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Cosme-Silva L. Efeito de probidticos no desenvolvimento de lesdo periapical induzida em
ratos. 2019. 97 f. [Tese]. Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2019.

Resumo Geral

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da administracdo sistémica de
probidticos nos parametros hematoldgicos, microbioldgicos do canal radicular e da saliva e no
desenvolvimento da periodontite apical (PA) induzida em ratos.

Material e Métodos: Foram utilizados 24 ratos Wistar machos. PA foi induzida nos
primeiros molares inferiores e superiores (lado esquerdo e direito). Os animais foram
divididos em 3 grupos: controle, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus. Os
probiéticos foram administrados por gavagem (10° unidades formadoras de coldnias (CFU))
diluidas em 5 mL de agua durante o periodo de desenvolvimento da PA (30 dias). No
trigésimo dia, foi realizada puncdo cardiaca para analise de hemograma, célcio, fosforo e
concentracdo de fosfatase alcalina no sangue. Além disso, foi realizada analise microbiolégica
do contetido do canal radicular e da saliva. Em seguida, os animais foram eutanasiados e a
mandibula e maxila foram removidas para analise da PA através da microtomografia
computadorizada; analises histopatologicas (hematoxilina - H&E) e de imunomarcacdo para
interleucina 10 (IL-10), interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6), ligante do recetor
ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), osteoprotegerina (OPG) e fosfase acida
resistente ao tatarato (TRAP). Os dados foram estatisticamente analisados com nivel de
significancia de 5%.

Resultados: A fosfatase alcalina foi maior nos grupos que consumiram probidéticos (p>0.05).
A contagem total de microrganismos no canal radicular/saliva, o infiltrado inflamatério e a
imunomarcacdo para IL-1p ¢ IL-6 no PA foram menores nos grupos probiodticos quando
comparados ao controle (p<0.05). Observou-se que a IL-10 foi mais imunomarcada nos
grupos probidticos do que no grupo controle (p<0.05). Menor volume de reabsorcdo 6ssea foi
observada nos grupos que consumiram probiéticos (p<0.05). A imunomarcacao para RANKL
e TRAP foram menores nos grupos probioticos quando comparados ao controle (p<0.05).
Observou-se que a OPG foi mais imunomarcada no grupo Lactobacillus acidophilus do que
no grupo Lactobacillus rhamnosus e controle (p<0.05). Ndo houve diferenca estatistica na
contagem de lactobacilos no canal radicular/saliva bem com no perfil hematoldgico, célcio e
fosforo entre os grupos (p>0.05).

Conclusdo: A suplementacdo com probioticos (Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus



acidophilus) teve um efeito significativo na reducdo da severidade da PA em ratos, assim
como na reducdo dos microorganismos totais do canal radicular/saliva concomitantemente
com o aumento da fosfatse alcalina sanguinea, demonstrando a capacidade dos probioticos na

modulacdo do desenvolvimento da PA.

Palavras chaves: periodontite periapical, endodontia, probiotico.
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Cosme-Silva L. Effect of probiotics on the development of induced periapical lesion in
rats. 2019. 97 f. [Thesis, PhD]. School of Dentistry, Sdo Paulo State University, Aracatuba,
Brazil. 20109.

Aim: The objective of the present study was to evaluate the effect of systemic administration
of probiotics on haematological, microbiological parameters of the root canal and saliva and
on the development of apical periodontitis (AP) induced in rats

Materials and Methods: Twenty-four male Wistar rats were used. PA was induced in the
lower and upper first molars (left and right side). The animals were divided into three groups:
control, Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus acidophilus. Probiotics were
administered by gavage (109 colony forming units (CFU)) diluted in 5 mL of water during the
developmental period of PA (30 days). On the thirtieth day, cardiac puncture was performed
for hemogram, calcium, phosphorus and alkaline phosphatase concentration in the blood. In
addition, a microbiological analysis of the root canal and saliva contents was performed.
Afterwards, the animals were euthanized and the mandible and maxilla were removed for
analysis of PA by computerized microtomography; interleukin 10 (IL-10), interleukin 1 beta
(IL-1B), interleukin 6 (IL-6), receptor activator of NF-xB ligand (RANKL), osteoprotegerin
(OPG) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). The data were statistically analyzed
with significance level of 5%.

