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ROCHA, T. E. Efeitos do probi6tico Saccharomyces ceveriseae no tratamento da
periodontite experimental em ratos submetidos a quimioterapia. 2021. 65 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
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RESUMO

O presente estudo teve a finalidade de avaliar os efeitos do uso do probiotico (PRO)
Saccharomyces ceveriseae coadjuvante a raspagem e alisamento radicular (RAR) no
tratamento da periodontite experimental (PE) induzida em animais imunossuprimidos
com o quimioterapico 5-Fluorouracil (5FU). Cento e oito animais foram submetidos a
inducéo da PE por meio da instalacdo de um fio de algodao ao redor do primeiro molar
inferior esquerdo ou direito. A imunossupressao foi obtida pela injecéao intraperitoneal
do 5FU aplicada em dois momentos: no ato da instalacéo da ligadura e apés 48 horas.
Sete dias apOs instalacdo a ligadura foi removida e o0s animais separados
aleatoriamente em seis grupos experimentais que receberam 0s seguintes
tratamentos: PE (n=18) - animais que ndo sofreram nenhum tratamento sistémico ou
local; SS (n=18) - animais que n&o sofreram tratamento local, apenas tratamento
sistémico com solucéo salina (SS); 5FU (n=18) - animais tratados sistemicamente com
5FU que néo sofreram nenhum tratamento local; 5FU-PRO (n=18) - animais tratados
sistemicamente com 5FU que receberam irrigacdo local com 0,6 ml de PRO; 5FU-
RAR (n=18) - animais tratados sistemicamente com 5FU que receberam RAR e; 5FU-
RAR-PRO (n=18) - animais tratados sistemicamente com 5FU, que receberam
tratamento com RAR e irrigacéo local com 0,6 ml de PRO. Seis animais de cada
periodo foram submetidos a eutanasia aos 7, 15 e 30 dias apds os tratamentos. Os
espécimes contendo a area interessada foram obtidos e processados para a analise
histopatoldgica, histométrica da perda 6ssea alveolar (POA), porcentagem de tecido
0sseo (PTO), porcentagem de osso vital (POV) e porcentagem de 0sso nao vital
(PONV), e andlise imunoistoquimica (TRAP, RANKL e OPG). Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica (a=5%). Os resultados histoldgicos demonstraram
gue nos espécimes tratados com 5FU houve agravamento da perda 6ssea na regiao
de furca comparado com 0s animais sistemicamente saudaveis (grupos PE e SS); que
o tratamento com PRO como monoterapia (grupo 5FU-PRO) promoveu reducdo do
processo inflamatorio, denotando estabilizacdo da doenca periodontal; que o
tratamento com RAR (grupo 5FU-RAR) reduziu o volume do infiltrado inflamatorio
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mostrando sinais de reparacdo e a associacdao PRO-RAR (grupo 5FU-RAR-PRO)
evidenciou nitida reestruturacao tecidual aos 15 dias e menor area de reabsorcéo
0ssea aos 30 dias. Observou-se na analise histométrica que a POA foi maior no grupo
5FU-PRO em relacdo ao grupo SS aos 30 dias (p<0,05); a PTO foi maior no grupo
5FU-RAR-PRO aos 30 dias em comparagao aos grupos EP, SS, 5FU e 5FU-PRO
(p<0,05) e a POV foi maior no grupo 5FU-RAR-PRO em comparacdo ao grupo 5FU
aos 7 dias, e maior aos 30 dias em comparacdo a todos 0s grupos experimentais
(p<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos e periodos na imunomarcacao das
células TRAP positivas. A RANKL mostrou alto padrdo de imunomarcagao nos grupos
PE, SS e 5FU em todos periodos, e aos 7 dias no grupo 5FU-PRO, 5FU-RAR e 5FU-
RAR-PRO, moderado padrdo de imunomarcac¢cao nos grupos 5FU, 5FU-PRO, 5FU-
RAR, e 5FU-RAR-PRO, mantendo-se baixo padrédo neste ultimo grupo, no periodo de
30 dias. Houve baixo padrdo de imunomarcacdo de OPG em todos 0S grupos e
periodos, exceto no grupo 5FU-RAR-PRO que mostrou moderado padrao. Diante dos
resultados obtidos pode ser concluido que o uso do quimioterapico 5FU agravou a
PE; que o uso do Saccharomyces ceveriseae associado a RAR, minimizou os efeitos
do quimioterapico nos tecidos periodontais reduzindo o processo inflamatorio, e
reduzindo a porcentagem de destruicdo de tecido 0sseo na area de furca em animais

imunossuprimidos.

Palavras-chave: Imunossupressdo. Doenca periodontal. Ratos. Quimioterapia.

Fluoruracila. Probiéticos.
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ROCHA, T. E. Effects of the probiotic Saccharomyces Ceveriseae in the
treatment of experimental periodontitis in rats undergoing chemotherapy. 2021.
65 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aragatuba, 2021.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effects of using probiotic (PRO)
Saccharomyces ceveriseae as an adjuvant of scaling and root planing (SRP) in the
treatment of experimental periodontitis (EP) induced in immunosuppressed animals
with chemotherapeutic 5-Fluorouracil (5FU). One hundred and eight animals were
submitted to EP induction by installing a cotton thread around the lower left or right first
molar. Immunosuppression was obtained by intraperitoneal injection of 5FU applied in
two moments: at the time of installing the ligature and after 48 hours. Seven days after
installation, the ligature was removed and the animals were randomly separated into
six experimental groups that received the following treatments: EP (n = 18) - animals
that did not receive any systemic or local treatment; SS (n = 18) - animals that did not
receive local treatment, only systemic treatment with saline solution (SS); 5FU (n = 18)
- animals treated systemically with 5FU that did not receive any local treatment; 5FU-
PRO (n = 18) - animals treated systemically with 5FU that received local irrigation with
0.6 ml of PRO; 5FU-SRP (n = 18) - animals treated systemically with 5FU that received
RAR and; 5FU-SRP-PRO (n = 18) - animals treated systemically with 5FU, which
received treatment with SRP and local irrigation with 0.6 ml of PRO. Six animals from
each period were euthanized at 7, 15 and 30 days after treatments. The specimens
containing the interested area were obtained and processed for histopathological,
histometric analysis of alveolar bone loss (ABL), percentage of bone tissue (PBT),
percentage of vital bone (PVB) and percentage of non-vital bone (PNVB), and
immunohistochemical analysis (TRAP, RANKL and OPG). The data obtained were
subjected to statistical analysis (a = 5%). The histological results showed that in the
specimens treated with 5FU there was worsening of bone loss in the furcation region
compared to healthy animals (EP and SS groups); that treatment with PRO as
monotherapy (group 5FU-PRO) reduced the inflammatory process, denoting
stabilization of periodontal disease; that treatment with SRP (5FU-SRP group) reduced
the volume of the inflammatory infiltrate showing signs of repair and the PRO-SRP
association (5FU-SRP-PRO group) showed a clear tissue restructuring at 15 days and
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a smaller area of bone resorption at 30 days. It was observed in the histometric
analysis that ABL was higher in the 5FU-PRO group compared to SS group at 30 days
(p <0.05); PTO was higher in 5FU-SRP-PRO group at 30 days compared to EP, SS,
5FU and 5FU-PRO groups (p <0.05) and PVB was higher in the 5FU-SRP-PRO group
compared to 5FU group at 7 days, and greater at 30 days compared to all experimental
groups (p <0.05). There was no difference between groups and periods in the
immunostaining of TRAP positive cells. RANKL showed a high immunostaining pattern
in the EP, SS and 5FU groups in all periods, and at 7 days in 5FU-PRO, 5FU-SRP and
5FU-SRP-PRO groups, a moderate immunostaining pattern in the 5FU, 5FU-PRO,
5FU-SRP and 5FU-SRP-PRO groups, maintaining a low standard in 5FU-SRP-PRO
group, in the period of 30 days. There was a low pattern of OPG immunostaining in all
groups and periods, except in 5FU-SRP-PRO group, which showed a moderate
pattern. In view of the results obtained, it can be concluded that the use of 5FU
chemotherapy has worsened the evolution of EP; that the use of Saccharomyces
ceveriseae associated with RAR, minimized the effects of chemotherapy on
periodontal tissues, reducing the inflammatory process, and reducing the percentage

of bone tissue destruction in the furcation area in immunosuppressed animals.

Keywords: Immunosuppression. Periodontal Disease. Rats. Chemotherapy.

Fluorouracil. Probiotics.
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cemento da regido demarcada (C). 58

FIGURA 10 — Graficos mostrando a média e o desvio padrdo (mm?) da perda éssea
alveolar (A), porcentagem de tecido 6sseo (B), porcentagem de osso vital (C) e
porcentagem de osso nao vital (D) na regido de furca do primeiro molar inferir nos
diferentes grupos e periodos experimentais. Simbolos: *, Diferenca estatisticamente
significante em comparagdo ao grupo PE no mesmo periodo experimental; T,
Diferenca estatisticamente significante em comparacdo ao grupo SS no mesmo
periodo experimental; I, Diferencga estatisticamente significante em comparagéo ao
grupo 5FU no mesmo periodo experimental; ¥, Diferenca estatisticamente significante
em comparacéo ao grupo 5FU-RAR no mesmo periodo experimental; a, Diferenca
estatisticamente significante em comparacdo ao grupo 5FU-PRO no mesmo periodo
experimental; B, Diferencga estatisticamente significante em comparacéo aos 7 dias do
mesmo grupo experimental; , Diferenca estatisticamente significante em comparacéao

aos 15 dias do mesmo grupo experimental. 59

FIGURA 11 - Grafico com distribuicdo das médias e desvio padréo das células TRAP-
positivas na regido de furca dos primeiros molares com periodontite experimental, em

cada grupo e periodo. 60

FIGURA 12 - Fotomicrografias evidenciando a imunomarcacéo para TRAP na regiao
de furca do primeiro molar inferior com periodontite experimental aos 7 dias nos
grupos PE (A), SS (B), 5FU (C), 5FU-PRO (D), 5FU-RAR (E) e 5FU-RAR-PRO (F).
AbreviacOes e simbolos: oa, osso alveolar; setas, osteoclastos. Contra-coloracao:

Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm. 60

FIGURA 13 - Fotomicrografias da regido de furca do primeiro molar inferior com
periodontite experimental evidenciando a imunomarcagcao para RANKL nos grupos
5FU (A), 5FU-PRO (B) e 5FU-RAR-PRO (C) aos 7 dias e, para OPG nos grupos 5FU
(D), 5FU-PRO (E),e 5FU-RAR-PRO (F) aos 30 dias. Abreviacfes e simbolos: oa, 0sso
alveolar; setas, células imunomarcadas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris.

Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm. 61
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LISTA DE ABREVIATURAS

<= Menor

<= Menor ou igual

> = Maior

t= Mais ou menos

°C= Graus Celsius

um = Micrémetros

5FU = 5-flourouracil

% = Porcentagem

AM = Amazonas, Brasil

ANOVA= Analise de Variancia

OA= Osso alveolar

aPDT = Terapia fotodinamica antimicrobiana
CEUA = Comiss&o de Etica no Uso de Animais
cm? = Centimetros quadrados

EDTA = Acido etilenodiamino tetra-acético
EUA = Estados Unidos da América

FOA = Faculdade de Odontologia de Aracatuba
g= Gramas

HE = Hematoxilina-eosina

mg/Kg = Miligramas por quilograma

ml = Mililitros

mm = Milimetros

mm? = Milimetros quadrados

MO = Missouri, EUA

N° = Numero

OPG = Osteoprotegerina

PBS = Tampao fosfato salino

PE = Periodontite experimental

pH = Potencial hidrogenidnico

POA = Perda Ossea alveolar

PRO = Probidtico

RANKL = Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-
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RAR = Raspagem e alisamento radicular

SP = Sao Paulo, Brasil

SS= Solucao salina

tc = Tecido conjuntivo

to = Tecido 0sseo

TRAP= Fosfatase &cida resistente ao tartarato

UNESP = Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
VS = Vasos sanguineos

X = Vezes
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1 INTRODUCAO

Uma recente publicacéo sobre a incidéncia de cancer no mundo, com base
no Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), estimou mais de 18 milhdes de casos
de cancer em 2018 (BRAY et al., 2018). Essa incidéncia e a mortalidade causada
pelas doencas neoplésicas ainda estdo crescendo rapidamente em todo o planeta
(BRAY et al., 2018). Estima-se que o numero de novos casos por ano até 2040
ultrapasse a marca de 27 milhdes, nimero 50% maior quando comparado com novos
casos em 2018 (WILD et al., 2020). Por outro lado, a National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) revelou que 46% da populacdo adulta dos Estados
Unidos (67 milhdes) sédo portadoras de periodontite (EKE et al., 2015). Muitos destes
individuos com diagnéstico de periodontite também apresentam algum tipo de
neoplasia maligna, sendo importante a atencdo dos pesquisadores e clinicos em

relac@o aos efeitos dos tratamentos oncoldgicos nesses pacientes.

O tratamento oncoldgico envolve procedimento cirargico, radioterapico,
quimioterapicos ou a associacdo destes (GARCIA et al, 2015). Dentre os
guimioterapicos utilizados, o 5-Fluorouracil (5FU) tem o seu uso indicado. Esse
medicamento atua como antimetabalito do tipo analogo da pirimidina que tem amplo
espectro de acao e é utilizado com frequéncia contra tumores solidos no trato
gastrointestinal, ovario, figado, cérebro e mama (ARIAS, 2008). A acdo do 5FU sobre
0 DNA e o RNA promove toxicidade e morte celular (ARIAS, 2008; LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003; NOORDHUIS et al.; 2004; WISNIEWSKA-JAROSINSKA
et al., 2011). Drogas que afetam a sintese de DNA, como o 5FU, promovem efeitos
colaterais que, na cavidade oral, mostram-se mais pronunciados em razao da rapida
renovacdo do epitélio oral (NAIDU et al., 2004). O epitélio, por ser um tecido com
rapida proliferacdo, pode ter sua renovacdo comprometida pela acdo desse
guimioterapico, favorecendo a penetracdo e contaminacdo dos tecidos mais

profundos, incluindo os que comp&em o periodonto de inser¢cdo (GARCIA et al., 2015).

Algumas complica¢cdes na cavidade oral relacionados a quimioterapia por
5FU tem sido demonstradas, como a mucosite e xerostomia (LALLA; SAUNDERS;
PETERSON, 2014; SONIS, 2004). Estudos in vitro tem demonstrado que o 5FU pode

blogquear a proliferacdo de osteoblastos e induzir sua apoptose (XIAN et al., 2006)
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podendo também afetar o sistema RANK-RANKL-OPG, um dos maiores reguladores
do metabolismo 6sseo, 0 qual resulta em reflexo sobre as células clasticas, TRAP-

positivas (RAGHU NADHANAN et al., 2012) capaz de promover a reabsorcao 0ssea.

A periodontite é definida como uma doencga cronica multifatorial que tem
como caracteristica a destruicao dos tecidos de suporte dentario (PAPAPANOU et al.,
2018). Essa doenca se desenvolve em resposta a presenca de bactérias e suas
toxinas (FRANCO et al., 2014) gerando um processo imune-inflamataério influenciado
por fatores locais e sistémicos e pela resposta imune do hospedeiro, induzindo a
destruicdo dos tecidos periodontais (ANDERSEN, LOEBE; HAMMND, 2007). A
influéncia do 5FU nos tecidos periodontais foi avaliada em estudos recentes em
animais (GARCIA et al. 2015; THEODORO et al., 2016, 2017; GUSMAN et al., 2019),
0s quais demonstraram que essa droga exacerba a inflamacé&o periodontal e agrava
a progressao da periodontite experimental (PE) em ratos. Portanto, terapias que sejam
efetivas e seguras no tratamento da periodontite em individuos que séo submetidos a
guimioterapia com 5FU se fazem necessarias e requerem estudos para comprovacao

de sua eficacia.

O tratamento padréo da periodontite consiste no controle ou na diminuicao
da microbiota subgengival patogénica por meio da raspagem e alisamento radicular
(RAR; SMILEY et al., 2015). Entretanto, relatos da literatura atestaram que esta
terapia pode se mostrar falha devido a dificuldade de acesso em alguns sitios
dentérios especificos como as areas de furca e depressdes radiculares, além da
presenca desses microorganismos no interior dos tecidos moles (AOKI et al., 2004).
Considerando estas limitacdes, métodos adjuvantes ao tratamento periodontal
convencional, que promovam a eliminacdo de patdgenos periodontais tem sido
investigados em estudos em animais e clinicos em humanos, como o uso de
antibioticos locais ou sistémicos e agentes antimicrobianos (LIAW; MILLER; NIMMO,
2019; MORALES et al., 2021; THEODORO et al., 2018); laser de alta e baixa poténcia
(AYKOL et al., 2011; GOKHALE et al., 2012; ISHIKAWA et al., 2009; THEODORO et
al., 2017), terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT; GARCIA et al., 2014; IVANAGA
et al., 2019; LONGO et al., 2019; NUERNBERG et al., 2020; THEODORO et al., 2012;
THEODORO et al., 2018) e jateamento da superficie radicular com jato de ar/glicina
(ZHANG et al., 2020). Algumas dessas terapias como a fotobiomodulagcdo com uso

dos lasers de baixa poténcia e a aPDT foram testadas em animais imunossuprimidos
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com o 5FU pelo nosso grupo de pesquisa e demonstraram resultados promissores
(LONGO et al., 2019; THEODORO et al., 2016, 2017).

Por outro lado, no final da década passada surgiram trabalhos delineando
a possibilidade de uso de microrganismos benéficos, denominados de probiodticos,
como terapia adjuvante ao tratamento periodontal (ALLAKER; DOUGLAS, 2009;
STAMATOVA; MEURMAN, 2009). Probiéticos sao definidos como “microorganismos
vivos que, quando administrados em quantidade adequada confere beneficios na
saude do hospedeiro” (HILL et al.,, 2014). Estudos em humanos, em sua maioria,
avaliaram os aspectos clinicos e microbiol6gicos do uso dos probiodticos em diferentes
condigdes, como na gengivite (KRASSE et al., 2006; MAYANAGI et al., 2009;
SHIMAUCHI et al., 2008; STAAB et al., 2009) e na periodontite (DELLA RICCIA et al.,
2007; ISHIKAWA et al., 2003; MATSUOKA et al., 2006; MAYANAGI et al., 2009;
SUGANO et al., 2007; VICARIO et al., 2013; VIVEKANANDA; VANDANA; BHAT,
2010). Também experimentos em animais tem sido publicados, porém sdo escassos
e utilizaram animais sistemicamente saudaveis (FOUREAUX et al., 2014; GARCIA et
al., 2016; HILLMAN; SHIVERS, 1988; MESSORA et al., 2013; NACKAERTZ et al.,
2008; TEUGHELS et al., 2007). Estes estudos avaliaram diferentes microorganismos
probiéticos (Lactobacillus reuteri, lactobacillus brevis, Lactobacillus salivarius WB21,
Bacillus subtilis-E-300, Lactobacillus casei, Saccharomyces ceverisae) e
demonstraram beneficios do uso de probidticos, porém os resultados relatados nao
sao conclusivos. Um estudo recente de nosso grupo de estudo avaliou o efeito do L.
reuteri usado sistemicamente no tratamento da PE em animais imunossuprimidos, e
apresentou resultados promissores no controle da inflamacao dos tecidos periodontais
em ratos (MIESSI et al., 2020).

Apenas um trabalho avaliou o Saccharomyces cerevisiae como
coadjuvante local no tratamento da periodontite experimental em animais e mostrou
beneficios na perda éssea e na diminuicdo da inflamacdo local em ratos
sistemicamente saudaveis (GARCIA et al., 2016). Esse probidtico trata-se de uma
levedura que possui B-glucanos em sua parede celular (GARCIA et al., 2016). Esse
composto consiste em polissacarideos que tem a capacidade de ativar leucécitos,
estimulando a atividade fagocitica e a producdo de citocinas inflamatoérias (GARCIA
et al., 2016).
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Deste modo, a proposta da atual pesquisa considerou que essas
caracteristicas do probidtico Saccharomyces cerevisiae poderia minimizar os efeitos
da quimioterapia nos tecidos periodontais e/ou acrescentar beneficios juntamente com

a RAR no tratamento da PE em ratos imunossuprimidos.
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2 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos locais do probidtico
Saccharomyces ceverisiae como monoterapia ou como terapia coadjuvante a RAR no

tratamento da PE em ratos imunossuprimidos com 5-fluorouracil.
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3 MATERIAL E METODOS

Cento e oito ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos, com peso
corporal de 180 a 220 g foram utilizados no presente estudo. Os animais
apresentavam-se saudaveis e em condicbes de receber os procedimentos
operatérios. Esses animais foram mantidos em gaiolas plasticas com no méaximo 4
animais cada e em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), com ciclo de luz
controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), recebendo alimentagdo com racdo e
agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP
(Parecer n. 00191-2013; Anexo A) e seguiu as normas do ARRIVE Guidelines
(KILKENNY et al., 2010; Anexo B).

