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Ferraz LFF. Administracdo de Lactobacillus paracasei 28.4 como terapia
adjuvante no tratamento da periodontite: desenvolvimento in vitro de
formulacéo probidtica usando gellan gum e ensaio clinico randomizado placebo-
controlado [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

RESUMO

A periodontite é uma doenca inflamatoéria do periodonto associada ao acumulo
de biofilme dental, com consequente disbiose da microbiota oral e alteracdo da
resposta imuno-inflamatoria. O controle da periodontite realizado por meio do
tratamento periodontal ndo-cirdrgico altera o ambiente subgengival e pode ser
associado a terapias adjuntas. O uso de probidticos como terapia adjuvante a
esse tratamento parece favorecer a modificagdo do biofilme bacteriano e
resposta imuno-inflamatdria. Entretanto, os probidticos empregados até o
momento ndo sdo proprios da cavidade oral e, por isso, a busca por cepas
originadas da microbiota oral tem ganhado espaco na tentativa de favorecer a
aderéncia e colonizacdo permanente dessas bactérias. Recentemente, a cepa de
Lactobacillus paracasei 28.4 foi isolada da cavidade oral, exibindo atividades
antimicrobianas promissoras sobre o controle de patdgenos orais. O presente
estudo teve como objetivos 0 desenvolvimento de uma formulacao probidtica de
L. paracasei 28.4 incorporado em gellan gum para uso humano, bem como a
avaliacdo dos efeitos clinicos da administracdo desta formulacdo como
adjuvante no tratamento periodontal. Para tal, o trabalho foi dividido em 2
etapas, contemplando uma etapa laboratorial (parte A), para desenvolvimento da
formulacdo probiotica; e um ensaio clinico randomizado (parte B, n=40),
envolvendo um protocolo de tratamento periodontal ndo cirurgico associado a
terapia adjunta probidtica ou placebo. Os resultados da parte A permitiram
encontrar a melhor forma de apresentacdo e armazenamento da formulacdo de
gellan gum. Na parte B, aos 3 e 6 meses de acompanhamento, os dois grupos
apresentaram melhoras significativas dos parametros periodontais (indice de
sangramento, indice gengival, profundidade de sondagem e ganho de nivel de
insercdo) em relacdo ao baseline, sem diferenca estatistica na comparacéo
intergrupo. Como conclusdo, uma formulacéo probiotica segura e possivel de ser
aplicada na préatica clinica foi obtida; no entanto, sua administragdo nao
promoveu efeitos clinicos adicionais ao tratamento de pacientes com
periodontite generalizada estagios I11/1V e graus B/C.

Palavras-chave: Probidticos. Lactobacillus. Doencas periodontais. Periodontite.
Desbridamento periodontal.



Ferraz LFF. Administration of Lactobacillus paracasei 28.4 as adjuvant therapy
in the treatment of periodontitis: in vitro development of the probiotic
formulation using gellan gum and placebo-controlled randomized clinical trial
[doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

ABSTRACT

Periodontitis is an inflammatory disease of the periodontium associated with the
accumulation of dental biofilm, with consequent dysbiosis of the oral microbiota
and alteration of the immune-inflammatory responseThe control of periodontitis
carried out through non-surgical periodontal treatment alters the subgingival
environment and can be associated with adjunctive therapies.The use of
probiotics as an adjuvant therapy in the periodontal treatment seems to favor
the modification of the bacterial biofilm and modulation of the immune-
inflammatory response. However, the probiotics used so far are not specific to
the oral cavity and, therefore, the search for strains originating from the oral
microbiota has gained space to favor the adherence and permanent colonization
of these bacteria. Recently, strain of Lactobacillus paracasei 28.4 was isolated
from the oral cavity itself, showing promising antimicrobial activities in the
control of oral pathogens. The present study aimed to develop and characterize
a probiotic formulation of L. paracasei 28.4 incorporated into gellan gum for
human use, as well as to evaluate the clinical effects of administering this
formulation as an adjuvant in the treatment of periodontitis. To this end, the
study was divided into 2 stages, comprising a laboratory stage (part A), for the
development of the probiotic, and a randomized clinical trial (part B, n=40)
contemplating a non-surgical periodontal treatment protocol associated with
adjunctive probiotic therapy or placebo. The results from part A made it
possible to find the best way to present and store the gellan gum formulation. In
part B, at 3 and 6 months of follow-up, both groups showed significant
improvements in periodontal parameters (bleeding index, gingival index,
probing depth and attachment level gain) in relation to baseline, with no
statistical difference in the intergroup comparison. In conclusion, a safe
probiotic formulation that can be applied in clinical practice was obtained;
however, its administration did not promote additional clinical effects in the
treatment of patients with stage I11/IV and grades B/C generalized periodontitis.

