrega, e também determinar o
significado clinico real desta terapia (Teughels et al., 2011; Stamatova, Meurman,
20009).

Martin-Cabezas et al. (2016) concluiram por meio de revisdo sistematica e

meta-analise que L. reuteri administrado duas vezes por dia como adjuvante a
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raspagem e aplainamento radicular apresenta maior ganho do nivel de inser¢ao
clinica, redugdo do sangramento a sondagem e reducédo da profundidade da bolsa
periodontal quando comparado ao tratamento convencional isolado em periodontite
cronica a curto prazo.

Vivekananda et al. (2010) realizaram um estudo duplo-cego, randomizado,
controlado por placebo para avaliar os efeitos de L. reuteri (Prodentis) sozinho e em
combinagdo com raspagem e aplainamento radicular em pacientes com periodontite
cronica. Foram realizadas comparagdes de parametros clinicos (indice de placa,
gengival, de sangramento gengival, profundidade de sondagem, nivel de insergcao
clinica) e niveis microbiolégicos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. O estudo teve duragao de 42 dias
e o uso do L. reuteri (Prodentis; dois comprimidos da preparagao comercial ao dia)
ou placebo se iniciou no vigésimo primeiro até o quadragésimo segundo dia do
estudo. Os autores observaram maior inibicdo de placa bacteriana, efeitos anti-
inflamatoérios e antimicrobianos de L. reuteri (Prodentis) quando comparados ao
placebo.

O mecanismo de acédo dos probidticos esta geralmente relacionado com a
competicdo por nutrientes ou sitios de adesado, liberagcdo de moléculas
antimicrobianas ou aumento do crescimento de componentes saudaveis da
microbiota. Observa-se em diversos estudos que a interacdo direta com o
hospedeiro pode ser mediada por células bacterianas independentemente de sua
viabilidade; isso € possivel devido a capacidade das células humanas reconhecerem
componentes ou produtos bacterianos especificos (Adams, 2010). Existe uma
preocupagao em relacdo aos problemas de seguranga decorrentes do uso de
probioticos, além de interesse no uso de microrganismos nao viaveis, pois estes
poderiam eliminar problemas de prazo de validade e reduzir os riscos de
translocacao e infeccao microbiana (Tavernit, Guglielmetti, 2011).

O termo paraprobiotico ou probiotico fantasma é definido como células
microbianas nao viaveis (intactas ou fragmentadas) que, quando administrados
(oralmente ou topicamente) em quantidades adequadas, conferem um beneficio ao
consumidor humano ou animal (Tavernit, Guglielmetti, 2011). Embora o numero de
pesquisas sobre o uso de microrganismos nao viaveis seja menor que o de

probidticos, seus resultados demonstram efeito positivo na redu¢ao do colesterol,
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controle de processos alérgicos, modulagao da resposta inflamatoéria, e reducao de
dor visceral em estudos in vitro e in vivo. No estudo in vitro de Aiba et al. (2017)
foram utilizadas cepas de L. johnsonii, inativadas por calor, as quais inibiram o
crescimento de Helicobacter pylori. Isso promove grande interesse da comunidade
cientifica para o desenvolvimento de produtos mais estaveis, seguros, de facil
manipulacdo e maior validade quando comparado aos probidticos, que apresentam
desenvolvimento e comercializagdo mais dificeis devido a necessidade de
manutenc¢ao dos microrganismos viaveis (Adams, 2010).

Sugawara et al. (2016) realizaram um estudo randomizado, duplo-cego para
avaliar o efeito dos Lactobacillus gasseri CP2305 n&o viaveis na regulagdo das
fungdes intestinais em humanos. Um grupo (n = 60) recebeu a bebida paraprobidtica
CP2305, e o outro grupo (n = 60) recebeu a bebida placebo, diariamente durante
trés semanas. Por meio de um questionario direcionado, analise das amostras
fecais, e atividade do sistema nervoso autbnomo, os autores concluiram que o
consumo de CP2305 nao viaveis contribui para controle do ambiente intestinal e
manutengao da qualidade de vida.

Neste contexto, novos estudos podem ser de grande valor para estruturar os
futuros pilares da terapia com probidticos e paraprobidticos para a prevencao,
tratamento e o controle da doencga periodontal.
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2 PROPOSICAO

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de Lactobacillus reuteri viavel

e inativado em doenga periodontal induzida em ratos.

2.2. Especifica

Avaliar e comparar os efeitos probidticos e paraprobidticos do L. reuteri em
ratos com DP induzida, por meio da avaliagéo de:

a) perda e suporte 6sseo alveolar radiografico;
b) numero de trabéculas, espessura e separagao trabecular,
porcentagem de volume o&sseo e porosidade total na regido do

primeiro molar inferior, por meio de microtomografia computadorizada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sao José dos Campos/SP, registrado
sob n° 10/2017 (ANEXO A), em conformidade com os principios éticos na
experimentagdo animal, adotada pelo o Conselho Nacional de Experimentagao
Animal — CONCEA e Lei Arouca n°11.794 de 10/08/2008.