3.1 Delineamento experimental

3.1.2 Anestesia

Inicialmente os animais foram pesados para proporcionar corretamente
a dose do anestésico e droga quimioterapica a serem administrados. Para todos os
procedimentos experimentais (instalacdo da ligadura, remoc¢ao da ligadura e
tratamentos locais com RAR e/ou probiético) os animais foram submetidos a
anestesia geral por injecdo intramuscular da associacdo de 70 mg/kg de peso
corporal de Cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge lowa — USA) e 6 mg/Kg
de peso corporal de Cloridrato de xilazina (Coopazine — Coopers Sao Paulo —

Brasil).

3.1.3 Inducéo da Periodontite Experimental

A periodontite experimental (PE) foi induzida por meio da instalagéo de
um fio de algodao (Corrente, algodédo 24, Coats Corrente, Sdo Paulo. Brasil) ao
redor dos primeiros molares inferiores, distribuidos randomicamente entre o lado
direito e esquerdo. A ligadura foi mantida durante 7 dias em posi¢éo subgengival
por meio de noés cirdrgicos (GARCIA et al., 2014).
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3.1.4 Grupos experimentais

Apoés 7 dias de instalada, a ligadura foi removida e os animais separados
aleatoriamente, seguindo uma tabela gerada em computador, em grupos de acordo
com 0s seguintes tratamentos realizados, conforme apresentado na Figura 1: PE
(n=18) - animais sistemicamente saudaveis que ndo sofreram nenhum tratamento
sistémico ou local; SS (n=18) - animais sistemicamente saudaveis que ndo sofreram
tratamento local, apenas tratamento sistémico com solugéo salina (SS); 5FU (n=18) -
animais tratados sistemicamente com 5FU que ndo sofreram nenhum tratamento
local; 5FU-PRO (n=18) - animais tratados sistemicamente com 5FU que receberam
irrigacdo local com 0,6 ml do probiético (PRO) Saccharomyces ceveriseae; 5FU-
RAR (n=18) - animais tratados sistemicamente com 5FU que receberam RAR e; 5FU-
RAR-PRO (n=18) - animais tratados sistemicamente com 5FU, que receberam
tratamento com RAR e irrigacdo local com 0,6 ml do PRO Saccharomyces

ceveriseae.

3.1.5 Tratamento sistémico com 5FU e SS

O tratamento sistémico com 5FU (50 mg/mL; Laboratério Eurofarma, Séo
Paulo, SP, Brasil) consistiu na injegao intraperitoneal de 80 mg/Kg de peso corporal
do animal no dia da instalacdo da ligadura e 40 mg/Kg, 48 horas apos (MIESSI et al.,
2020; THEODORO et al., 2017) nos grupos 5FU, 5FU-RAR, 5FU-PRO e 5FU-RAR-
PRO. O tratamento sistémico com SS (grupo SS) foi realizado nas mesmas condicdes
do 5FU, sendo aplicado 0,5 ml de solucéo salina fisiol6gica para cada animal, nos dois
momentos (no dia da instalacéo da ligadura e 48 horas apos).

3.1.6 Raspagem e alisamento radicular

A RAR foi realizada com curetas manuais mini-five 1-2 (Hu-Fridey Co. Inc.,
Chicago, IL, USA) através de 10 movimentos curtos de tragédo no sentido disto-mesial,
na face vestibular e lingual. As areas interproximais e de furca foram raspadas com
as mesmas curetas através de movimentos de tracao ceérvico-oclusal (GARCIA et al.,
2014). Os procedimentos de RAR foram realizados por um mesmo operador treinado
(TER) nos grupos 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO.
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3.1.7 Tratamentos com Probidtico (PRO)

Para o tratamento local com PRO, foi utilizado a solucdo de PRO
Saccharomyces cerevisiae - CEPA Fracéo 1972 (Florax® - SM, Hebron Farmacéutica
— Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo Tecnologica Ltda, Caruaru, PE, Brasil)
aplicado em trés momentos: imediatamente apds remocédo da ligadura (grupo 5FU-
PRO) ou ap6s a RAR (grupo 5FU-RAR-PRO), 48 e 96 horas apds a remocao da
ligadura. Cada aplicacéo local consistiu na deposi¢cao de 0,6 ml (60 milhdes de
células), de forma lenta na interface gengiva marginal — parede radicular por
intermédio de seringa (1 ml) e agulha (13 mm x 4,5 mm) para insulina sem bisel
(GARCIA et al., 2016). Da mesma forma no grupo RAR foi feita a deposi¢cao de 0,6 ml
solugéo salina para controle negativo. No momento da aplicagdo do PRO, foi
confeccionado um tampéao de algodao individual, que foi posicionado na garganta do

animal para evitar a degluticdo da suspensao.

3.1.8 Eutanésia e obtencédo das amostras

Concluido o protocolo experimental, seis animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia por meio de aplicacdo intramuscular de dose letal de
Tiopental (150 mg/kg) aos 7, 15 e 30 dias apos realizacdo dos tratamentos. As
hemimandibulas foram dissecadas e fixadas em formaldeido 4% em solucéo

tamponada de 0,1 M, durante 48 horas, para posterior processamento laboratorial.

3.2 Processamento histolégico das amostras

Os espécimes foram submetidos a desmineralizacdo em solucao de acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA) a 10% (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)
durante 8 semanas. ApoOs finalizacdo do processamento e inclusdo, cortes semi-
seriados com 4 um de espessura foram obtidos no sentido mésio-distal. Para as
andlises histopatologica e histométrica as secc¢des histologicas foram submetidas a

coloracao pela técnica da hematoxilina-eosina (HE).

JA para a analise imunoistoquimica os cortes histolégicos foram

submetidos a desparafinizacdo em xilol e hidratacdo em série decrescente de etanol.
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ApOGs essa etapa, foi realizada a recuperacdo antigénica através da imersdo das
laminas histologicas em tampéao citrato 0,1 M, pH 7,4 (Diva decloaker®, Biocare
Medical, Concord, CA, EUA), em camara pressurizada (Decloaking chamber®,
Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a uma temperatura de 95°C, durante 20 minutos.
No final de cada etapa da reacdo imunoistoquimica, as laminas histoldgicas foram
lavadas em tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas
foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina
bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase enddgena e bloqueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. Trés laminas contendo trés cortes selecionadas para
imunoistoquimica de cada animal foram incubados com um dos seguintes anticorpos
primarios policlonais: Osteoprotegerina (OPG; Goat anti-opg -—-Santa Cruz
Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA; SC 8468), Fosfatase Acida Tartarato Resistente
(TRAP; Goat anti-trap — Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA; SC 30833) e
Receptor ativador de NF-Kappa B ligante (RANKL; Goat anti-rankl — Santa Cruz
Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA; SC 7628).

Os anticorpos primarios foram diluidos em tampéao fosfato de sédio, pH 7.4,
0.1 M, acrescido de albumina de soro bovino a 3% (Albumina, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA). Os cortes histolégicos foram tratados para bloqueio da
peroxidase endégena empregando peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 30
minutos. A seguir foram incubados com um dos anticorpos primarios (OPG, RANKL
ou TRAP), em temperatura ambiente, durante 18 a 24 horas. Uma segunda incubagao
foi realizada com anticorpo secundario (Anticorpo secundario biotinilado universal, K
0690, DAKO — Carpinteria, CA, EUA; anti-camundongo, anti-cabra e anti-coelho), em
temperatura ambiente, durante 1 hora. Uma terceira incubacéo foi realizada com uma
solucdo contendo estreptavidina conjugada com peroxidase, em temperatura
ambiente, durante 1 hora. A revelacdo da reacdo de imunoperoxidase foi realizada
com tampdo de revelagdo DAB-Substrato (DAB-Substrato, K 3468, DAKO,
Carpinteria, CA, EUA.), e diaminobenzidina DAB- Cromégeno (DAB- Comadgeno, K
3468, DAKO, Carpinteria, CA, EUA.), em temperatura ambiente, durante 10 a 60
segundos. Os cortes histoldégicos foram submetidos a contra-coloracdo pela
hematoxilina. Todas as reagdes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um

controle negativo, através da omisséo dos anticorpos primarios (GARCIA et al., 2014).
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3.3 Andlise dos resultados

3.3.1 Andlises histoldgicas

A analise histoldgica foi feita em microscopia de luz, por um histologista

certificado (EE), calibrado e cego aos tratamentos. As imagens foram capturadas por

camera digital (AxioCam®, Carl Zeiss) acoplada ao microscopio optico (AxioLab®) e

conectada a um microcomputador.