Keywords: Probiotics. Lactobacillus. Periodontal diseases. Periodontitis.
Periodontal debridement.



1 INTRODUCAO

As doencas periodontais sdo condi¢fes inflamatorias do periodonto com
alta prevaléncia e capazes de afetar negativamente a funcdo mastigatoria,
estética e qualidade de vida dos individuos (Kassebaum et al., 2014; Papapanou
et al., 2018; Trombelli et al., 2018). Dentre elas, destaca-se a periodontite, uma
doenca inflamatoria multifatorial caracterizada pela presenca de bolsas
periodontais, destruicdo irreversivel do tecido de suporte periodontal e possivel
perda dos elementos dentais (Chapple et al., 2018; Tonetti et al., 2015;
Trombelli et al., 2018). Esta condi¢do configura um importante problema de
salde publica, visto que é considerada a sexta doenca mais prevalente na
humanidade (Kassebaum et al., 2014).

A etiologia da periodontite esta associada ao acumulo de biofilme local,
que leva a dishiose do biofilme presente na cavidade bucal e aumento dos
microrganismos periodontopatogénicos (Kantarci, Van Dyke, 2005; Loe et al.,
1965; Murakami et al., 2018; Papapanou et al., 2018). Outros fatores como
resposta imune, susceptibilidade do hospedeiro, influéncias ambientais e
aspectos comportamentais também estdo fortemente relacionados ao inicio e a
progressdo da doencga periodontal (Murakami et al., 2018; Page et al., 1997).

Clinicamente, o tratamento da periodontite tem como objetivo
desorganizar o biofilme e reverter a disbiose da &rea dentogengival, alterando
assim o ambiente ecoldgico subgengival (Laleman et al., 2020; Wennstrom et
al., 2005). A instrumentacdo radicular por meio de curetas ou aparelhos
ultrassénicos, associada a medidas efetivas de controle caseiro de placa
supragengival realizadas pelo paciente, contribui para esse proposito
(Wennstrom et al.,, 2005). Embora o numero de microrganismos seja

amplamente reduzido na cavidade oral por meio da raspagem e alisamento
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radicular, os periodontopatdégenos rapidamente recolonizam os sitios tratados
(Teughels et al., 2007), o que pode levar ao insucesso da terapia periodontal.
Dessa forma, o tratamento periodontal convencional apresenta limitacGes em
termos de estabilidade ao longo prazo dos resultados em bolsas periodontais
profundas, sendo frequentemente observado elevado nimero de bolsas residuais
e com sangramento a sondagem apos o periodo de tratamento (Aimetti, 2014).
Por essa razdo, terapias adjuvantes frequentemente sdo empregadas em
associacdo a terapia periodontal ndo cirlrgica para auxiliar na alteracdo do
biofilme bacteriano e modulacdo da resposta inflamatoria, especialmente em
pacientes com bolsas periodontais profundas (Aimetti, 2014; Keestra et al.,
2015).

Dentre essas terapias, a administracdo de antibioticos sistémicos &
frequentemente utilizada (Araujo et al., 2019; Bechara Andere et al., 2018;
Casarin et al., 2012; Rabelo et al., 2015). Todavia, 0 uso recorrente de agentes
antibioticos como terapia adjuvante ao tratamento da periodontite pode
favorecer o desenvolvimento de resisténcia bacteriana na microbiota periodontal
(Ardila et al., 2010; Rams et al., 2014), alem de promover alteracdes prejudiciais
a microbiota intestinal protetora (Blaser, 2011). Diante disso, novas alternativas
terapéuticas tém se destacado no combate as doencas periodontais, como € o
caso da probioticoterapia.