Foram utilizados 32 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), com
aproximadamente noventa dias de idade, que foram mantidos no Biotério do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos e alimentados com ragao e agua

ad libitum.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos:

a) grupo Controle: com saude periodontal e administragao oral de placebo (n
=8);

b) grupo LIP: periodontite induzida por ligadura e administragdo oral de
placebo (n = 8);

c) grupo LIP/PARAPRO: periodontite induzida pela ligadura e administragcao
oral de paraprobidtico (n = 8); e

d) grupo LIP/PRO: periodontite induzida pela ligadura e administragao oral

de probidtico (n = 8).

A medicacgao foi administrada via oral, por meio de uma seringa de insulina,

dose de 300 pl = 1,5x10° UFC, por 30 dias antes da instalacéo da ligadura, e mais
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14 dias ap6s a ligadura (total 44 dias de medicagao) (Messora et al., 2013). O grupo
LIP/PRO recebeu o bacilo viavel, enquanto o grupo LIP/PARAPRO recebeu o bacilo

inativado pelo calor. Os grupos Controle e LIP receberam agua destilada.

3.3 Inducgao da doencga periodontal

Os animais, previamente pesados, foram anestesiados com uma mistura de
Ketamina (Sespo, Paulinia, SP, Brasil) (75-95 mg/Kg) e Xilazina (Sespo, Paulinia,
SP, Brasil) (56 mg/Kg) por via intramuscular. Para indugéo da doenga periodontal, foi
realizado a inser¢cdo de duas voltas de fio de algoddo 3-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson) ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos e direitos dos
animais. Os ratos anestesiados foram imobilizados em mesa apropriada, na qual
permaneceram com a boca aberta. A amarria das pontas do fio permaneceu na
superficie mesial do dente (Figura 1). A ligadura foi mantida durante 14 dias. Nos
animais do grupo controle n&o foi induzida doencga periodontal, entretanto eles foram

anestesiados e manipulados da mesma maneira que os demais.
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Figura 1 - Etapas da insergéo da ligadura para indugdo da doenga periodontal

St L - A

Legenda: a) afastamento do ponto de contato com o auxilio de um explorador n° 5; b) insergéo do
fio de algoddo 3-0 utilizando pinga adaptada; c) visualizagdo do fio ao redor do primeiro molar
inferior, pronto para a amarria; d) ligadura inserida ao redor do primeiro molar inferior.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 Fonte probiético e paraprobioético

Neste estudo foi utilizado L.reuteri Prodentis® (ATCC PTA 5289 associado a
DSM 17938). Para ativagao desse micro-organismo, um comprimido da preparagao
comercial Periobalance Sunstar (Central Road, Schaumburge, lllinois, EUA) foi
diluido em agua destilada estéril (um comprimido para 10 mL de agua, por
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aproximadamente 10 minutos em Vortex). A solugao foi semeada pela técnica de
esgotamento em Agar de Man Rogosa-Sharpe (MRS) e também em caldo MRS, em
camara de CO, a 37 °C por 3 dias. Coldnias isoladas foram confirmadas pela
coloragcédo de Gram a partir do agar, e a cultura em caldo foi centrifugada duas vezes
(4700 rpm por 5 minutos). Os sedimentos foram ressuspendidos em agua destilada
e foram realizadas suspensbes do micro-organismo, padronizadas em
espectrofotometro com 570nm de comprimento de onda e densidade 6ptica de 2,3 £
0,2 correspondendo a 2,5x10° UFC/mL.

Para a preparacgao paraprobidtica, uma fragdo da suspensao padronizada de
L. reuteri viavel foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos e reservada para posterior
utilizagcdo. A preparagao paraprobiotica foi semeada em agar MRS para confirmar a

auséncia de células vivas.

3.5 Peso

Os animais foram pesados em 3 momentos: 1) no primeiro dia da medicagao
(dia 1); 2) no dia da insergao da ligadura (dia 30) e 3) no dia da eutanasia (dia 44)
(Figura 2). Os valores dos pesos foram tabulados e convertidos para porcentagem
de ganho de peso. De acordo com a férmula abaixo:

Variagao peso (%)= (Peso Dia 44 — Peso Dia 1) x100/ Peso Dia 1
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Figura 2 — Linha do tempo da experimentagao animal

1°Dia 30°Dia 44° dia
///,1 //'/X p \
lnicl({ Insergéao Eutanasia e
Medicagao e Ligadura e Pesagem
Pesagem Pesagem

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Eutanasia

Transcorridos 44 dias do tratamento, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com dose excessiva da mistura de ketamina e xilazina. Apos
aprofundarem-se na anestesia, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e
foram removidas as hemimandibulas direita e esquerda. As hemimandibulas foram

armazenadas em uma solucao de formol a 10% tamponado.