3.3.1.1 Analise histolégica dos tecidos periodontais

Foi realizada analise semi-quantitativa (MIESSI et al., 2020) utilizando escores

(que variaram da menor para a maior alteracéo) por um histologista certificado e cego

aos tratamentos (EE) e os seguintes parametros e caracteristicas dos tecidos foram

avaliados:

1)

2)

3)

4)

5)

intensidade da resposta inflamatéria local: escore 0 — auséncia de
inflamacao; escore 1 — pequena quantidade de células inflamatorias; escore 2
— moderada quantidade de células inflamatorias; escore 3 — grande quantidade
de células inflamatorias;

extensdo do processo inflamatorio: escore 0 — auséncia de inflamacgdao;
escore 1 — estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo da regido de
furca; escore 2 — estendendo-se por todo o tecido conjuntivo da regido de furca;
escore 3 — estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e 6ésseo da regiao de
furca,;

reabsorcao radicular externa (cemento e dentina): escore 0 — ausente;
escore 1 — apenas area reabsorvidas inativas; escore 2 — poucas areas de
reabsorcao ativas; escore 3 — muitas areas de reabsorcao ativas;

reabsorcdo 6ssea alveolar: escore 0 — dentro dos padrées de normalidade;
escore 1 — pequena quantidade de areas de reabsorcao; escore 2 — moderada
guantidade de areas de reabsorcéo; escore 3 — grande quantidade de areas de
reabsorcao;

padréo de estruturacdo do tecido conjuntivo na area de furca: escore 0 —
moderada quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras colagenas

com tecido conjuntivo denso; escore 1 — moderada quantidade tanto de
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fibroblastos quanto de fibras colagenas; escore 2 — pequena quantidade tanto
de fibroblastos quanto de fibras colagenas e edema intersticial, escore 3 —
desestruturacao tecidual severa com edema intersticial e areas de necrose;

6) padrdo de estruturacdo do tecido 6sseo alveolar da regido de furca:
escore 0 — trabéculas Osseas de contorno regular e repletas de osteoblastos
ativos, incluindo areas de neoformacdo 6ssea; escore 1 — trabéculas 0sseas
de contorno irregular recobertas tanto por muitos osteoblastos quanto por
osteoclastos ativos; escore 2 — trabéculas dsseas de contorno irregular repletas
de osteoclastos ativos; escore 3 — areas de 0sso0 necrotico e trabéculas 6sseas

de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos.

Como complementacdo dos dados também foi realizada uma analise
gualitativa das caracteristicas histologicas da area de furca dos molares inferiores, de
cada espécime em cada grupo e periodo por um histologista certificado e cego aos

tratamentos (EE).

3.3.1.2 Anadlise histométrica da Perda Ossea Alveolar (POA), Porcentagem de
Tecido Osseo (PTO), Porcentagem de Osso Vital (POV) e Porcentagem de Osso
N&o Vital (PONV) na &rea de furca

Um examinador calibrado e cego aos tratamentos efetuados realizou as
andlises histométricas (TER). Foi utilizado um sistema de andlise de imagem
(Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Alemanha) para se
mensurar a area de POA em mm?, a PTO, POV e PONV em porcentagem. Apés
exclusdo do primeiro e do ultimo corte histolégico, nos quais a regido de furca foi
evidente, cinco cortes equidistantes de cada espécime foram selecionados para
analise histométrica. Esta selecao foi realizada por um examinador treinado e cego ao

tratamento efetuado (TER).

A area da POA foi delimitada contornando toda a superficie do cemento
entre a crista 0ssea e o teto da furca (GARCIA et al., 2014). A analise da PTO, POV
e PONV foi adaptado de Garcia et al. (2015). Para essas analises, primeiramente foi
mensurada a area de furca (AF), a area de tecido 6sseo (ATO), a area de tecido 6sseo
vital (TOV) e area de tecido 6ésseo ndo vital (TONV) na area de furca, todas em mm?.
A AF foi demarcada apicalmente por uma linha reta tracada do centro do teto da furca
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seguindo 2,1 mm em dire¢ao apical. A partir desse ponto foi tragado duas linhas retas
perpendiculares a primeira, em direcdo ao cemento das raizes mesial e distal. A partir
desse ponto, a linha de contorno seguiu toda a superficie externa do cemento
localizado entre as raizes. A ATO teve o mesmo limite apical da AF e, a partir desse
limite seguiu toda a superficie externa do 0sso alveolar entre as raizes. ATOV e TONV
seguiram 0 mesmo padrédo de mensuracao, porém delimitando a area de tecido 6sseo
vital ou néo vital entre as raizes. A PTO, POV e PONV na regido de furca foi calculada
multiplicando a ATO, TOV ou TONV consecutivamente por 100 e dividindo pela AF
(PTO= [ATO x 100] / AF; POV = [TOV x 100] / AF; PONV = [TONV x 100] / AF;
adaptado de GARCIA et al., 2015). A POA, PTO, POV e PONV de cada espécime foi
mensurada trés vezes pelo mesmo examinador (TER), em dias diferentes, com o

propésito de reduzir a variagdo nos dados.

3.3.1.3 Analise Imunoistoquimica

Um examinador treinado e cego aos tratamentos (ML) selecionou uma
lamina histolégica com 3 cortes semi-seriados de cada um dos biomarcadores (TRAP,
RANKL e OPG) de cada espécime. A imunomarcac¢do foi definida como aquela de

coloracdo acastanhada presente no compartimento citosolico das células positivas.

A andlise quantitativa da imunomarcacéo para TRAP foi realizada por um
examinador cego aos tratamentos e calibrado (ML) por meio da contagem de células
TRAP-positiva localizadas no centro do septo interradicular do primeiro molar inferior
de uma area de 1000pym x 1000pm, com um aumento de 200x (GARCIA et al., 2014)
em trés cortes histologicos equidistantes. O limite coronério desta area foi a crista
Ossea alveolar, a partir da qual se estendia apicalmente por uma distancia de 1000um
(GARCIA et al., 2014).

Andlises semiquantitativas da imunomarcacédo para RANKL e OPG foi
efetuada na area de furca com um aumento de 400x por um histologista certificado e
cego aos tratamentos (EE). O estabelecimento dos escores da imunomarcacao foi
baseado em Garcia et al. (2014): escore 0 — auséncia de imunomarcagao (auséncia
total de células-imunorreativas - IR); escore 1 - baixo padréo de imunomarcacéo (1/4

das células-IR); escore 2 - moderado padréo de imunomarcacao (1/2 das células-IR)
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e escore 3 - alto padrdo de imunomarcacao (3/4 das células IR). Os escores de

RANKL e OPG foram individualmente analisados em cada grupo experimental.

3.3.2 Calibracdo do examinador

Previamente a realizacdo das analises histométricas e imunoistoquimica de
TRAP, os examinadores (TER e ML) foram treinados através da dupla mensuracéo
de 24 espécimes, com o intervalo de 1 semana. O teste Kappa mostrou um alto grau
de concordancia (94%) entre os dois momentos de mensuracédo de todas as andlises.

3.3.3 Andlise estatistica

O calculo da amostra foi realizado considerando a PTO na regido de furca
como desfecho primario. O desfecho secundario foi descrito pelo padrédo de
imunomarcacado e as caracteristicas histoldgicas na area de furca. Considerando a
diferenca minima de 4% entre as médias do tratamento e o desvio padrédo de 1,3% da
PTO, os resultados mostraram um tamanho de amostra de 4 animais (a = 0,05) com
poder de estudo de 95% (Bioestat; Versdo 5.3, Bioestat, Instituto Mamiraua, Manaus,
Brasil). Considerando uma perda de animais e baseado em estudos com metodologia
semelhante, foi utilizado 6 animais por periodo experimental (GARCIA et al., 2015;
MIESSI et al., 2020)

A analise estatistica dos dados foi realizada com o software Bioestat
(Versao 5.3, Bioestat, Instituto Mamiraua, Manaus, Brasil), com 5% de nivel de
significancia. A normalidade dos dados histométricos (POA, PTO, POV e PONV) e
imunoistoquimico (TRAP) foi analisada usando o teste de Shapiro Wilk. As analises
intra e intergrupo foram feitas com analise de variancia (ANOVA; p<0,05). Quando o
ANOVA detectou uma diferenca significante, foram feitas comparacdes mdultiplas
usando o pos-teste de Tukey (p<0,05). Os dados semi-quantitativos da analise
histologica dos tecidos periodontais foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Student-Newman-Keuls quando detectada diferenca

estatisticamente significante (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histolégica dos tecidos periodontais

4.1.1 Analise semi-quantitativa intra e inter-grupo

Os dados da analise histopatologica estéo apresentados nas Figuras 2 a 8.
O grupo 5FU apresentou maior intensidade da resposta inflamatoria local na regiao
de furca em comparacéo ao grupo 5FU-PRO aos 15 dias (p<0,05), em comparacao
aos grupos EP, SS e 5FU-RAR-PRO aos 15 e 30 dias e em relagdo ao grupo 5FU-
RAR aos 30 dias (p<0,05). O grupo 5FU-RAR obteve maior intensidade da resposta
inflamatoria em relacéo aos grupos EP, SS, 5FU-PRO e 5FU-RAR-PRO aos 15 dias
(p<0,05). Aos 30 dias, os grupos 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO apresentaram menor
intensidade da resposta inflamatéria em relacdo ao grupo 5FU-PRO (p<0,05). Em uma
analise intragrupo, o grupo 5FU-RAR aos 30 dias apresentou menor intensidade da
resposta inflamatéria em comparacao aos 7 e 15 dias (p<0,05). J& o grupo 5FU-RAR-
PRO apresentou, aos 7 dias, maior intensidade da resposta inflamatéria em relagéo
aos 15 e 30 dias (p<0,05), e o grupo 5FU-PRO teve menor intensidade aos 15 dias
comparado aos 7 e 30 dias (p<0,05; Figura 2).

Ja em relacdo a extensdo do processo inflamatorio, observou-se que o
grupo 5FU apresentou maior extensdo em comparagdo a todos 0S grupos
experimentais aos 15 e 30 dias (p<0,05). Em uma analise intragrupo, o grupo 5FU-
RAR, 5FU-PRO e 5FU-RAR-PRO apresentaram maior extensao do processo

inflamatdério aos 7 dias em comparacéo aos 15 e 30 dias (p<0,05; Figura 2).

O grupo 5FU apresentou maior reabsorcao radicular externa (cemento e
dentina) em comparacao a todos 0s grupos experimentais aos 7 dias. Em uma anélise
intragrupo, o grupo 5FU apresentou maior reabsorcdo radicular aos 7 dias em

comparacao aos 30 dias (p<0,05; Figura 2).

Quanto a reabsorcdo O0ssea na regido de furca, o grupo 5FU apresentou
maior reabsorcdo em comparacdo ao grupo 5FU-PRO em todos os periodos
experimentais (p<0,05), e em comparacao aos grupos 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO
aos 30 dias (p<0,05). O grupo 5FU-PRO apresentou menor reabsorcdo éssea em

relacdo ao grupo 5FU-RAR aos 7 e 15 dias (p<0,05), e em comparacao ao grupo 5FU-
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RAR-PRO aos 7 dias (p<0,05). J4 em uma analise intragrupo foi observado que nos
grupos 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO essa reabsorcdo foi maior aos 7 dias em
comparacao aos 30 dias (p<0,05; Figura 3).