Segundo a Organizagdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), probioticos séo
microrganismos vivos que, quando ministrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro (Reid et al., 2003).
Tradicionalmente, os probioticos tém sido empregados na manutencéo da saude
sisttmica no tratamento de doencas inflamatorias cronicas e distarbios
gastrointestinais (Broekaert, Walker, 2006; Hasslof et al., 2010). Seus beneficios

estdo associados, principalmente, a regulacdo da microbiota residente,
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modulacdo do sistema imune e producdo de moléculas antimicrobianas (Herbel
et al.,, 2013). Como algumas bactérias benéficas apresentam propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatdrias, a administracdo de probioticos surgiu
cCOmo um conceito promissor na prevencdo e tratamento das doencas da
cavidade bucal (Teughels et al., 2013).

Na odontologia, o efeito dos probidticos foi relacionado inicialmente a
modulacdo da carie dentaria e a acdo antifingica em infecges como a candidose
oral (Coman et al., 2014; Meurman, Stamatova, 2007; Mundula et al., 2019;
Nése et al., 2001; Nikawa et al., 2004). Devido a capacidade de interacdo com
microrganismos que causam injurias a saude, a utilizacdo de bactérias
probidticas tem sido investigada no tratamento das doencas periodontais.
Estudos demonstram que algumas espécies de bifidobactérias e lactobacilos sdo
capazes de promover reducdo significativa de periodontopatdgenos,
corroborando para a prevencao, controle e tratamento dessas doencas (Kuru et
al.,, 2017; Mayanagi et al., 2009; Teanpaisan et al., 2011) ou capazes de
promover melhores resultados quando usados como adjuntos a terapia
periodontal convencional (Laleman et al., 2020). Outrossim, determinados
probidticos sdo capazes de inibir a adesdo, colonizacdo e formacéo de biofilmes
por bactérias patogénicas, além de inibir o crescimento de determinados
periodontopatdgenos por meio de substancias como &cido latico, bacteriocinas e
peroxido de hidrogénio (Stamatova, Meurman, 2009). Além da interacdo
bacteriana, a associacdo de probidticos a terapia periodontal desperta interesses
devido aos mecanismos de acdo relacionados a modulacdo da resposta do
hospedeiro, como inibi¢do das colagenases, reducdo das moléculas associadas a
inflamacdo, inducdo da expressdo de proteinas citoprotetoras, prevencdo da
apoptose induzida por citocinas e modulacdo das vias pré-inflamatorias
induzidas por patdégenos (Stamatova, Meurman, 2009).

Dentre os probidticos utilizados na periodontia, os lactobacilos sdo
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frequentemente associados ao tratamento periodontal, apresentando vasta
literatura in vitro, in vivo e clinica que sugerem sua efetividade no controle de
periodontopatogenos (Gatej et al., 2018; Koll-Klais et al., 2005; Mayanagi et al.,
2009; Pangsomboon et al., 2006; Shimauchi et al., 2008; Sookkhee et al., 2001;
Stamatova, Meurman, 2009; Teanpaisan et al., 2011). Diversos estudos indicam
um papel favoravel de Lactobacillus spp. na manutencdo da saude, estimulando
a imunidade e contribuindo para o equilibrio da microbiota oral (K&ll-Klais et
al., 2005; Stamatova, Meurman, 2009; Teanpaisan et al., 2011). Em estudos in
vitro envolvendo lactobacilos, cepas de Lactobacillus paracasei demonstraram
potencial promissor como agentes antimicrobianos no controle de
periodontopatdgenos. Sookkhee et al. (2001), por exemplo, observaram
atividade antimicrobiana do L. paracasei subsp. paracasei sobre
Porphyromonas gingivalis. Em corroboragcdo com esses resultados, Teanpaisan
et al. (2011) demonstraram forte efeito inibitorio da cepa de L. paracasei SD1
sobre P. gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Todavia, 0S
métodos mais eficazes de administracdo de probioticos como terapia adjuvante
ao tratamento periodontal ainda néo estdo bem estabelecidos.