3.7 Analise radiografica

As pecgas, apoés limpas, foram radiografadas utilizando o sistema de raio-X
digital de alta frequéncia FOCUS (Intrumentarium Dental, Palodex Group Oy —
Tuusula, Finlandia), com placa de fosforo e o digitalizador de placas de fésforo
VistaScan Mini Plus (Durr Dental - Bietigheim-Bissingen, Alemanha) com tempo de
exposic¢ao 0,200 segundos, disténcia objeto-foco de 30 cm e incidéncia do raio-X por
lingual. As pecas foram posicionadas na placa de fésforo com o auxilio de cera
utilidade, de maneira que as cuspides e raizes vestibulares e linguais deveriam estar
sobrepostas na imagem radiografica (Figura 4A). As radiografias foram
padronizadas com o plano oclusal dos molares paralelo ao plano horizontal (Figura
3).
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Figura 3 — Padronizag&o do posicionamento das imagens radiograficas

Legenda: Padronizagéo das imagens radiograficas com o plano oclusal dos molares paralelo ao plano
horizontal.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7.1 Suporte 6sseo

A andlise da porcentagem de suporte 6sseo (Klausen et al., 1989) foi
calculada a partir das medidas lineares entre apice da raiz distal e ponta da cuspide
distal (segmento AB), entre o apice da raiz distal e o fundo do defeito/crista 6ssea
(segmento AC), e o angulo entre esses dois segmentos (angulo CAB) (Figura 4B). O
ponto C correspondia ao fundo do defeito/crista 6ssea em regiao equidistante entre
o primeiro e segundo molar. A analise dos dados foi realizada utilizando o programa
de imagem dental CliniView (Intrumentarium Dental, Palodex Group Oy — Tuusula,
Finlandia) de acordo com a férmula abaixo (Anbinder et al., 2006):

Suporte 6sseo (%)= (AC cos(CAB)x100)/ AB



22

Figura 4 — Radiografia para avaliagdo do suporte 6sseo

A
Legenda: a) posicionamento da pega no posicionador radiografico, de tal maneira que o primeiro

molar inferior ficasse o mais paralelo possivel com a placa de fésforo; b) radiografia com a marcacgéo
dos segmentos AB, AC e o angulo formado entre esses segmentos (CAB).
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7.2 Perda O0ssea

A perda 6ssea foi calculada a partir das medidas lineares no plano vertical em
trés regides do primeiro molar: crista mesial, furca mesial e furca distal. Foi
mensurada a distancia, na vertical, entre a jungcdo amelocementaria e o topo da
crista 6ssea mesial (Figura 5A), entre a maior concavidade da furca mesial e o 0sso
alveolar (Figura 5B), e entre a maior concavidade da furca distal e o osso alveolar
(Figura 5C), respectivamente. A andlise dos dados foi realizada utilizando o

programa de imagem dental CliniView (Instrumentarium Dental).
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Figura 5 — Analise da perda Ossea

Legenda: a) perda 6ssea na mesial; b) perda 6ssea na furca mesial; c) perda éssea na furca distal.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.8 Analise por microtomografia computadorizada (Micro-CT)

Apos a fixagao em formol a 10% tamponado por 24 horas, as hemimandibulas
direitas foram lavadas por 48 horas em agua corrente e armazenadas em alcool
70%, a fim de serem submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada (Faculdade de Odontologia —
UNESP - Araraquara). As pegas foram escaneadas pelo microtomégrafo SkyScan
(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 17,48
pum de espessura (50Kv e 500uA), com filtro de cobre e aluminio e passo de rotagao
de 0,0120 mm. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
Nrecon (SkyScan, 2011; Versdao 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan,
Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens foram reconstruidas para adequagdo do
posicionamento padrao para todas as amostras, podendo ser observada em trés
planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software CT
Analyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0) foi
definida a area de interesse para avaliagao tridimensional. O software CTAnalyzer
analisa e mede a imagem de acordo com as escalas de cinza (threshold). Foi
padronizada uma regidao de interesse (ROIl) tridimensional, definida pelo
paralelepipedo limitado entre as raizes mesial, distal, vestibular e lingual do primeiro

molar, além da furca do (limite coronario) e mais 160 tomogramas sentido apice
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radicular (limite apical) (Figura 6). Foram obtidos os seguintes parametros de
microarquitetura: porcentagem de volume ésseo (BV/TV %), numero de trabéculas
osseas (Tb.N — 1/mm), espessura (Tb.Th — mm) e separagéo trabecular (Tb.Sp —
mm), e porosidade 6ssea total (PO.tot %).