Results: Alkaline phosphatase was higher in the groups that consumed probiotics (p>0.05).
The total count of microorganisms in the root canal/saliva, inflammatory infiltrate and
immunolabeling for IL-1p and IL-6 in BP were lower in the probiotic groups when compared
to the control group (p<0.05). It was observed that IL-10 was more immunolabelled in the
probiotic groups than in the control group (p<0.05). Lower volume of bone resorption was
observed in the groups that consumed probiotics (p<0.05). Immunoblotting for RANKL and
TRAP were lower in probiotic groups when compared to control (p<0.05). It was observed
that OPG was more immunolabelled in the Lactobacillus acidophilus group than in the
Lactobacillus rhamnosus group and control (p<0.05). There was no statistically significant
difference in the lactobacillus count in the root canal / saliva as well as in the hematological
profile, calcium and phosphorus between the groups (p>0.05).

Conclusion: Supplementation with probiotics (Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus
acidophilus) had a significant effect on the reduction of PA severity in rats, as well as the

reduction of total root canal/saliva microorganisms concomitantly with increased alkaline



phosphatase blood, demonstrating the capacity of probiotics in modulating the development
of PA.

Keywords apical periodontitis, endodontics, probiotic.
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Introducéo Geral

Probioticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a satude do hospedeiro podendo interferir no processo saude-
doenga (Guarner et al., 2005; Bosch et al., 2012). Os principais microrganismos utilizados
como probidticos sdo bactérias do género Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus e
Bifidobacterium (Vivekananda et al., 2010; Bron et al., 2012; Teughels et al., 2013). Os
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo microrganismos encontrados em alguns alimentos, como
iogurtes, e sdo considerados probioticos devido a sua capacidade para modular a composicao
e atividade metabolica da flora intestinal e melhorar o sistema imunolégico em humanos
(Spanhaak et al, 1998; Nagao et al, 2000, Messora et al., 2016). Ap6s 0 consumo, 0S
probidticos se mantém estaveis ap6s a passagem pelo trato gastrointestinal devido as suas
propriedades acidogénicas (Yuki et al , 1999).

Aparentemente, 0 mecanismo de ac¢do dos probioticos é baseado na modificacdo do
ambiente bacteriano patogénico através da competicdo entre patdogeno X probidtico,
modulando positivamente a resposta imune do hospedeiro (Teughels et al., 2011; Lodi et al.,
2015). Os principais efeitos dessa competicdo sdo atribuidos a capacidade de aumentar a
atividade dos macréfagos, defesa imune, elevar o nimero de “NK cells” e interferons
(Spanhaak et al, 1998; Nagao et al , 2000; Teughels et al., 2011). Foi demonstrado que em
modelos animais com sensibilizacdo alérgica os probioticos administrados oralmente
diminuiram a producdo alergénico-especifico de IgE, em parte pela modulacdo da producéo
de citocinas sistémicas (Borchers et al., 2009).

Existem evidéncias de que a coloniza¢do do intestino por probidticos pode causar
efeitos benéficos sisttmicos promovendo protecdo contra doencas em sitios distantes
(Kobayashi et al., 2017). Apesar de ainda ndo estarem completamente esclarecidos 0s
mecanismos, pensa-se que o efeito imunoestimulador pode estar relacionado com a
capacidade dos probiéticos interagirem com as placas de Peyer (aglomerados de foliculos
linféides situados na parede do intestino delgado), presentes no intestino (Coppola & Turnes,
2004; Bermudez et al., 2012). Desta interacdo resulta a estimulacdo dos linfocitos B, a
producdo de imunoglobulina A (IgA), e a migracdo de linfocitos T do intestino (Coppola &
Turnes, 2004; Bermudez et al., 2012). Sugere-se que quando o probiotico é administrado por
via oral seus efeitos benéficos estdo relacionados a prevencdo da adesdo de microrganismos