O padrao de estruturacdo do tecido conjuntivo na regiao de furca foi pior
nos grupos PE e SS em comparacao ao grupo 5FU-PRO aos 7 dias (p<0,05) e em
comparagao aos grupos 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO aos 30 dias (p<0,05). O grupo
5FU apresentou pior padréo de estruturagéo do tecido conjuntivo em comparagao ao
grupo 5FU-PRO aos 7 e 15 dias (p<0,05), e em comparacéo ao grupo 5FU-RAR aos
15 e 30 dias (p<0,05), e em comparacdo ao grupo 5FU-RAR-PRO aos 30 dias
(p<0,05). O grupo 5FU-PRO apresentou melhor padrdo de estruturacdo do tecido
conjuntivo em comparacgao ao grupo 5FU-RAR e 5FU-RAR-PRO aos 7 dias (p<0,05)
e pior em comparacao ao grupo 5FU-RAR-PRO aos 30 dias (p<0,05). Em uma analise
intragrupo, o grupo 5FU-RAR apresentou pior estruturacdo do tecido conjuntivo na
regiao de furca aos 7 dias em comparacgao aos 15 e 30 dias (p<0,05), e o grupo 5FU-
RAR-PRO apresentou melhor estruturacdo aos 30 dias em comparacéo aos 7 e 15
dias (p<0,05; Figura 3).

Em relacdo ao padréo de estruturacdo do tecido 6ésseo na regido de furca,
0 grupo 5FU apresentou pior estruturacdo em comparacao ao grupo 5FU-RAR-PRO
aos 15 e 30 dias (p<0,05) e em comparacao aos grupos PE, 5FU-RAR e 5FU-PRO
aos 30 dias (p<0,05). Na analise intragrupo, esse padréo de estruturacao foi melhor
aos 30 dias em relagéo aos 7 dias no grupo 5FU-RAR-PRO (p<0,05; Figura 3).

4.1.2 Analise histoldgica qualitativa dos grupos em cada periodo de avaliacéo

O grupo PE aos 7 dias apresentou um intenso infiltrado inflamatério que
estava presente em todo o tecido conjuntivo da regido de furca. Alguns espécimes
deste grupo apresentavam espiculas de o0sso necrosado envoltas por células
inflamatérias na regido de furca. O septo interradicular se mostrou com um contorno
bastante irregular e com trabéculas ésseas bastante delgadas, em cuja superficie se
observava grande quantidade de osteoclastos ativos. Aos 15 e 30 dias a inflamagéao
ainda era intensa, no entanto, comparativamente houve uma reducdo no volume
ocupado pelo infiltrado inflamatoério. O tecido conjuntivo nas imediacfes do septo

interradiccular mostrou uma discreta reducao na inflamacao, no entanto, com poucos

DISSERTACAO DE MESTRADO | Tiago Esgalha da Rocha



34

sinais de reparacao tecidual. O septo interradicular se apresentou com trabéculas

Osseas delgadas, de contorno externo irregular e com osteoclastos ativos.

Os espécimes do grupo SS mostraram grande semelhanca com as do
grupo PE. Aos 7 dias, o infiltrado inflamatorio mostrava-se intenso em quase a
totalidade do tecido conjuntivo da regido de furca. Espiculas de 0sso necrosado
envoltas por células inflamatérias na regido de furca também foram observadas em
alguns espécimes. O septo interradicular se mostrou irregular e com trabéculas
O0sseas delgadas em sua maioria, com presenca de osteoclastos ativos em sua
superficie. Aos 15 e 30 dias a inflamacao ainda era intensa, no entanto, porém com
reducéo no volume ocupado pelo infiltrado inflamatorio entre os periodos. Houve uma
reducéo discreta da inflamacao no tecido conjuntivo proximo ao septo interradicular,
com poucos sinais de reparacéo tecidual. O septo interradicular mostrou trabéculas

0sseas delgadas, com osteoclastos ativos e contorno irregular (Figura 4).

No grupo 5FU, em todos os periodos experimentais, observou-se a
prevaléncia da destruicdo de todos os tecidos periodontais. O tecido conjuntivo da
area de furca apresentava-se totalmente desestruturado e com intenso infiltrado
inflamatério que atingia a margem do tecido 6ésseo alveolar do septo interradicular. Em
todos os espécimes grandes espiculas de o0sso necrosado, envoltas por grande
guantidade de células inflamatdrias, estavam presentes. Em alguns espécimes,
especialmente aos 30 dias, houve um comprometimento de toda a integridade do
septo interrradicular e nivel de reabsor¢cdo 0ssea se aproximou do osso basal da
mandibula, denotando um aumento da severidade da doenca periodontal ao longo do
tempo. O tecido 6sseo do septo interradicular se mostrou composto por trabéculas
0sseas muito irregulares, extremamente delgadas, com amplos espacos medulares,
alguns dos quais com presenca de moderada quantidade de células inflamatorias. O
contorno externo do septo interradicular se apresentou muito irregular, repleto de

lacunas de reabsorcédo e muitos osteoclastos ativos (Figura 5).

Aos 7 dias do grupo 5FU-RAR, havia severa desestruturacdo tecidual e
intenso infiltrado inflamatorio que ocupava o tecido conjuntivo da area de furca e
margeava o tecido 6sseo do septo interradicular. Espiculas de o0sso necrosado
estavam presentes em alguns espécimes. O contorno do septo interradicular se
mostrou bastante irregular, repleto de osteoclastos ativos e com as trabéculas 6sseas

muito delgadas. Aos 15 e 30 dias o volume ocupado pelo infiltrado inflamatoério sofreu
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uma progressiva reducgao. O tecido conjuntivo nas imedia¢cdes do septo interradicular
mostrou sinais de reparacédo, especialmente aos 30 dias. Havia neste tecido uma
pequena quantidade de fibras colagenas, muitos fibroblastos, grande numero de
vasos sanguineos e uma moderada quantidade de células inflamatdrias. As trabéculas
0sseas se mostraram com uma espessura moderada, com grande irregularidade na

superficie e com muitos osteoclastos em franca atividade (Figura 6).

No grupo 5FU-PRO, aos 7, 15 e 30 dias prevaleceu a desestruturagéo dos
tecidos periodontais na regido de furca. Um infiltrado inflamat6rio que variou de
intenso a moderado estava presente em um tecido conjuntivo composto por pequena
guantidade de fibras coldgenas e fibroblastos. A constituicdo deste tecido pouco
variou ao longo do tempo, denotando uma estabilizacdo da doenca, sem, contudo,
haver um aumento de sua severidade. Alguns espécimes apresentavam espiculas de
0Sso necrosado, envoltas por grande quantidade de células inflamatorias. O tecido
0sseo do septo interradicular se mostrou composto por trabéculas ésseas muito
irregulares, extremamente delgadas, com amplos espa¢cos medulares. O contorno
externo do septo interradicular se apresentou muito irregular e com muitas lacunas de

reabsorcao (Figura 7).

Ja no grupo 5FU-RAR-PRO a magnitude da resposta inflamatoria local se
mostrou intensa aos 7 dias e moderada aos 15 dias e 30 dias. Aos 7 dias houve severa
desestruturacdo tecidual, com grande comprometimento da estrutura do tecido
conjuntivo e 6sseo alveolar, supostamente reflexo do trauma ocasionado pela SRP,
todavia o progresso do processo de reparo teve um curso favoravel ao longo do
tempo. Aos 15 dias observou-se no tecido conjuntivo da regido de furca, que embora
ainda se apresentasse um grau de inflamacdo, uma nitida reestruturacdo tecidual.
Neste local constatou-se uma moderada quantidade tanto de fibroblastos como de
fibras colagenas, as quais aumentaram consideravelmente aos 30 dias, um reflexo do
avanco do processo de reparacdo. Tanto aos 15 dias quanto aos 30 dias, 0 0sso do
septo interradicular exibiu trabéculas 6sseas de contorno superficial externo mais

regular e com menos areas de reabsorgdo 6ssea ativa (Figura 8).
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4.2 Analise histométrica (POA, PTO, POV e PONV) na area de furca

A forma de mensuracdo da area de furca e os dados das analises
histométricas estdo apresentados nas Figura 9 e 10. O grupo 5FU-PRO apresentou
maior POA em comparacgao ao grupo SS aos 30 dias (p<0,05; Figura 10.A). O grupo
EP apresentou maior PTO em relacéo ao grupo 5FU-RAR-PRO aos 7 dias (p<0,05) e
em relacdo aos grupos 5FU, 5FU-RAR e 5FU-PRO aos 7 e 15 dias (p<0,05). Ainda
aos 7 dias, o grupo 5FU-RAR-PRO apresentou maior PTO em relagéo ao grupo 5FU-
RAR (p<0,05). Ja aos 30 dias, o grupo 5FU-RAR-PRO apresentou maior PTO em
comparacdo aos grupos EP, SS, 5FU e 5FU-PRO (p<0,05). Em uma analise
intragrupo, o grupo EP apresentou menor PTO aos 30 dias em comparacéo aos 7 e
15 dias (p<0,05); o grupo SS apresentou menor PTO aos 30 dias em relagéo aos 7
dias (p<0,05) e o grupo 5FU-RAR apresentou maior PTO aos 30 dias em comparagao
aos 7 dias (p<0,05; FIGURA 10.B).

Em relagédo a POV, os grupos EP e SS apresentaram maior porcentagem
em relacdo ao grupo 5FU-PRO aos 7 dias (p<0,05) e em relacdo aos grupos 5FU e
5FU-RAR aos 7 e 15 dias (p<0,05). O grupo 5FU-RAR-PRO apresentou maior POV
em comparagao ao grupo 5FU aos 7 dias (p<0,05), em comparacdo ao grupo 5FU-
RAR aos 7 e 30 dias (p<0,05), e em comparacao aos grupos EP, SS, 5FU e 5FU-PRO
aos 30 dias (p<0,05). Os grupos 5FU-RAR e 5FU-PRO tiveram maior POV em
comparacao ao grupo 5FU aos 30 dias (p<0,05). J& em uma analise intragrupo, o
grupo EP apresentou menor POV aos 30 dias em comparacéo aos 7 dias (p<0,05); O
grupo SS apresentou menor POV aos 30 dias em comparacao aos 7 dias (p<0,05); o
grupo 5FU-RAR apresentou maior POV aos 30 dias em comparagao aos 7 dias
(p<0,05) e o grupo 5FU-RAR-PRO apresentou maior POV aos 30 dias em
comparacao aos 7 e 15 dias (p<0,05; Figura 10.C).