Figura 6 — Regiao de interesse (ROI) avaliada

|

Legenda: A ROI esta em vermelho, limitada pelas raizes do primeiro molar. O limite superior é a
furca, e o limite inferior corresponde ao tomograma 160.
Fonte: elaborado pelo autor;

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados segundo a anadlise de variancia
(ANOVA). Em todos os testes foi utilizado o programa Graphpad Prism versao 7
(GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, EUA), com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso dos animais

ApoOs analise estatistica da porcentagem de ganho de peso entre o dia 44
(eutanasia) e o dia 1 (inicio de tratamento), verificou-se diferenga estatistica
significante entre os grupos (p < 0,0001, ANOVA, figura 7). O tratamento com
paraprobiotico levou a maior porcentagem de ganho de peso, diferindo dos demais
grupos. Por outro lado, o grupo LIP/PRO apresentou uma diminui¢do no ganho de
peso quando comparado ao grupo LIP e ao grupo LIP/PARAPRO, sendo

semelhante ao grupo controle.

Figura 7 - Grafico da variagao do peso

Variagao Peso - Dia 1 ao Dia 44
[F(s,28= 19.98; P < 0.0001]

Ganho de Peso - %

Controle LIP  LIP/PARAPRO LIP/PRO

Legenda: Grafico de médias e desvios-padrao dos valores de porcentagem de ganho de peso.
Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

ApoOs analise estatistica da variagdo de peso intragrupos para avaliar o efeito
da medicagao e ligadura sobre ganho de peso animal, verificou-se no grupo LIP e

LIP/PRO, apds a ligadura, os animais nao apresentaram ganho de peso continuo
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como observado no grupo controle. Porém, o tratamento com paraprobiético levou
ao ganho de peso apos a ligadura semelhante ao grupo controle, diferindo dos
demais grupos que receberam a ligadura (p < 0,05, t test, figura 8).

Figura 8 — Ganho de peso intragrupos

Grupo Controle Grupo LIP
500 p < 0,0001 500 p < 0,0001
b b b

a

Dia 1 Dia 30 Dia 44 Dia 1 Dia 30 Dia 44
Grupo LIP/PRO Grupo LIP/PARAPRO
p < 0,0001 p < 0,0001
500- 500- c
b b b

4004 4004

@ 3004
o

4
& 200-

2 300
[e)

4
& 200-

100+ 100+

0- 0-

Dia 1 Dia 30 Dia 44 Dia 1 Dia 30 Dia 44

Legenda: Grafico da variagdo de peso intragrupos. Letras iguais indicam auséncia de diferenga
estatistica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Suporte 6sseo

Apo6s analise do suporte 6sseo, observou-se que o método de ligadura foi
eficaz na inducdo da doenca periodontal, uma vez que houve diferenga estatistica
entre os grupos Controle e os que receberam ligadura (LIP; LIP/PARAPRO;
LIP/PRO) (ANOVA; p < 0,0001). As analises de suporte 6sseo, mesial e distal,

mostraram diferenga significante entre os grupos com doenga periodontal sem
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tratamento (LIP) e os grupos que receberam tratamento (LIP/PARAPRO; LIP/PRO).
(Figura 9A e 9B). Os grupos que receberam tratamento (LIP/PARAPRO; LIP/PRO)
apresentaram porcentagem de suporte 6sseo mesial e distal similares e maiores que
o grupo LIP, de maneira significante estatisticamente, exceto na comparacéo entre
LIP/PARAPRO e LIP, com relacédo ao suporte distal.

Figura 9 — Analise do suporte 6sseo

A CONTROLE
LIP/PARAPRO LIP/PRO
Suporte Osseo Radiografico Mesial Suporte Osseo Radiografico Distal
[F(3. 28= 45.51; P < 0.0001) [F(3.28= 22.78; P < 0.0001]
40+ a 40- 24
R S b ¢
é 304 c c é 304 b C T
g 20 b T g 20 -L
B ® e o P
t t
g- 104 8_ 104
> 3
»n 7]
0- T T 0- T T
Controle LIP  LIP/IPARAPRO LIP/PRO Controle LIP  LIP/PARAPRO LIP/PRO

Legenda: a) radiografias de um animal representativo de cada grupo. Observa-se que ha maior
suporte 6sseo no grupo Controle comparado aos com ligadura (LIP; LIP/PARAPRO; LIP/PRO); b)
grafico de médias e desvios-padrao de porcentagem de suporte 6sseo radiografico mesial e distal.
Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Perda 6ssea

Novamente, foi demonstrado que o método de ligadura é eficaz na indugéo da
doenga periodontal, com diferenca estatistica significante (ANOVA,; p < 0,0001) entre
0s grupos controle e os que receberam ligadura (LIP; LIP/PARAPRO; LIP/PRO). Por
outro lado, ndo houve diferenca estatistica na perda 6ssea na regido de furca,
mesial entre os grupos com doencga periodontal independente do tratamento (LIP;
LIP/PARAPRO; LIP/PRO). Ja na regido de furca distal houve diferenga estatistica
significante entre o grupo LIP/PARAPRO e LIP/PRO, tendo, este, maior perda

0ssea, embora ambos nao difiram do grupo LIP (Figura 10).