Pensando em prolongar o efeito local dos probioticos na cavidade oral, €
Interessante que esses microrganismos sejam capazes de aderir e colonizar as
superficies orais (Wescombe et al., 2012). Entretanto, as bactérias empregadas
para esse fim geralmente ndo sdo proprias da cavidade oral, o que dificulta a
permanéncia desses probiodticos no local e eficacia no tratamento de condicbes
bucais como a periodontite (Meurman, Stamatova, 2007). Estudos como o de
Yli-Knuuttila et al. (2006), que avaliaram a colonizagdo de Lactobacillus
rhamnosus GG na cavidade oral de estudantes, demonstraram que a contagem
desses microrganismos diminui gradualmente apds o periodo de administracéo
dos probidticos, indicando a auséncia de colonizacdo permanente das bacterias

beneficas na cavidade oral. Desse modo, um importante questionamento no
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ambito da terapia probidtica aplicada a saude oral refere-se a capacidade dos
probidticos de colonizarem o ambiente bucal de modo permanente e néo
somente temporario (Stamatova, Meurman, 2009).

Em estudo in vitro e in vivo, 0 grupo de pesquisa do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do ICT-Unesp (Sdo José dos Campos/SP) isolou
cepas de Lactobacillus diretamente da cavidade oral de individuos livres de
carie (Rossoni et al.,, 2018). Dentre as cepas observadas, o isolado de
Lactobacillus paracasei 28.4 exibiu atividade inibitdria significativa contra
Candida albicans, apresentando potencial para ser empregado como método
alternativo para controle da candidose oral (de Barros et al., 2018). Em estudo
posterior, esse mesmo grupo de pesquisa observou que a maioria dessas cepas
de Lactobacillus produziram substancias bioativas capazes de exercer atividade
antimicrobiana sobre biofilmes de Streptococcus mutans, bactéria primordial no
processo da carie dentaria (Rossoni et al., 2018). Em seguida, Ribeiro et al.
(2020) desenvolveram formulacdes probioticas para aplicacdo na cavidade oral
através da impregnacéo de L. paracasei 28.4 em gellan gum, que é um hidrogel
amplamente utilizado nas inddstrias alimenticia, farmacéutica e medicamentosa
(Coutinho et al., 2010; D’Arrigo et al., 2014; Ribeiro et al., 2020; Shukla,
Shukla, 2018; Zhu et al., 2015).

Os hidrogéis sdo biomateriais formados por redes tridimensionais de
polimeros hidrofilicos, capazes de proporcionar alta biocompatibilidade devido
ao potencial de absorver grandes quantidades de agua e apresentar familiaridade
com a matriz extracelular dos tecidos (Abalymov et al., 2022; Muthukumar et
al., 2019). Por esse motivo, sdo frequentemente usados na pratica clinica e na
medicina experimental, podendo ser manipulados em diferentes formas fisicas
como gomas, pastilhas, filmes, microparticulas e nanoparticulas (Ambalymov et
al., 2022; Lin, Anseth, 2009). O gellan gum utilizado por Ribeiro et al. (2020) é

um polissacarideo natural, secretado por bactérias do género Sphingomonas, que
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tem ganhado destaque entre os hidrogéis destinados a produtos alimentares e
farmacéuticos (Abalymov et al., 2022; Huang et al., 2020). Através de anélises
in vitro e in vivo, Ribeiro et al. (2020) concluiram que o gellan gum utilizado €
um biomaterial promissor e que pode ser usado como um sistema carreador
capaz de promover colonizacdo dos probidticos na cavidade bucal e prevencédo
oral (Ribeiro et al., 2020).

Todos esses achados revelam um avango nas pesquisas com probioticos,
uma vez que a cepa de L. paracasei 28.4 representa um dos primeiros
microrganismos probidticos isolados diretamente da cavidade bucal, com
aparente potencial para ser associada ao tratamento e prevencdo de doengas da
cavidade oral. Além disso, a utilizacdo de gellan gum como sistema carreador
desperta novas possibilidades terapéuticas a serem exploradas. Portanto, diante
do exposto, observa-se que a terapia probiotica € um tema com evidéncias ainda
limitadas para apoiar seu uso no tratamento das doencas bucais. Entretanto, a
identificacdo de microrganismos probioticos proprios da cavidade oral parece
ser promissora para desenvolver formulacdes probidticas que sejam eficazes no
tratamento das doencas periodontais. Assim, investigacdes nesse sentido se