Ja a PONV se apresentou menor no grupo 5FU-RAR quando comparado
ao grupo SS aos 7 dias (p<0,05). Em uma andlise intragrupo pode se observar que a
PONV foi menor aos 30 dias comparado aos 15 dias no grupo PE (p<0,05), e menor

aos 30 dias comparado aos 7 dias no grupo SS (p<0,05; Figura 10.D).
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4.3 Andlise imunoistoquimica (RANKL, OPG e TRAP)

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccao de RANKL, OPG
e TRAP mostrou alta especificidade na deteccdo de tais proteinas, a qual foi
comprovada pela auséncia total de marcacdo no controle negativo da reacao
imunoistoquimica. As células imunorreativas apresentaram uma coloracao
acastanhada confinada ao compartimento citossolico. A imunomarcagéo para TRAP
estava presente predominantemente em osteoclastos multinucleados. A marcagao

para RANKL e OPG estava presente predominantemente em osteoclastos.

Os resultados da imunomarcacdo das células TRAP-positivas estao
apresentados nas figuras 11 e 12. Nao houve diferenca estatisticamente significante
da imunomarcacdo das células TRAP-positivas entre os grupos, nos diferentes
periodos (P>0,05; Figura 11). Para RANKL prevaleceu um padrdo alto de
imunomarcacao aos 7, 15 e 30 dias nos grupos PE e 5FU. Nos grupos 5FU-PRO e
5FU-RAR 0 padrdo de imunomarcacéo foi predominantemente alto aos 7 dias e
moderado aos 15 e 30 dias. O grupo 5FU-RAR-PRO apresentou um padrdo de
imunomarcagao alto aos 7 dias, moderado aos 15 dias e de moderado a baixo aos 30
dias (Figura 13). Para OPG prevaleceu um baixo padrédo de marcagéo aos 7, 15 e 30
dias em todos os grupos experimentais, exceto aos 30 dias em 5FU-RAR-PRO onde
a maioria dos espécimes apresentaram um padrdo moderado de imunomarcacao
(Figura 13).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos do probidtico Saccharomyces
ceveriseae como monoterapia ou associado a RAR no tratamento da PE em ratos sob

condicdes de imunossupressao pelo uso do quimioterapico 5FU.

O modelo de inducdo da doenca periodontal empregado no presente
estudo, com a instalagcdo de uma ligadura ao redor do dente trata-se de método
reconhecido na literatura por permitir o acumulo da placa bacteriana e possibilitar a
penetracdo bacteriana no tecido mole e, consequentemente, induzir inflamacéo e
reabsorcdo Ossea alveolar (GRAVES et al.,, 2008). O rato é o animal mais
frequentemente utilizado em estudos de PE pois sdo de facil manipulacao, de custo
reduzido e desenvolve resposta bioldgica com grande semelhanca a do homem
(GRAVES et al., 2008; KLAUSEN, 1991). Além disso a anatomia periodontal desse

animal possui grande similaridade com o periodonto humano (OZ; PULEO, 2011).

O resultado histolégico encontrado nos espécimes do grupo PE aos 7 dias,
caracterizado pela presenca de um intenso infiltrado inflamatério, presenca de
espiculas 0sseas necrosadas, septo 0sseo interradicular de aspecto irregular com
presenca na superficie de osteoclastos ativos, sem sinais de reparagcdo, comprovam
a efetividade do método de inducdo da doenca periodontal e corrobora achados de
pesquisas anteriores (GARCIA et al.,, 2011, 2013, 2014; MOLON et al., 2014,
THEODORO et al., 2016, 2017; MIESSI et al., 2020).

Os animais que receberam solucdo salina via sistémica (grupo SS)
apresentaram similaridade nos achados histolégicos com os espécimes do grupo PE
0 que demonstra que 0 uso sistémico da solucédo salina ndo foi capaz de interferir na
progressdo da doencga periodontal experimental. Tais resultados podem ser
justificados pelo nivel insuficiente de stress promovido pela manipulacdo animal para
inducéo da imunossupressao ou aplicacdo da solugéo salina, que provavelmente nao
atingiu nivel suficiente para promover alteragdes na progressao da doencga, uma vez
gue esta evidenciado na literatura a influéncia do stress na doenca periodontal (LU et
al., 2014; PREEJA et al., 2013).

Nos espécimes tratados somente com 0 quimioterapico sem tratamento

local (grupo 5FU), os resultados demonstraram efeitos indesejaveis desse
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medicamento no tecido periodontal acometido pela periodontite experimental, que
foram maiores que os observados nos animais dos grupos PE e SS, em todos
periodos, caracterizado pela severa destruicdo dos tecidos periodontais, tecido
conjuntivo totalmente desestruturado, apresentando intenso infiltrado inflamatério com
grandes espiculas de 0sso necrosado, envoltas por grande quantidade de células
inflamatédrias. Ainda, em alguns espécimes aos 30 dias, 0 comprometimento de toda
a integridade do septo interrradicular e o nivel de reabsorcdo 6ssea se aproximou do
0sso basal da mandibula, denotando um aumento da severidade da doenga

periodontal ao longo do tempo.

Estes resultados mostraram que o 5FU agrava a periodontite induzida
causando, em todos os periodos analisados, grande destrui¢éo tecidual, corroborando
os achados de Garcia et al. (2015). Por ser um quimioterapico, o 5FU é citotoxico para
células que possuem um alto indice de proliferacdo (ARIAS, 2008). Von
Bultzingsloéwen et al. (2001) reportaram que o 5FU provoca degeneracdo autofagica
em queratindcitos da mucosa bucal. Sendo o epitélio juncional periodontal um tecido
epitelial especializado composto por queratindcitos que apresentam um alto indice de
renovacdo (POLLANEN; SALONEN; UITTO, 2003), pode ser inferido que seja

também muito afetado pelo 5FU.

Por se tratar da primeira linha de defesa dos tecidos periodontais contra a
agressédo microbiana (TSUKAMOTO et al., 2012) a ruptura do epitélio juncional facilita
a penetracao de bactérias e seus subprodutos para o interior dos tecidos periodontais,
especialmente aqueles que compdem o periodonto de insercéo, contribuindo para
agravar a progressdo da doenca periodontal conforme observado na presente

pesquisa.

Os resultados observados nos espécimes tratados com PRO localmente
como monoterapia (5FU-PRO) evidenciaram que, mesmo na auséncia da
instrumentacdo mecanica, o uso do PRO foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatorio,
apresentando pequena quantidade de fibras colagenas e de fibroblastos, com pouca
variacdo ao longo do tempo, denotando a estabilizacdo da doenca periodontal, sem
contudo haver um aumento da sua severidade. Assim este tratamento mostrou-se

promissor pois reduziu a magnitude da resposta inflamatdria local.
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Tais fatos devem-se, provavelmente, ao possivel efeito local do probiético
sobre a imunidade local ou na modulacdo da funcdo imunoldgica sistémica, na
producao de produtos quimicos que inibem bactérias orais ou sua possivel acao sobre
a formacao de placa bacteriana, por competir e intervir com bactérias ou até mesmo
no envolvimento no metabolismo de substrato (MEURMAN, 2005). Também se
acrescenta o fato de que a parede celular do PRO Saccharomyces cerevisiae contém
B-glucanos, que sao polissacarideos que contém efeito antimicrobiano, baseado em
sua capacidade de ativar leucécitos, estimulando a atividade fagocitica e producéo de
citocinas inflamatorias (XIAO et al., 2004).

Os efeitos benéficos do uso sistémico do probiotico na doenga periodontal
também foram relatados por outros estudos, e podem ser justificados pelo menor
trauma tecidual se comparado com métodos mecéanicos convencionais (FOUREAUX
et al., 2014; MESSORA et al., 2013). Estudos clinicos randomizados e controlados
mostraram resultados clinicos favoraveis, observados com o uso de probidticos em
diferentes condi¢cbes como na reducao da inflamagéo gengival (DELLA RICCIA et al.,
2007; TWETMAN et al., 2009) e na periodontite crénica (DELLA RICCIA et al., 2007,
SHIMAUCHI et al.,, 2008; TSUBARA et al, 2009; VICARIO et al., 2013;
VIVEKANANDA; VANDANA; BHAT, 2010).

Na analise dos espécimes tratados com RAR (grupo 5FU-RAR) observa-
se que houve aos 7 dias severa desestruturacdo tecidual e intenso infiltrado
inflamatério, com o septo interradicular bastante irregular e repleto de osteoclastos
ativos. Nos periodos seguintes houve melhora nestes parametros com reducéo do
volume do infiltrado inflamatorio e o tecido conjuntivo préximo do septo interradicular
com sinais de reparacdo, especialmente aos 30 dias. Além disso foi observado
pequena quantidade de fibras colagenas, muitos fibroblastos, grande namero de
vasos sanguineos e uma moderada quantidade de células inflamatérias e trabéculas
0sseas com uma espessura moderada, com grande irregularidade na superficie e com
muitos osteoclastos em franca atividade. Estes resultados corroboram os achados de
outros estudos (GARCIA et al. 2015; THEODORO et al. 2017) e os achados descritos
no periodo de 7 dias se devem, provavelmente a ac¢do traumatica dos instrumentos

de raspagem sobre os tecidos periodontais ja alterados pelo uso do imunossupressor.

Nos espécimes do grupo 5FU-RAR-PRO observou-se que aos 7 dias a

magnitude da resposta inflamatoria local se mostrou intensa e severa desestruturacao
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tecidual, com grande comprometimento da estrutura do tecido conjuntivo e 6sseo
alveolar. Aos 15 dias observou-se no tecido conjuntivo resposta inflamatoria
moderada que se manteve aos 30 dias demonstrando uma nitida reestruturacéo
tecidual. Ainda havia uma moderada quantidade tanto de fibroblastos como de fibras
coldgenas, as quais aumentaram consideravelmente aos 30 dias. Tanto aos 15 dias
guanto aos 30 dias, 0 osso do septo interradicular exibiu trabéculas désseas de
contorno superficial externo mais regular e com menos areas de reabsorcao 0ssea

ativa.