Figura 10 — Grafico de perda éssea na furca mesial e distal

Perda Ossea - Furca Mesial Perda Ossea - Furca Distal
[F(3_23)= 43.05;P < 00001] [F(3_23)= 70.90; P < 00001]
5- 4+ bc
b —l— b
£ y T b b g ] T
£ 3 T £
© © 24
S S
2 21 2
< a < a
14
0" T T T T
Controle LIP  LIP/PARAPRO LIP/PRO Controle LIP  LIP/PARAPRO LIP/PRO

Legenda: Grafico de médias e desvios-padrdo das medidas lineares de perda 6ssea na furca mesial e
distal. A ligadura foi efetiva na inducédo da periodontite e o L. reuteri inativado (LIP/PARAPRO) e
viavel (LIP/PRO) nado apresentaram efeito positivo na prevencdo de reabsorcdo 6ssea em
periodontite quando comparado ao grupo com periodontite sem tratamento (LIP).

Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na avaliacdo da perda Ossea na crista mesial houve diferenga estatistica
entre o grupo com doenga periodontal sem tratamento (LIP) e os grupos tratados,

evidenciando a influéncia do L. reuteri na inibigdo da reabsorgéo 6ssea induzida pela

periodontite nesta regido (Figura 11).
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Figura 11 — Grafico de perda éssea na crista mesial

Perda Ossea - Crista Mesial
[F3, 26= 45.99; P < 0.0001]
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Legenda: Grafico de médias e desvios-padrdo das medidas lineares de perda 6ssea na crista mesial.
A ligadura foi efetiva na indugédo da periodontite e L. reuteri diminuiu a perda 6ssea comparada ao
grupo com periodontite sem tratamento (LIP).

Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Porcentagem de volume o6sseo, espessura trabecular, numero de

trabéculas, separacao trabecular e porosidade 6ssea total

Em todas as avaliagbes microtomograficas em regido de furca do primeiro
molar, a ligadura mostrou-se eficaz na indugdo da doencga periodontal (LIP) com
diferenga estatistica quando comparados ao grupo controle (ANOVA; p < 0,0001).

L. reuteri inativado mostrou efeito positivo na preservacéo do volume ésseo,
havendo diferenca estatistica entre o grupo tratado com paraprobiotico
(LIP/PARAPRO) e o grupo com doenga periodontal sem tratamento (LIP). Os
animais tratados com o L. reuteri viavel (LIP/PRO) nao apresentaram diferenga
estatistica em relacdo aos demais grupos com ligadura (LIP, LIP/PARAPRO) (Figura
12A).

Quanto a espessura trabecular, houve diferenga entre o grupo controle e os
demais. Entre os grupos com doenga periodontal, o grupo LIP/PRO apresentou
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maior espessura trabecular que o grupo LIP, sem no entanto, diferenga estatistica
com 0O grupo que recebeu paraprobiético (Figura 12B).

O tratamento com L. reuteri inativado (LIP/PARAPRO) também mostrou efeito
positivo na preservagao do numero de trabéculas osseas, apresentando diferenca
estatistica (ANOVA; p < 0,0001) quando comparado aos grupos LIP e LIP/PRO
(Figura 12C).

Na analise da separacao trabecular, também foi observado efeito positivo do
L. reuteri inativado, onde o grupo LIP/PARAPRO foi diferente estatisticamente em
relagdo ao grupo LIP. Os animais tratados com o L. reuteri viavel (LIP/PRO)
obtiveram menor separagao trabecular do que o grupo LIP, porém, sem diferenca
estatistica em relagéo a eles (Figura 12D).

A instalagdo de ligadura nos animais aumentou a porosidade Ossea total
independente do tratamento quando comparado ao grupo controle. Porém, o grupo
LIP/PARAPRO apresentou menor porosidade e foi diferente estatisticamente
(ANOVA; p < 0,0001) do grupo LIP (Figura 12E). No entanto, ndo houve diferenga
entre 0s grupos que receberam L. reuteri viavel e inativado pelo calor.

Na Figura 13 € possivel visualizar as imagens feitas por microtomografia, e
comparar a microestrutura 6ssea em diferentes cortes (axial, coronal e sagital) entre
os quatro grupos, sendo visivel a menor perda éssea nos grupos LIP/PARAPRO e
LIP/PRO, quando comparado ao grupo LIP.
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Figura 12 — Graficos dos dados analisados por microtomografia