fazem necessarias.
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivos:

a) desenvolver e caracterizar uma formulagdo probiotica de L. paracasei
28.4 incorporado em gellan gum para aplicacéo clinica no tratamento
periodontal;

b) avaliar os efeitos clinicos da administracao de L. paracasei 28.4 como
terapia adjuvante ao tratamento periodontal ndo cirurgico em
pacientes com diagndstico de Periodontite Estagios Ill ou IV, Graus B
ou C, Generalizada (Tonetti et al., 2018), apdés 3 e 6 meses de

tratamento.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia desse trabalho foi dividida em duas partes,
compreendendo um estudo in vitro (parte A) e um estudo clinico randomizado
(parte B), conforme divisdo metodologica apresentada na Figura 1. A
formulacdo probiotica foi desenvolvida em colaboracdo com a Profa. Dra.
Juliana Campos Junqueira e foi baseada na metodologia utilizada por Ribeiro et
al. (2020), com modificacdes. O protocolo clinico desse estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica Institucional da Universidade Estadual Paulista (CEP-
Unesp - CAAE: 35900620.6.0000.0077; Anexo A) e registrado no
ClinicalTrials.gov (NCT05107622). Os pacientes foram informados quanto a
natureza, riscos e beneficios da investigacdo clinica. Apenas 0s pacientes que
concordaram com as condicOes pré-estabelecidas foram incluidos no estudo,
confirmando a aceitacdo em consentimento formal. A metodologia clinica foi
conduzida de acordo com o Codigo de Etica Odontoldgico (Resolugdo n°118 de
11 de maio de 2012) do Conselho Federal de Odontologia (CFO) para
experimentos em humanos e seguiu as normas do Consort-Statment (Moher et

al., 2010) e do Spirit (Chan et al., 2013) para ensaios clinicos randomizados.

Figura 1 — Divisdo metodoldgica e desenhos do presente estudo

PARTE A
Desenvolvimento de formulagdo probidtica para

Estudo in vitro . ~
administragdo no tratamento de doengas
Administragdo de L. paracasei 28.4 periodontais: estudo in vitro

no tratamento da periodontite:
desenvolvimentoin vitro da
formulagédo e ensaio clinico

randomizado placebo-controlado PARTE B

Administracdode L. paracasei 28.4 como terapia
adjuvante no tratamento da periodontite: estudo
clinico randomizado placebo-controlado de
superioridade

Ensaio clinico
randomizado

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.1 PARTE A - Desenvolvimento da formulagdo probidtica para

administracao no tratamento de doencas periodontais: estudo in vitro

3.1.1 Preparo da suspensao padronizada de L. paracasei 28.4

Para realizacdo desse trabalho, foi utilizada a cepa clinica de L.
paracasei 28.4 isolada da cavidade bucal de individuos livres de carie obtida em
estudo prévio (Rossoni et al., 2018a). Para ativacdo desses micro-organismos, a
cepa de L. paracasei 28.4 foi cultivada em agar Lactobacilli MRS (Himedia,
Mumbai, india) por 24 h a 37°C em 5% de CO,. Para o preparo da suspensao, as
celulas dos micro-organismos L. paracasei 28.4 foram centrifugadas (2000 xg
por 10 min), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento obtido foi suspendido
em 6 mL de solucdo fisioldgica tamponada com fosfato (PBS) de pH 7,4. Esse
procedimento foi repetido 2 vezes. A contagem do numero de células de L.
paracasei 28.4 da suspensdo foi realizada em espectrofotdmetro (AJX-1900,
Micronal, Sdo Paulo, Brasil), com comprimento de onda a 600 nm e densidade
ptica de 1.200, ajustado para obter uma concentragéo de 10° células/mL de L.

paracasei 28.4.

3.1.2 Preparo da formulacgéo probiotica em gellan gum

A partir da metodologia utilizada previamente por Ribeiro et al. (2020),
diversos testes foram realizados para adaptar a metodologia existente e criar

uma formulacdo com possibilidade de aplicagdo clinica. Inicialmente, foram
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testadas diferentes concentracdes de gellan gum, variando de 1,5 a 3% (p/v).
Também foram estudadas variadas concentracfes de cloreto de célcio (CaCl,),
bem como suas formas de uso e meios de incorporacdo ao hidrogel. Diferentes
formatos de moldes e materiais também foram testados, a fim de se obter uma
forma de apresentacdo que fosse condizente com a utilizacdo clinica do produto
probiotico. A Figura 2 (A-F) ilustra alguns dos modelos testados durante a

adaptacdo a partir da metodologia descrita por Ribeiro et al. (2020).