Estes fatos demonstram que os achados na fase inicial do processo (7 dias)
provavelmente se devem ao efeito traumético do procedimento de RAR, também
observado no grupo 5FU-RAR neste periodo. Também deve ser considerado o
possivel efeito benéfico do uso associado do probiético que, cessado o efeito da RAR,
pode controlar o processo inflamatorio, contribuindo para a reestruturagcéao tecidual
caracterizada pela moderada quantidade de fibroblastos como de fibras coldgenas e
menor reabsorcao ativa e regularidade da superficie 6ssea, refletindo um avanco do

processo de reparacao.

De uma forma geral na avaliacéo histopatolégica pode ser inferido que os
espécimes tratados com 0 uso sistémico de solucdo salina (grupo SS) néo
proporcionou danos no processo de reparo da doenca periodontal quando comparado
com os do grupo PE; que os espécimes tratados somente com o quimioterapico (grupo
5FU) demonstraram maior destruicdo do tecido 6sseo na regido da furca que os
espécimes ndo tratados com o quimioterapico (grupos PE e SS); que o uso do
probidtico como monoterapia (grupo 5FU-PRO) minimizou os efeitos do
guimioterapico em todos os periodos de observacéo; que o tratamento com RAR
(grupo 5FU-RAR) promoveu eventos biologicos favoraveis a reparacdo e que a
associacdo do uso do probidtico a RAR (grupo 5FU-RAR-PRO) contribuiu para a
reestruturacao tecidual da doenca periodontal influenciada pelo quimioterapico, com
maior evidéncias nos periodos de 15 e 30 dias. Essa observacéo pode ser justificada
pelo fato do tratamento apenas com o probidtico sem a RAR promove menor trauma
tecidual (GARCIA et al., 2016), porém os resultados mostram a importancia do
tratamento periodontal principalmente aos 15 e 30 dias apds o tratamento,
demonstrando uma aceleracdo no processo de reparo principalmente quando

associado a terapia com PRO em comparagdo com 0S outros grupos experimentais.
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Com relacéo a andlise histométrica, a PTO foi maior no grupo 5FU-RAR-
PRO aos 30 dias em comparacdo aos grupos PE, SS, 5FU e 5FU-PRO. Esses
resultados mostraram que o PRO como adjuvante a RAR no periodo final de
reparacao conseguiu estabilizar a PTO na regido de furca, que foi menor nos animais
sistemicamente saudaveis ou imunossuprimidos com 5FU, que sofreram a indugéo da
PE. Além disso, essa porcentagem ainda se mostrou maior em relagcdo ao grupo
tratado apenas com aplicacéo local de PRO, o que reforca a importancia da terapia
mecanica na terapia periodontal, corroborando com resultados de estudo prévio com
0 PRO Saccharomyces ceveriseae no tratamento da PE em ratos sistemicamente
saudaveis (GARCIA et al., 2016).

A POA foi maior em animais tratados com 5-FU (grupo 5FU-PRO) em
relacdo ao grupo SS aos 30 dias, mostrando que somente o PRO isoladamente, sem
a terapia mecanica com RAR ndo foi capaz de estabilizar a POA em animais
imunossuprimidos com 5FU, resultado contrario ao estudo de GARCIA et al. (2016),
onde 0s animais sistemicamente saudaveis tratados apenas com PRO
Saccharomyces ceveriseae localmente, mostrou similaridade da POA com os animais
tratados apenas com RAR (GARCIA et al., 2016).

Jaemrelacdo a qualidade do tecido 6sseo na regido de furca, os resultados
mostraram uma maior POV no grupo 5FU-RAR-PRO em comparagéo ao grupo 5FU
aos 7 dias, e maior aos 30 dias em comparagao a todos 0s grupos experimentais. Esta
observacéo reforca os achados histolégicos de que o probidtico minimizou os efeitos
de desestruturacdo tecidual promovido pelo quimioterapico, promovendo a reducao
do processo inflamatorio e melhora da qualidade do tecido 6sseo em nivel compativel

com um estado sistémico de normalidade.

Os resultados imunoistoquimicos revelaram que houve baixo padrdo de
imunomarcacao de OPG e alto padrao de imunomarcacéo da RANKL nos grupos PE,
SS e 5FU, em todos periodos e, aos 7 dias, nos grupos 5FU-PRO, 5FU-RAR e 5FU-
RAR-PRO. Estes achados comprovam a elevada atividade de reabsor¢céo que ocorre
no periodo inicial da PE, conforme relatos de alguns autores (GARCIA et al., 2013,
2014; MOLON et al., 2014), e que o tratamento sistémico com SS e 5FU n&o foram

capazes de promoverem beneficios a reparacgéo tecidual.
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O alto padrédo de imunomarcacdo da RANKL observado aos 7 dias nos
espécimes dos grupos 5FU-PRO, 5FU-RAR e no 5FU-RAR-PRO provavelmente se
devem ao efeito do quimioterapico, que se encontra ainda elevado neste periodo, ao
dano tecidual provocado pela RAR e que o uso do probidtico ndo foi capaz de interferir
na atividade de reabsor¢éo 6ssea. Nos periodos de 15 e 30 dias, notou-se moderado
padrédo de imunomarcacdo OPG e RANKL nos espécimes dos grupos 5FU-PRO, 5FU-
RAR e 5FU-RAR-PRO e baixo padrao de imunomarcacao de RANKL nos espécimes
do grupo 5FU-RAR-PRO aos 30 dias. Tais fatos podem estar associados
provavelmente a evolucdo do processo de reparo e reducdo do efeito do
guimioterapico nos tecidos periodontais, além de efeitos benéficos do sinergismo da
RAR com o uso do PRO.

N&o houve diferenca estatisticamente significante na imunomarcacéo de
células TRAP-positivas entre 0s grupos e periodos experimentais. Esse resultado
corrobora com os achados de MIESSI et al. (2020) com modelo experimental
semelhante, porém utilizando o PRO Lactobacillus reuteri como tratamento local
(MIESSI et al., 2020). Resultados de GARCIA et al., 2016 mostraram menor nimero
de células TRAP-positivas aos 7 dias nos grupos tratado com RAR ou PRO
Saccharomyces ceveriseae isoladamente e no grupo tratado localmente com a
associagcdo de tratamentos, porém em ratos sistemicamente saudaveis (GARCIA et
al., 2016).

As limitagbes do presente estudo baseiam-se na simulagdo da
imunossupressao utilizando o quimioterapico 5-Flourouracil em 2 aplicacbes, em
dosagem baseada em outro estudo experimental (THEODORO et al., 2017) e no
protocolo de uso local do probiotico. Apenas um estudo publicado na literatura utilizou
0 protocolo de tratamento com o mesmo probidtico utilizado nesse estudo (GARCIA
et al., 2016). Portanto, o protocolo de tratamento local com PRO Saccaromyces
Cereviseae como monoterapia ou como coadjuvante a RAR ainda ndo estd bem
estabelecido. Sendo assim, outros estudos precisam ser realizados para avaliar o
efeito de outros protocolos no tratamento da PE em ratos imunossuprimidos.
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6 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo com a metodologia utilizada, pode-se
concluir que o uso do quimioterapico 5FU agravou a PE, que se caracterizou por
infiltrado inflamatorio intenso e severa destruicdo 6ssea ao longo do tempo. Além disto
0 uso local do probiético, associado a terapia mecanica de RAR, minimizou os efeitos
do quimioterapico nos tecidos periodontais reduzindo o processo inflamatério e a

severidade da destruicdo periodontal em animais imunossuprimidos.
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FIGURA 1 - Esquema ilustrando o delineamento experimental do estudo e os procedimentos

experimentais realizados em seus respectivos intervalos de tempo nos diferentes grupos.

Simbolos e abreviaturas: SS, solu¢do salina; 5FU, 5-Flourouracil; RAR, Raspagem e

Alisamento Radicular; PRO, probiético; circulo azul, tratamento sistémico com SS ou 5FU;

triangulo vermelho, sessdo de RAR; triangulo verde, sessdes de PRO.
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FIGURA 2 — Graficos indicando a mediana, primeiro e terceiro quartis da intensidade da
resposta inflamatéria (A), extensdo do processo inflamatorio (B) e da reabsorcdo radicular
externa (cemento e dentina) (C) na regido de furca do primeiro molar inferior de acordo com
0s grupos e periodos experimentais. Simbolos: *, Diferenca estatisticamente significante em
comparagao ao grupo PE no mesmo periodo experimental; 1, Diferenca estatisticamente
significante em comparacao ao grupo SS no mesmo periodo experimental; f, Diferenca
estatisticamente significante em comparagéo ao grupo 5FU no mesmo periodo experimental;
1, Diferenca estatisticamente significante em comparacdo ao grupo 5FU-RAR no mesmo
periodo experimental; a, Diferenga estatisticamente significante em comparagdo ao grupo
5FU-PRO no mesmo periodo experimental; B, Diferenga estatisticamente significante em
comparacdo aos 7 dias do mesmo grupo experimental; y, Diferenca estatisticamente

significante em comparacgdo aos 15 dias do mesmo grupo experimental.
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FIGURA 3 - Gréficos indicando a mediana, primeiro e terceiro quartis da reabsorcédo 6ssea
alveolar (A), padrédo de estruturagéo do tecido conjuntivo (B) e do padrédo de estruturagédo do
tecido 6sseo (C) na regido de furca do primeiro molar inferior de acordo com 0s grupos e
periodos experimentais. Simbolos: *, Diferencga estatisticamente significante em comparacao
ao grupo PE no mesmo periodo experimental; 1, Diferenga estatisticamente significante em
comparagao ao grupo SS no mesmo periodo experimental; ¥, Diferenga estatisticamente
significante em comparagdo ao grupo 5FU no mesmo periodo experimental; {, Diferenca
estatisticamente significante em comparacdo ao grupo 5FU-RAR no mesmo periodo
experimental; a, Diferenca estatisticamente significante em comparagéo ao grupo 5FU-PRO
no mesmo periodo experimental; B, Diferenca estatisticamente significante em comparacéao
aos 7 dias do mesmo grupo experimental; u, Diferenca estatisticamente significante em

comparacgdo aos 15 dias do mesmo grupo experimental.
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FIGURA 4 - Fotomicrografias evidenciando o nivel de perda 6ssea alveolar e a magnitude da
resposta inflamatéria na regido de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental no grupo SS aos 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. Abreviacdes e simbolos: oa, 0sso
alveolar; on, espiculas de osso necrosado; *, infiltrado inflamatério. Colora¢éo: H&E. Aumento
original: 100x. Barras de escala: 250 um.