A Volume Osseo - BV/TV B Espessura Trabecular - Tb.Th
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Legenda: a) grafico de médias e desvios-padrao da porcentagem de volume ésseo na regido de furca
do primeiro molar inferior: L. reuteri inativado (LIP/PARAPRO) e L. reuteri viavel (LIP/PRO)
apresentaram efeitos semelhantes, mas apenas LIP/PARAPRO mostrou diferencga estatistica quando
comparado ao grupo com periodontite sem tratamento (LIP); b) grafico de médias e desvios-padréao
da espessura trabecular: grupos LIP/PRO e LIP/PARAPRO apresentaram efeitos semelhantes, mas
apenas o probiotico viavel causou diferenga significante com relagdo ao grupo LIP; c) grafico de
médias e desvios-padrédo do numero de trabéculas 6sseas na regido de furca do primeiro molar
inferior: grupo LIP/PARAPRO apresentou maior nimero de trabéculas em relagcdo aos demais grupos
que receberam ligadura; d) grafico de médias e desvios-padrdo da separacgéao trabecular na regido de
furca do primeiro molar inferior: grupo LIP/PARAPRO apresentou menor separagao trabécula os
demais grupo com ligadura; e) grafico de médias e desvios-padrdo da porosidade 6ssea total em
regido de furca do primeiro molar inferior: LIP/PARAPRO e LIP/PRO apresentaram resultados
semelhantes, mas apenas o grupo LIP/PARAPRO obteve menor porosidade, de maneira significante,
com relag&o ao grupo LIP.

Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Cortes da microtomografia

CONTROLE LIP LIP/PARAPRO LIP/PRO

CORONAL

SAGITAL

Legenda: Comparacgao da microestrutura 6ssea nos cortes axial, coronal e sagital. Os grupos tratados
apresentaram menor perda 6ssea quando comparado ao grupo LIP.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

A doenga periodontal € uma doenga que representa, mundialmente, um
problema de saude publica. A perda éssea alveolar € uma caracteristica da
progressdo da doenga periodontal e sua prevengao € um desafio no tratamento
(Hienz et al., 2015). Novas terapias, como os probidticos, que séo tradicionalmente
utilizados no campo da medicina, estdo sendo usados na tentativa de tratamento e
controle da doencga periodontal (Dhingra et al., 2012). Apesar de crescente numero
de trabalhos com probidticos, poucos estudos tem sido feitos em torno de sua forma
inativada.

Este método de indugédo de doenga periodontal por ligadura, e administragéao
de probidticos, como do género Bacillus e Bifidobacterium, por via oral para
modulagdo da resposta do hospedeiro tem sido amplamente utilizado e tem
mostrado bons resultados (Messora et al., 2013, 2016; Ricoldi et al., 2017). Neste
estudo, iniciamos a terapia com os probidticos e paraprobioticos 30 dias antes da
indugdo da doenga periodontal, com o intuito de avaliarmos o efeito preventivo da
terapia no desenvolvimento da doenca.

As vias de administracdo do medicamento variam na literatura, podendo ser
administrado por gavagem (Gatej et al., 2018) ou até mesmo aplicado de forma
topica (Oliveira et al., 2017). Escolhemos administrar o medicamento por via oral,
através de uma seringa de insulina, para que a solugao (1,5x109 UFC em 300ul)
entrasse em contato diretamente com a cavidade oral dos animais, para avaliagao
dos efeitos locais e sistémicos.

Inicialmente, avaliamos a influéncia da presenga/auséncia de ligadura e do
tratamento com L. reuteri viavel e inativado, no peso dos animais. Em nossos
resultados, encontramos um aumento no peso, de forma continua, do grupo tratado
com paraprobidtico, quando comparado aos outros grupos com ligadura. Alguns
estudos avaliaram efeitos de varios Lactobacillus no peso de animais € humanos, e
mostraram que estes efeitos podem variar de acordo com as espécies de micro-
organismos (Million et al., 2012; Drissi et al., 2014). Interessantemente, no estudo de
Million et al. (2011), onde avaliaram a microbiota intestinal humana, observaram-se

elevados niveis de L. reuteri em pacientes com obesidade. Diferente do que foi
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encontrado na literatura, em nosso estudo, o grupo LIP/PRO teve diminuicdo de
peso comparado ao grupo controle, porém nao foi significante estatisticamente. Este
resultado pode estar relacionado a cepa utilizada. Algumas espécies sdo associadas
ao ganho de peso, enquanto outras, a perda de peso. E possivel, também, que os
micro-organismos em sua forma inativada sofram menos alteracbes com as
condi¢cdes de pH do estdbmago (Adams et al., 2010) o que pode explicar o efeito
sobre a mucosa gastrointestinal, que levou ao ganho de peso dos animais.

L. reuteri vem sendo avaliado em diversos trabalhos, com bons resultados,
como: melhora nos parédmetros clinicos em pacientes com mucosite peri-implantar
(Fernandez et al., 2015), redugéo da gengivite e placa bacteriana em pacientes com
gengivite moderada a severa (Krasse et al., 2006), efeito antimicrobiano e inibicao
de placa (Vivekananda et al., 2010), diminuicdo na producdo de citocinas proé-
inflamatdrias (Ma et al., 2004; Twetman et al., 2009). Neste estudo, escolhemos
como fonte para/probidtica o L. reuteri Prodentis® (ATCC PTA 5289 associado a
DSM 17938, que tem sido a cepa mais utilizada nos estudos clinicos. Além desta,
varias cepas consideradas seguras vém sendo testadas em outros estudos, como
Lactococcus lactis, L. helveticus, L. rhamnosus (Hatakka et al., 2007) e L. gasseri
(Sugawara et al., 2016).