Figura 2 —Formulacdes testadas durante adaptacdo da metodologia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apdbs inimeros experimentos combinando os variados aspectos citados,
a forma de manipulacdo e de apresentacdo do produto foi finalmente
estabelecida, conforme descrito nesta metodologia. Dessa forma, a formulagéo
utilizada nesse estudo foi preparada com o hidrogel na concentracdo de gellan

gum a 2% (p/v), que apresentou consisténcia mais apropriada para a mastigacao
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e possibilidade de armazenamento individualizado. Para isso, o p6 de gellan
gum foi incorporado em 45 mL de &gua destilada e essa mistura foi submetida a
agitacdo, sob temperatura de 85-90°C, até dissolucdo completa. A solucdo de
gellan gum foi autoclavada e, apés o resfriamento para 40°C, 2 mL de suspenséo
de L. paracasei 28.4 contendo 10° células/mL foram adicionados a solucéo de
gellan gum.

Essa solucdo foi vertida em forma de silicone estéril (Figura 3) com
espacos de 1 ml para producao das amostras individualizadas. Apds 10 minutos,
essas amostras foram acondicionadas em frascos estéreis contendo 50 mL de
CaCl; a 2mM e levadas para estufa agitadora por 30 minutos para gelificagao
(Centrifuga MPW-350, 60 rpm e 25°C). Apoés esse periodo, o CaCl, foi retirado
e foram realizadas 2 lavagens com agua destilada estéril para remogdo do
excesso de CaCl, da superficie das amostras. Depois de preparadas, as amostras
foram armazenadas em embalagens plasticas estéreis e mantidas sob

refrigeracdo (4°C) até o momento de sua utilizacéo.

Figura 3 — Formas de silicone utilizadas para verter a solugéo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.1.3 Viabilidade de L. paracasei 28.4 a partir da formulagao

A quantificacdo de células viaveis de L. paracasei 28.4 a partir da
formulacdo de gellan gum foi realizada imediatamente apds a finalizacdo do
preparo das amostras probidticas, em triplicata. Para isso, cada amostra da
formulacéo foi suspensa em 9 mL de PBS e submetida a trituracdo manual (60 s)
por meio de apreensao e soltura de pinca clinica, realizada por operador treinado
previamente, seguida de agitacdo (30 s) a temperatura ambiente.
Subsequentemente, 100 puLL da solugdo foram diluidos em PBS e semeados em
agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO; por 48 h para
determinar o ndmero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Uma
suspensdo de L. paracasei 28.4 em PBS, na mesma concentracdo (10°

células/mL) e ndo incorporada em gellan gum, foi usada como controle.

3.1.4 Recuperacéo de L. paracasei 28.4 da formulacdo de gellan gum apos

armazenamento em curto e Iongo prazo

A formulagéo preparada foi armazenada sob refrigeracao (4°C). Nos dias
seguintes, trés amostras da formulacdo foram ressuspendidas diariamente em 9
mL de PBS e submetidas a trituracdo manual (60 s) e agitacdo (30 s) a
temperatura ambiente. Posteriormente, esta suspensdo foi submetida a dilui¢éo
seriada, semeada em &gar MRS e incubada a 37°C para determinar o nimero de
UFC/mL. Este procedimento foi repetido diariamente durante 7 dias. Para a
analise da viabilidade de L. paracasei 28.4 apds armazenamento prolongado, o

procedimento descrito acima foi realizado semanalmente, durante 35 dias.
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A Figura 4 ilustra a sequéncia de procedimentos realizados para analisar
a viabilidade imediata e apds armazenamento das células de L. paracasei 28.4 a

partir da formulacéo desenvolvida.