patogénicos nos tecidos do hospedeiro ao passar pela cavidade bucal na ingestdo, estimulo e
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modulacdo do sistema imune, regulacdo da producédo de citocinas, como por exemplo a IL-10
e IL-1B (Coppola & Turnes, 2004; Koduganti et al., 2011; Bermudez et al., 2012). Além
disso, o uso de probioticos melhora a integridade da barreira intestinal, aumento da producéo
de mucinas e eliminacdo ou inibicdo do crescimento de patdgenos pela producdo de
bacteriocinas ou outros produtos, como &cidos e peroxidos (Coppola & Turnes, 2004;
Koduganti et al., 2011; Bermudez et al., 2012).

Em estudo conduzido por Li et al. (2016), foi demostrado que o uso de probiéticos do
tipo Lactobacillus rhamnosus em ratos com deficiéncia de esterdides sexuais pode minimizar
0 processo inflamatorio intestinal e também protege contra a perda dssea. Os autores propdem
que a administracdo do Lactobacillus rhamnosus pode ser uma estratégia terapéutica para a
osteoporose pds-menopausa. Amdekar et al., (2016) também demostraram que este mesmo
probidtico influencia nas vias inflamatorias através da regulacdo de citocinas pro-
inflamatoérias. Montazeri-Najafabady et al. (2018) demonstraram que o Lactobacillus
acidophilus inibiu a perda 6ssea induzida pela ovariectomia de ratas. Amdekar et al. (2013) e
Lee et al. (2018) avaliaram o efeito do Lactobacillus acidophilus na osteoartrite induzida em
ratos e descobriram que o lactobacilos apresentou propriedades anti-nociceptivas e protegeu
contra a destruicdo da cartilagem.

Uma série de beneficios decorrentes da utilizacdo de probioticos tem sido demonstrada
incluindo o aumento a resisténcia a doencas infecciosas, alivio da intolerancia a lactose,
prevencdo de doengas intestinais como diarréias, prevencdo de infeccbes vaginais e
urogenitais, reducdo de quadros alérgicos e infeccGes respiratdrias, diminuicdo da
concentracdo de colesterol sérico e aumento da resisténcia & quimioterapia (Perdigon et al.,
1995; Vanderhoof et al., 1999; Arunachalam et al., 2000; Hatakka et al., 2001; Von
Bultzingsléwen et al., 2003; Stamatova & Meurman 2005; Vuotto, et al., 2014). Além disso,
os efeitos positivos do uso de probioticos também estdo relacionados com infeccdes da
cavidade oral (Meurman et al., 2005).

Independentemente da a¢do que se espera com 0 uso dos probidticos, a maioria deles
coloniza o intestino apenas temporariamente (Collado et al., 2009). Assim, para obter
beneficios na satde, o consumo deve ser diario (Hasslof et al., 2013). Contudo, os probioticos
tém sido historicamente pouco investigados a partir da perspectiva da sadde bucal quando
comparado com a saude geral. Esta tendéncia foi alterada na Gltima década e estudos foram
realizados a fim de avaliar o efeito dos probidticos para a saude oral (Bosch et al., 2012;

Tese de Doutorado — Leopoldo Cosme Silva 3



Hasslof et al., 2013; Lodi et al., 2015; Gruner et al., 2016; Elavarasu et al., 2016; Messora et
al., 2016).

Os probidticos podem ser benéficos para prevenir ou tratar doengas orais como cérie,
gengivite ou periodontite, que estdo associadas a uma alteragdo na composicao e atividade do
biofilme bacteriano (Gruner et al., 2016). Existem varios mecanismos pelos quais 0s
probiodticos podem influenciar a sadde oral, por exemplo modulagdo imunoldgica, impacto
sobre 0 microbiana oral, producdo de substancias antimicrobianas pelo probiotico e exclusdo
competitiva de bactérias patogénicas dificultando a adesdo de patdgenos orais (Teughels et
al.,, 2011). Os efeitos dos probidticos nos patdgenos causadores da cérie ou doencas
periodontais tém sido estudados in vitro com bons resultados inibitérios (Chuang et al 2011;
Lee et al., 2011; Schwendicke et al., 2014).