Sabe-se que os probioticos modificam a microbiota intestinal, e varios
mecanismos pelos quais ocorre esta modificacdo tém sido propostos, incluindo
competigdo por substratos, produ¢cdo de compostos toxicos que inibem patogenos e
competicao por sitios de ligagdo (Angelakis et al., 2017). Sugere-se que o efeito de
uma espécie probidtica na flora intestinal é provavelmente determinada pela
produgdo de bacteriocinas (Angelakis et al., 2013), que sao peptideos
antimicrobianos produzidos por bactérias (Cotter et al., 2005). No estudo de Messora
et al. (2013), os autores observaram que a periodontite induzida por ligadura causou
efeitos no intestino, diminuindo a altura das vilosidades intestinais e a profundidade
da cripta. Ja no grupo com periodontite induzida e tratamento com probidtico
(Bacillus subtilis), observaram um efeito protetor na estrutura intestinal, tendo maior
altura das vilosidades quando comparado ao grupo nao tratado. Em estudos em que
foi utilizado L. reuteri em frangos (Mountzouris et al., 2007), cabras (Chiofalo et al.,
2004) e leitoas (Chang et al., 2001), ocorreu um aumento de peso significante. Ja no
estudo de Gatej et al. (2018), realizado em ratos, ndao houve aumento de peso
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significante dos animais quando o probidtico foi administrado por via oral, porém
houve aumento quando administrado por gavagem. Até onde vai nosso
conhecimento, ndo ha na literatura estudos sobre a influéncia de paraprobioticos na
variagdo de peso de animais. O estudo de Sugawara et al. (2016) mostrou que o
consumo do paraprobiotico de L. gasseri contribuiu no controle da microflora
intestinal. Isto sugere que a forma inativada do micro-organismo também contribua
para melhor absorgdo de nutrientes, fazendo com que haja aumento no ganho de
peso.

Por ser um método de rapida execucéo e baixo custo, o recurso mais utilizado
para a determinacdo do suporte 6sseo e perda éssea alveolar causada pela doenca
periodontal, sdo as radiografias intra-orais. Entretanto, existe uma limitagédo, ja que
fornece uma imagem bidimensional e ndo tridimensional, podendo ocorrer
sobreposigao de estruturas. Uma variavel importante nas analises radiograficas € a
definicdo dos pontos de referéncias a serem considerados na avaliagdo do suporte e
perda 6ssea (Klausen et al., 1989). O osso alveolar interproximal € uma estrutura
tridimensional, e sua imagem radiografica é influenciada pela angulagdo da peca em
relagcdo ao feixe de radiagdo. Esta variavel pode resultar em uma imagem infiel a
situacdo real. De forma a diminuir esta variavel, as pecas foram radiografadas
utilizando-se posicionadores. Neste estudo, a padronizagdo das radiografias e
selecédo dos pontos anatdémicos de referéncia foi realizada por um unico observador
treinado.

A ligadura foi eficaz na indugdo de doenga periodontal, visto que houve
diferenga estatistica entre o grupo controle e os grupos com ligadura. Em nosso
estudo, encontramos maior suporte 6sseo mesial no grupo LIP/PARAPRO e no
grupo LIP/PRO quando comparados ao grupo somente com ligadura (LIP). Por outro
lado, o uso do probidtico viavel, apesar de semelhante ao inativado na manutencao
do suporte 6sseo radiografico distal, foi o unico estatisticamente diferente do grupo
LIP. Nossos resultados relacionados ao probidtico corroboram os da literatura
(Kobayashi et al., 2017; Gatej et al., 2018). Na literatura, ndo ha trabalhos que
relatem os efeitos de paraprobidticos sobre a perda déssea, porém os efeitos do L.
reuteri inativado foram semelhantes aos da forma viavel na inibicao da perda dssea
mesial, mas apenas o bacilo inativado alcangou diferenca estatistica significante
com relagdo ao grupo LIP. O uso de L. reuteri em individuos com periodontite
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causou a diminuicao da liberagdo de mediadores inflamatérios (Fernandez et al.,
2015; Vivekananda et al., 2010). Adams et al. (2010) sugerem que o paraprobiético
também possua efeito sobre a modulagdo da resposta inflamatéria. Baseado nos
resultados encontrados no presente estudo podemos sugerir que os probioticos e
paraprobioticos diminuem a inflamacéo, diminuindo, assim, a reabsor¢céo e perda
ossea.