Figura 4 — Teste de viabilidade de L. paracasei 28.4 a partir da formulacéo

Legenda: a e b) amostra da formulacdo colocada em 9 mL de PBS; c) trituragdo manual; d) diluicdo
seriada; e) plagueamento em agar MRS.
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.1.5 Analise do sistema de liberacéo de L. paracasei 28.4 em PBS

A quantificacdo de células viaveis de L. paracasei 28.4 liberadas a partir
da formulacao probiotica (2% p/v) foi avaliada usando sacos de biopsia (Biopsy

bags, malha de 0,2 mm de diametro, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
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EUA). Trés amostras foram colocadas em trés sacos de bidpsia e maceradas para
permitir a difusdo das bactérias do gellan gum para o liquido circundante, sendo
depois transferidas para tubos contendo 9 mL de PBS. Os tubos foram deixados
em repouso por 15 minutos e, apos esse tempo, foram homogeneizados em
vortex por 10 segundos. Os sacos de bidpsia foram transferidos para tubos
subsequentes contendo 9 mL de PBS e deixados em repouso por mais 15
minutos. Este processo foi repetido por um tempo total de 60 minutos. Apés a
remoc¢ao do saco de biopsia, uma aliquota de 100 pL foi retirada de cada tubo e
diluicBes seriadas foram realizadas e semeadas em dgar MRS e incubadas por 48
h a 37°C (CO,) para determinar o nimero de UFC/mL (Figura 5).

Figura 5 — Teste de analise da liberacéo de L. paracasei 28.4 (60 minutos)

Legenda: a e b) amostra sendo colocada no saco de bidpsia; ¢ e d) maceracdo da formulacéo probiotica
de gellan gum; €) repouso em PBS por 15 minutos; f) transferéncia do saco de bidpsia para outro tubo
com PBS; g) repouso e repeti¢do do processo até concluir 60 minutos; h) dilui¢do seriada e semeadura
em agar MRS.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.1.6 Sistema de liberacdo de L. paracasei 28.4 em saliva artificial

A quantificacdo de células viaveis liberadas em PBS e liberacdo de L.
paracasei 28.4 a partir da formulacdo também foi avaliada em saliva artificial.
Para isso, foram realizados 0s mesmos passos do experimento descrito
anteriormente (ilustrado na Figura 4), com alteracdo somente do meio liquido de
PBS para saliva artificial. A saliva utilizada foi produzida em farmacia de
manipulacdo (localizada em S&o José dos Campos, SP), contendo em sua
férmula cloreto de potéssio, cloreto de sddio, cloreto de magnésio, fosfato
monossodico potassico, cloreto de calcio anidro, metilparabeno, propilparabeno,
carboximetilcelulose, sorbitol liquido e agua purificada. Assim como no teste
anterior, uma aliquota de 100 uL. do meio de liquido foi retirada de cada tubo e
diluicdes seriadas foram realizadas e semeadas em agar MRS e incubadas por 48
ha 37°C (CO,) para determinar o nimero de UFC/mL.

3.1.7 Preparo da formulacgéo placebo

Para a formulagéo placebo, foi empregada a mesma metodologia descrita
para a confeccdo da formulacdo de gellan gum probidtica, com a diferenca de
que foram adicionados 2 mL de &gua destilada estéril em substituicdo a
suspensdo de L. paracasei 28.4 durante o preparo. Apos finalizadas, as
formulacdes de gellan gum probioticas e placebos apresentaram as mesmas
caracteristicas em termos de aparéncia e consisténcia, ndo sendo possivel fazer a

distingdo entre os produtos por meio desses aspectos.
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3.1.8 Armazenamento das formulacdes de gellan gum

Durante todo o periodo de testes, as amostras permaneceram em
condi¢Oes adequadas para uso, sem sinais de contaminagdo ou degradacdo. Apos
testar diferentes métodos de armazenamento, foi escolhido aquele que
demonstrou controle total da contaminacgéo nas avaliagGes por meio de esfregaco
das embalagens, semeadura em agar MRS e incubacéo por 48 h a 37°C (CO,).
Dessa forma, cada amostra foi acondicionada em embalagem pléastica estéril
individual e vedada usando seladora manual (PFS200, Cetro, Bauru, Sao Paulo,
Brasil). Os produtos ficaram armazenados sob refrigeracdo em geladeira,
simulando o armazenamento que seria realizado pelos pacientes. Para uso
terapéutico (parte B), as amostras foram colocadas em potes de plastico
idénticos, diferenciados apenas por etiqueta externa e removivel. Em cada pote
foi colocada a quantidade de gomas a serem consumidas de acordo com a
indicacédo (60 por paciente), bem como instrugcGes escritas quanto a sua forma de

armazenamento e consumo (Apéndice A).

