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RESUMO

Tricoly TS. Efeitos de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis HNO19 vivo e inativado
na periodontite experimental em ratos [dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A periodontite € uma doenca cronica e complexa, abrangendo mais de uma forma de
tratamento combinados. Os probi6ticos tém ganhado espaco em casos de terapias
adjuvantes e mostrado resultados promissores quando utilizados em casos de
periodontite. O objetivo do estudo foi avaliar a acdo do probiotico Bifidobacterium lactis
vivo e inativado na periodontite induzida por ligadura em ratos. Foram utilizados 32
ratos machos, nos seguintes grupos: GC/controle animais sem periodontite que
receberam apenas caldo Man Rogosa-Sharpe (MRS); GP/periodontite experimental e
caldo MRS; GP/PROB periodontite experimental + probidtico vivo e o grupo GP/POSB
periodontite experimental + posbidtico. Apés 45 dias, os animais foram eutanasiados.
As hemimandibulas foram analisadas por microtomografia computadorizada e
histomorfometria de perda déssea alveolar. O intestino delgado foi analisado por
histomorfometria de altura de vilos e profundidade de criptas intestinais. Os dados
foram submetidos a analise estatistica apropriada, ao nivel de 5%. Os parametros de
volume 6sseo (BV/TV), numero de trabéculas (Th.N), separacdo das trabéculas
(Th.Sp) e porosidade total (PO total) foram diferentes entre o GC e os demais grupos,
GP, GP/POSB e GP/PROB. O GC apresentou maiores valores para BV/TV. Para PO
total e Th.Sp o GC apresentou menores valores. No parametro de Th.n o GP.PROB
apresentou maiores valores. Para espessura trabecular (Tb.Th) houve diferenca
estatistica entre 0 GC e GP e entre GC e GP/PROB, sendo que GC apresentou
valores maiores em ambos 0s casos. Para a perda éssea da furca houve diferenca
estatistica entre o GC e os demais grupos, sendo que GC apresentou menores valores
de perda 6ssea. Em relacdo ao intestino delgado, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos. Concluimos que tanto o probidtico vivo como o inativado ndo foram
capazes de atuar na inibicdo da perda 6ssea na area de furca bem como nao foram
capazes de agir como modulador da resposta inflamatoéria no intestino.

Palavras-chave: periodontite; doenca periodontal; probidticos; B.lactis; posbidticos;
intestino delgado.



ABSTRACT

Tricoly TS. Effects of Bifidobacterium animalis subsp. Lactis HNO19 live and
inactivated in experimental periodontitis in rats [dissertation]. S&o José dos Campos
(SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Periodontitis is a chronic and complex disease, encompassing more than one form of
combined treatment. Probiotics have gained space in cases of adjuvant therapies and
have shown promising results when used in cases of periodontitis. The aim of the study
was to evaluate the action of the live and inactivated probiotic Bifidobacterium lactis
on ligature-induced periodontitis in rats. 32 male rats were used in the following groups:
CGl/control animals without periodontitis that received only Man Rogosa-Sharpe broth
(MRS); GP/experimental periodontitis and MRS broth; GP/PROB experimental
periodontitis + live probiotic and GP/POSB experimental periodontitis + postbiotic
group. After 45 days, the animals were euthanized. The hemimandibles were analyzed
by computed microtomography and histomorphometry of alveolar bone loss. The small
intestine was analyzed by histomorphometry of villus height and intestinal crypt depth.
Data were subjected to appropriate statistical analysis at the 5% level. The parameters
of bone volume (BV/TV), number of trabeculae (Tb.N), trabeculae separation (Tbh.Sp)
and total porosity (total PO) were different between the CG and the other groups, GP,
GP/POSB and GP/PROB. The CG showed higher values for BV/TV. For total PO and
Th.Sp, the CG showed lower values. In the Th.n parameter, GP.PROB presented
higher values. For trabecular thickness (Tb.Th) there was a statistical difference
between GC and GP and between GC and GP/PROB, with GC showing higher values
in both cases. For bone loss in the furcation, there was a statistical difference between
the CG and the other groups, with the CG having lower values of bone loss. Regarding
the small intestine, there was no statistical difference between the groups. We
conclude that both the live and inactivated probiotics were not able to inhibit bone loss
in the furcation area, nor were they able to act as a modulator of the inflammatory
response in the intestine.

Keywords: periodontitis; periodontal disease; probiotics; B.lactis; posbiotics; small
intestine.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca crbnica, multifatorial, resultante do desequilibrio
entre hospedeiro e microbiota oral, e que é considerada um dos problemas de saude
mais prevalentes em todo o mundo (Dye, 2012). Sua consequéncia € a perda de
tecidos moles e duros que suportam os dentes, podendo levar a perda do préprio
dente. O tratamento € extremamente complexo, e esta diretamente relacionado com
a colaboracéo do paciente, a condicdo de sua saude sistémica, uso de medicamentos,
habitos deletérios entre outros fatores.

Os probidticos vem sendo considerados e utilizados como terapias
alternativas em inUmeras é&reas da saude e, podem ser definidos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios ao hospedeiro (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2002).

Os mecanismos de acdo dos probidticos na cavidade oral ainda ndo foram
totalmente elucidados, contudo aparentam envolver antagonizacdo de compostos
microbianos, modificacdo de pH, influéncia no sistema imunoldégico através de
mecanismos moleculares e reducéo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (Alok et
al., 2017; Twetman et al., 2009).