Do ponto de vista cariogénico, 0os estudos sobre os probidticos se concentraram
principalmente sobre o seu potencial efeito antagonista nos Streptococcus mutans (Cagetti et
al., 2013). Os estudos indicam que a suplementacdo com probidticos levam a uma diminuicdo
nas contagens de Streptococcus mutans salivares (Caglar et al., 2008; Toiviainen et al., 2015).

Na periodontia, probidticos tem efeito positivo no controle de placa, alterando a
colonizacdo bacteriana e na melhoria dos parédmetros clinicos tais como reducdo do
sangramento gengival, reducdo da profundidade de bolsas periodontais e diminuicdo da perda
de insercdo clinica (Elavarasu et al., 2016, Messora et al., 2016). Isso ocorre, pois 0S
probidticos inibem a adesdo e o crescimento de patdgenos pela producgédo de varias substancias
que, em Ultima analise, inibem a formacao de biofilme Bactérias do tipo Bacillus combinada
com raspagem e alisamento radicular podem melhorar os parametros periodontais e atrasar a
recolonizacdo de bolsas periodontais (Messora et al., 2016). Os efeitos dos probidticos sobre
patdgenos periodontais receberam pouco interesse até agora, embora, a administracdo de
alguns probioticos tem sido associada com caracteristicas saudaveis de gengiva e boas
condigdes periodontais (Teughels et al., 2011; Messora et al., 2016).

Na endodontia, estd bem estabelecido que as bactérias fazem parte da etiologia das
lesGes pulpares e periradiculares e o objetivo da terapia endodéntica é alcancar a reducédo
significativa na carga bacteriana intracanal (Subramanian et al., 2009, Signoretti et al., 2013).
A patogénese das lesBes periapicais envolve uma série complexa de resposta imune
inflamatoria a infeccdo bacteriana do sistema de canais radiculares podendo levar a destruigdo
de tecidos periapicais (Subramanian et al., 2009; Graves et al., 2001). Quando a lesdo

periapical esta instalada, citocinas inflamatorias possuem um papel importante na resposta
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imune, iniciando e coordenando eventos celulares e regulando a resposta do hospedeiro as
endotoxinas. Além disso, a reabsorcdo Gssea que ocorre nestas patologias aparece como um
fator determinante a expansdo destas lesdes, sendo iniciada pela proliferacdo de células
precursoras de osteoclastos imaturos e diferenciacdo das mesmas em células osteoclasticas
maduras que promovem a degradacdo dos componentes (sse0s organicos e inorganicos.
RANKL ¢é uma molécula chave na ativacdo de osteoclastos e OPG é um receptor para
RANKL. O aumento na taxa de RANKL/OPG favorece a reabsorcdo 0Ossea através de
osteoclastogénese e ativacdo de osteoclastos (Kajiya et al., 2010, Gomes Filho et al., 2015,
Martins et al., 2016; Dal-Fabbro et al., 2018).

Até 0 momento, poucos estudos relacionam probiodticos com a endodontia (Bohora et
al., 2017; El-Sayed et al., 2019). Bohora et al., (2017) avaliaram a eficacia antibacteriana de
probidticos contra patdgenos endoddnticos como Enterococus faecalis e Candida albicans e
demostraram que probidticos das espécies Lactobacillus e Bifidobacterium foram eficazes na
prevencdo do crescimento de E. faecalis e C. albicans (in vitro). El-Sayed et al., (2019)
avaliaram o efeito inibitério de Lactobacillus rhamnosus como um probidtico irrigante no
crescimento de Enterococcus faecalis e chegaram a conclusdo que o lactobacilos poderia ser
usado como um novo agente irrigador seguro. Contudo, a possivel agdo sistémica dos
probidticos no desenvolvimento da PA ainda ndo foi investigada. A hipotese nula testada
neste estudo foi de que ndo haveria diferenga na gravidade da PA em ratos que receberam ou

ndo a administracao sistémica de probioticos.

*Referéncias da Introducédo Geral em Anexo A
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