Fonte: Autor, 2021

FIGURA 5 - Fotomicrografias evidenciando o nivel de perda 6ssea alveolar e a magnitude da
resposta inflamatéria na regi@o de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental no grupo 5FU aos 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. Abreviacbes e simbolos: on,
espiculas de osso necrosado;*, infiltrado inflamatorio. Coloragdo: H&E. Aumento original:
100x. Barras de escala: 250 pm.

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 6 - Fotomicrografias evidenciando o nivel de perda 6ssea alveolar e a magnitude da
resposta inflamatéria na regido de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental no grupo 5FU-RAR aos 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. Abreviacfes e simbolos: oa,
0sso alveolar; *, infiltrado inflamatério. Coloracao: H&E. Aumento original: 100x. Barras de
escala: 250 um.

Fonte: Autor, 2021

FIGURA 7 - Fotomicrografias evidenciando o nivel de perda 6ssea alveolar e a magnitude da
resposta inflamatéria na regido de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental no grupo 5FU-PRO aos 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. Abreviacdes e simbolos: oa,
0sso alveolar; *, infiltrado inflamatorio. Coloracdo: H&E. Aumento original: 100x. Barras de
escala: 250 um.

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 8 - Fotomicrografias evidenciando o nivel de perda 6ssea alveolar e a magnitude da
resposta inflamatéria na regi@do de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental no grupo 5FU-RAR-PRO aos 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias. Abrevia¢des e simbolos:
0a, 0sso alveolar; on, espiculas de 0sso necrosado; *, infiltrado inflamatorio. Coloracéo: H&E.
Aumento original: 100x. Barras de escala: 250 pm.

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 9 - llustracdo da forma de mensuracéo da area de furca (AF). Delimitacao do teto da
furca até 2,1mm em limite apical (A), confeccdo de uma reta perpendicular a linha de
demarcagéo apical (B) e demarcacdo da area de furca contornando o cemento da regido
demarcada (C).
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FIGURA 10 - Graficos mostrando a média e o desvio padrdo (mm?) da perda dssea alveolar
(A), porcentagem de tecido 6sseo (B), porcentagem de osso vital (C) e porcentagem de 0sso
nao vital (D) na regido de furca do primeiro molar inferir nos diferentes grupos e periodos
experimentais. Simbolos: *, Diferenca estatisticamente significante em comparagéo ao grupo
PE no mesmo periodo experimental; 1, Diferenca estatisticamente significante em
comparagao ao grupo SS no mesmo periodo experimental; I, Diferenca estatisticamente
significante em comparagdo ao grupo 5FU no mesmo periodo experimental; , Diferenca
estatisticamente significante em comparacdo ao grupo 5FU-RAR no mesmo periodo
experimental; a, Diferenca estatisticamente significante em comparagéo ao grupo 5FU-PRO
no mesmo periodo experimental; B, Diferenga estatisticamente significante em comparacéo
aos 7 dias do mesmo grupo experimental; u, Diferenca estatisticamente significante em

comparagao aos 15 dias do mesmo grupo experimental.
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FIGURA 11 - Grafico com distribuicdo das médias e desvio padrao das células TRAP-positivas
na regido de furca dos primeiros molares com periodontite experimental, em cada grupo e

TRAP
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Fonte: Autor, 2021

FIGURA 12 - Fotomicrografias evidenciando a imunomarcacao para TRAP na regido de furca
do primeiro molar inferior com periodontite experimental aos 7 dias nos grupos PE (A), SS (B),
5FU (C), 5FU-PRO (D), 5FU-RAR (E) e 5FU-RAR-PRO (F). Abreviacdes e simbolos: oa, 0sso
alveolar; setas, osteoclastos. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 pum

| -
E F

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 13 - Fotomicrografias da regido de furca do primeiro molar inferior com periodontite
experimental evidenciando a imunomarcacao para RANKL nos grupos 5FU (A), 5FU-PRO (B)
e 5FU-RAR-PRO (C) aos 7 dias e, para OPG nos grupos 5FU (D), 5FU-PRO (E),e 5FU-RAR
PRO (F) aos 30 dias. Abreviacbes e simbolos: oa, osso alveolar; setas, células
imunomarcadas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras
de escala: 25 pm.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)
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CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

PRONT, 038/2019
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CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Relatdrio Final do trabalho intitulado “Efeitos do uso de
probiético no tratamento da doenca periodontal experimentaimente induzida
em animais imunosuprimidos com droga quimioterapica (5-FLU): estudo
histomorfométrico e imunoistoquimico em ratos”, Processo FOA n® 2013-00191,
sob responsabilidade de Valdir Gouvela Garcia e colaboragdo de Leticia Helena
Theodoro e Edilson Ervoline foi aprovado pela CEUA em 17 de Fevereiro de 2016

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Effects of the use of probiotics in the treatment
of periodontal disease in animals experimentally induced immunosupressed
with chemotherapy drug {5-FLU): A histomorfometric and
immunohistochemical study in rats”, Protocol FOA n® 2013-00181, under the
supervision of Valdir Gouveia Garca and collaboration of Leticia Helena Theodoro
and Edilson Ervolino had its the Final Report approved by the CEUA on February 17,
2018
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ANEXO B - Diretrizes para experimentacao animal “ARRIVE

Guidelines”

Recommendation (Kilkenny et al, 2010)

TITLE 1 Provide as accurate and concise a description of the content of the article as possible.

ABSTRACT 2 Provide an accurate summary of the background, research objectives, including details of the
species or strain of animal used, key methods, principal findings and conclusions of the study:

INTRODUCTION

Background 3 a. Include sufficient scientific background (including relevant references to previous work) to
understand the motivation and context for the study, and explain the experimental approach
and rationale.

b. Explain how and why the animal species and model being used can address the scientific
objectives and, where appropriate, the study’s relevance to human biology.

Objectives 4 Clearly describe the primary and any secondary objectives of the study, or specific hypotheses
being tested.

METHODS

Ethical statement 5 Indicate the nature of the ethical review permissions, relevant licences (e.g. Animal [Scientific
Procedures] Act 1986), and national or institutional guidelines for the care and use of animals,
that cover the research.

Study design & For each experiment, give brief details of the study design including:

a. The number of experimental and control groups.

b. Any steps taken to minimise the effects of subjective bias when allocating animals to
treatment (e.q. randomisation procedure) and when assessing results (e.q. if done, describe
who was blinded and when).

¢. The experimental unit (e.g. a single animal, group or cage of animals).

A time-line diagram or flow chart can be useful to illustrate how complex study designs were
carried out.

Experimental procedures 7 For each experiment and each experimental group, including controls, provide precise details of
all procedures carried out. For example:

4. How (e.q. drug formulation and dose, site and route of administration, anaesthesia and
analgesia used [including monitoring], surgical procedure, method of euthanasia). Provide
details of any specialist equipment used, including supplier(s).

b. When (e.q. time of day).

c. Where (e.g. home cage, laboratory, water maze).

d. Why (e.g. rationale for choice of specific anaesthetic, route of administration, drug dose
used).

Experimental animals B a. Provide details of the animals used, including species, strain, sex, developmental stage (e.g.
mean or median age plus age range) and weight (e.g. mean or median weight plus weight
range).

b. Provide further relevant information such as the source of animals, international strain
nomenclature, genetic modification status (e.g. knock-out or transgenic), genotype,
healthfimmune status, drug or test naive, previous procedures, ete.

Housing and husbandry 2 Provide details of:

a. Housirg (type of facility e.q. specific pathagen free [SPF]; type of cage or housing;
bedding material; number of cage companions; tank shape and materal ete. for fish).

b. Husbandry conditions (e.g. breeding programme, light/dark cycle, temperature, quality of
water etc for fish, type of food, access to food and water, environmental enrichment).

c. Welfare-related assessments and interventions that were carried out prior to, during, or
after the experiment.

Sample size 10 a. Specify the total number of animals used in each experiment, and the number of animals in
each experimental group.

b. Explain how the number of animals was arrived at. Provide details of any sample size
calculation used.

c. Indicate the number of independent replications of each experiment, if relevant.

Allocating animals to 11 a. Give full details of how animals were allocated to experimental groups, including

experimental groups randomisation or matching if done.

b. Describe the order in which the animals in the different experimental groups were treated
and assessed.

Experimental outcomes 12 Clearly define the primary and secondary experimental outcomes assessed (e.g. cell death,
molecular markers, behavioural changes).

Statistical methods 13 a. Provide details of the statistical methods used for each analysis.

b. Specify the unit of analysis for each dataset (e.q. single animal, group of animals, single
neuron).

c. Describe any methods used to assess whether the data met the assumptions of the statistical
approach.
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For each experimental group, report relevant characteristics and health status of animals (e.q.
weight, microbiological status, and drug or test naive) prior to treatment or testing.
(This information can often be tabulated).

a. Report the number of animals in each group included in each analysis. Report absolute
numbers (e.g. 10/20, not 50%) (Schulz et al, 2010).

b. If any animals or data were not included in the analysis, explain why.

Report the results for each analysis carried out, with a measure of precision (e.g. standard error
or confidence interval).

a. Give details of all important adverse events in each experimental group.
b. Describe any modifications to the experimental protocols made to reduce adverse events.

a. Interpret the results, taking into account the study objectives and hypotheses, current theory
and other relevant studies in the literature.

b. Comment on the study limitations including any potential sources of bias, any limitations of
the animal maodel, and the imprecision associated with the results (Schulz et al, 2010).

c. Describe any implications of your experimental methods or findings for the replacement,
refinerment or reduction (the 3Rs) of the use of animals in research.

Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to translate to other species
or systems, including any relevance to human biology.

List all funding sources (including grant number) and the role of the funder(s) in the study.
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