A principio, os probidticos foram utilizados para modular a microbiota do trato
gastrointestinal, por isso, a maioria dos mecanismos de acao propostos em doencas
bucais é derivada de estudos gastrointestinais (Islam et al., 2016). Estudos in vivo
mostraram que 0s probidticos podem se aderir as células orais (Messora et al., 2013;
Messora et al., 2016; Oliveira et al., 2016) podendo aumentar a expressao de varias
proteinas de tight junction (Invernici et al., 2018; Tavertini, Guglielmetti, 2011). Os
probidticos também demonstraram interferir na diversidade do biofilme por
coagregacao com outros microrganismos, impedindo sua adesdo ou modulando a
resposta de bacteriocinas. (Miyazawa et al., 2011).

Os probidticos mais utilizados atualmente sao principalmente dos géneros
Lactobacillus ou de espécies de Bifidobacterium (Alok et al., 2017). Espécies do
género Bifidobacterium sao organismos comumente encontrados na cavidade bucal e

sua contagem na cavidade oral ja foi associada a saude periodontal e ao progresso
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no tratamento da periodontite (Oliveira et al., 2017). A ingestdo de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 (B. lactis) ja apontou reducédo dos indices gengivais e de
placa e reducdo dos niveis de interleucina no fluido crevicular gengival (Invernici et
al.,2018).

B.lactis tem sido alvo de diversos estudos em animais conduzidos por Oliveira
et al. (2016, 2017), onde a periodontite € induzida experimentalmente e o probiotico
administrado por diversas vias. Esses estudos tiveram como resultado reducgéo de
perda ossea alveolar e da perda de insercéo além de propriedades imunomodulatérias
e antimicrobianas nos grupos que receberam o probidtico.

As pesquisas com probidticos também tem investigado a melhor forma de
administracéo e o melhor veiculo, pois isso pode afetar ndo apenas a viabilidade dos
probidticos, o processamento e armazenamento, mas também suas propriedades
funcionais (Sanders, Marco, 2010; Oliveira et al., 2022).

Células probidticas inativadas ou fracdes celulares, conhecidas na literatura
como paraprobidticos/probiéticos-fantasma/lisados celulares ou posbioticos, também
tem sido alvo de pesquisas e tém mostrado beneficios a saude do hospedeiro
(Tavertini, Guglielmetti, 2011). Os posbidticos foram definidos como “preparagao de
microrganismos inanimados e/ou seus componentes que conferem um beneficio a
saude do hospedeiro” (Miyazawa et al., 2011) ou ainda como "substancias derivadas
depois que microrganismos nao estao mais vivos, sendo caracterizados como células
inanimadas intactas" (Vinderola et al., 2022). O uso de microrganismos nao viaveis
tem demonstrado efeito positivo na reducdo do colesterol, controle de processos
alérgicos, modulacao da resposta inflamatoria e reducao da dor visceral em diversos
estudos in vivo e in vitro (Chuang, 2007; Sartor, 2008; Adams, 2010).

Contudo, o uso desses micro-organismos inativados no tratamento da
periodontite experimental, tem sido demonstrado por estudos in vitro, e in vivo (Moraes
et al., 2019; Chen et al., 2020, Santos et al., 2020). Os estudos em humanos e em
animais com posbioéticos (Moraes et al., 2020; Maekawa et al., 2014; Taguchi et al.,
2015; Han et al., 2020), demonstraram baixos niveis de evidéncias de que seu uso
acrescenta algum beneficio no tratamento da doenca periodontal. Essas fracas
evidéncias podem ser explicadas pela grande diferenca entre as metodologias aplicas,

seja na forma de administracdo do posbiotico ou entdo pelo modelo de inducéao de
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doencas variadas e, até mesmo pelas diferentes cepas de posbidticos que sao
utilizadas.

Até onde vai nosso conhecimento ndo existiam estudos ¢ omparando 0s
efeitos de B.lactis viavel e inativado na periodontite experimental prévios a este. Os
posbiodticos ndo apresentam até o presente momento relatos de efeitos colaterais no
seu uso, podendo ser uma vantagem ao uso dos probioticos. (Moraes et al., 2022).

Outra vantagem no uso das cepas inativadas € a sua producdo e
armazenamento que apresentam maior estabilidade do que no caso das cepas ativas
(Salminen et al., 2020). Desta forma, a administracdo de componentes celulares ou
metabdlitos derivados de probidticos por um método de inativacdo vem ganhando
interesse.

Os veiculos de administragdo podem variar dentre adicionar na agua para
ingestao, pastilhas para ingestdo, administracdo com leite, irrigacdes subgengivais e
gavagem oral (Oliveira et al., 2022). A gavagem oral consiste em introduzir, atraves
de uma agulha de gavagem, o liquido, no nosso caso o probidtico e posbiotico
cultivado em um caldo (MRS) diretamente no es6fago do animal, certificando-se de
gue o volume total néo foi perdido de alguma maneira. A escolha pela gavagem oral
deu-se a fim de compreender melhor como, de forma sistémica, o probidtico e o
posbiotico podem influenciar, bem como na regido do intestino delgado.

Neste contexto, novos estudos podem ser de grande valor para futuras
terapias com probibticos e posbidticos na prevencéo, tratamento e controle da doenca

periodontal.
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7 CONCLUSAO

Podemos concluir que tanto o probiético vivo como o inativado ndo foram
capazes de atuar na inibicdo da perda 0ssea na area de furca e nem de agir como

modulador da resposta inflamatéria no intestino.
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