Para analise de morfologia 6ssea, a microtomografia computadorizada tem
sido uma ferramenta importante. Diversos estudos encontraram resultados
semelhantes quanto a preservacdo de volume O&sseo, quando utilizados os
probidticos (Messora et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Ricoldi et al., 2017). Nos
diversos parédmetros de analise de microarquitetura 6ssea na furca, o uso do
probiotico e de sua forma inativada foi semelhante, embora a significancia estatistica
na comparagdo com O grupo com doenga e sem tratamento tenha sido mais
evidente no grupo LIP/PARAPRO. No estudo de Ricoldi et al. (2017) o uso de
probiotico Bifidobacterium lactis ajudou na manutengdo do numero de trabéculas e
na separagao trabecular. Em nosso estudo, o grupo LIP/PARAPRO teve uma maior
preservaciao do numero de trabéculas e reducdo da separagao trabecular, quando
comparado com os grupos LIP e LIP/PRO.

Os estudos que avaliam os efeitos dos probidticos sdo muito heterogéneos,
provavelmente devido a diferentes doses, espécies bacterianas, duracdo do
tratamento e vias de administracao utilizadas. Estudos in vitro e in vivo utilizando
probidticos e paraprobidticos (Baharav et al., 2004; Vinderola et al., 2005; Chuang et
al., 2007) obtiveram resultados positivos quanto ao papel na modulagéo da resposta
imune do hospedeiro. Ja no estudo de Ma et al. (2004), L. reuteri demonstrou efeito
imunomodulador apenas quando administrado sua forma viavel. Isto demonstra a
dificuldade em se estabelecer um padrao geral de acdo de ambas as formas. Em
nosso trabalho, obtivemos resultados diferentes de alguns estudos clinicos em
humanos, visto que em algumas analises, o grupo que recebeu probidtico viavel nao
apresentou diferenga significativa com relagdo ao controle sem tratamento (LIP), e
isto pode ser devido ao tratamento periodontal realizado em conjunto com o
tratamento probidtico nos estudo clinicos, enquanto administramos apenas o
probiético. Embora possuam propriedades conhecidas, diferentes cepas podem
colonizar o hospedeiro de diversas formas, gerando diferentes respostas bioldgicas.
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O efeito dos micro-organismos vivos pode ter participagdao também de sua forma
inativada, visto que as solugdes probidticas podem conter diferentes quantidades de
micro-organismos inativos, sendo de dificil conhecimento. Em uma cultura de micro-
organismos inativados € facil a identificacdo caso haja células vivas, porém, o
inverso dificilmente € identificavel. Portanto, a quantidade de células inativas pode
chegar a ser maior que a de células vivas, prejudicando a avaliagdo correta de
qualquer resposta positiva do hospedeiro (Adams et al., 2010).

Os estudos utilizando paraprobiéticos ainda sdo escassos, porém, podemos
afirmar que seu uso possui diversas vantagens. Além de também modificarem a
resposta biolégica do hospedeiro, seu uso se torna mais seguro pelo reduzido risco
de causar resposta patoldgica, sdo mais faceis de armazenar e sua validade em
produtos € maior que a dos probidticos. Além disso, em nosso estudo, encontramos
também efeitos benéficos reduzindo a perda 6ssea e melhorando a microarquitetura

0ssea, podendo ser um bom adjuvante em tratamento de doenca periodontal.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que, nas condi¢gdes experimentais utilizadas, tanto o
probiético como o paraprobidtico apresentam efeitos positivos na reducdo da perda
0ssea resultante da periodontite induzida em ratos, embora a significancia estatistica
na comparagdo com O grupo com doenga e sem tratamento tenha sido mais
evidente no grupo LIP/PARAPRO.
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ANEXO A — Certificado da Comiss3o de Etica no Uso de Animais

AV

A¥a¥s¥  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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u ne sp +JULIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

CERTIFICADO "
CEUA - Comissao de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n° 10/2017,
intitulado:- “EFEITO DO Lactobacillus reuteri Vivo e Morto, durante a indugdo de
periodontite: Estudo In vivo “ sob a responsabilidade de ANA LIA ANBINDER , tendo como
colaborador o aluno de Poés-Graduagdo CARLOS MATHEUS LESCURA; e que envolve a
utilizacédo de animais pertencentes ao filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins

de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro .

de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as Normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentaggo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA — ICT — CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-
UNESP), em reunido de 09/03/2018.

Finalidade

( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

VigacaRioacee 01/03/2018 a 13/05/2019

Espécie/linhagem/raga Rato/heterogénico Wistar

N° de Animais 36, (sendo 32 projeto+10% de perda)

Peso/ldade 170-250 g — 90 dias
Sexo macho
Origem

Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP

Séo José dos Campos, 09 de marco de 2018

Profa.Dra. PAULA CAROLINA KOMORI DE CARVALHO
Coordenadora

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 — Jd. Sdo Dimas
CEP 12201-970 - F. (12)3947-9028 /9076
Fax (12)3947-9010 / guedes(@fosjc.unesp.br/komori@fosjc.unesp.br
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