3.1.9 Andlise estatistica (parte A)

Inicialmente, o teste de normalidade foi aplicado em todos os resultados
obtidos. Em seguida, foi utilizado o teste ANOVA com pos-teste de Tukey para
a analise da viabilidade e recuperacdo de L. paracasei 28. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 7.0, com nivel de

significancia de 5%.
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3.2 PARTE B - Administracdo de Lactobacillus paracasei 28.4 como terapia
adjuvante no tratamento da periodontite: estudo clinico randomizado

placebo-controlado de superioridade

3.2.1 Desenho do estudo

O estudo foi desenhado como um estudo do tipo clinico, controlado,
randomizado, prospectivo, triplo-cego, placebo de superioridade, com

acompanhamento de 6 meses.

3.2.2 Populagdo-alvo e tamanho da amostra

A amostra desse estudo foi composta por individuos com diagnostico de
Periodontite Estagios Il ou IV, Graus B ou C, Generalizada, provenientes da
clinica de periodontia do ICT-Unesp de Sdo José dos Campos/SP.

O tamanho da amostra foi calculado para detectar diferenca de pelo
menos 1 mm de reducdo no nivel de insercdo clinica (NIC, variavel primaria)
entre 0s grupos aos 3 meses de acompanhamento. Considerando nivel de
significancia (o) de 0,05, erro tipo B de 20% (poder de 80%) e desvio-padrédo de
0,97 mm, conforme observado em estudo prévio que avaliou 0 uso de
probidticos no tratamento da periodontite (Teughels et al., 2013), 16 pacientes
por grupo seriam necessarios para atingir essa finalidade. Com uma amostra de

40 pacientes (20 por grupo), o estudo apresentou poder maior que 80%.
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3.2.3 Critérios de inclusdo

Nesse estudo, foram incluidos pacientes de ambos 0s sexos, que

obedeciam aos seguintes critérios de incluséo:

a) idade igual ou superior a 35 anos;

b) diagnostico de Periodontite Estagios 11l ou IV, Graus B ou C, do tipo
Generalizada (Papapanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018);

C) presenca de no minimo 20 dentes em boca;

d) assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Para o diagnostico da periodontite, foi utilizada a seguinte classificacao:

a) periodontite: caracterizada por perda de insercdo detectada em dois ou
mais dentes ndo adjacentes ¢/ou perda de inser¢dao > 3 mm com PS >
3 mm nas faces livres de pelo menos dois dentes;

b) estagio 11l e 1V: presenca de pelo menos 1 dente com um ou mais
sitio(s) interproximal(is) com PS > 6mm, perda de inser¢do > 5mm e
perda dssea excedendo até o terco médio ou apical da raiz;

c) grau B: histérico de perda de insercdo < 2 mm nos altimos 5 anos ou
percentual de perda 6ssea/idade (dente mais afetado) entre 0,25 e 1.;

d) grau C: historico de perda de inser¢ao > 2 mm nos ultimos 5 anos ou
percentual de perda 0ssea/idade (do dente mais afetado) > 1;

e) generalizada: envolvimento de pelo menos 30% dos dentes.
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3.2.4 Critérios de ndo inclusdo e exclusdo

N&o foram incluidos nessa pesquisa pacientes inseridos em um ou mais

dos seguintes critérios:

a) presenca de condicdes sistémicas que contraindiquem o procedimento
periodontal ou influenciem na progressdo da doenca (como por
exemplo discrasias sanguineas, imunodeficiéncia, diabetes etc.);

b) ter realizado tratamento periodontal nos ultimos seis meses;

C) ser tabagista;

d) estar gestante ou lactante;

e) uso de terapia antibidtica ou probiotica nos ultimos trés meses;

f) fazer uso cronico de anti-inflamatérios ou medicacdes que podem
alterar a resposta dos tecidos periodontais;

g) ter indicacdo de profilaxia antibidtica para procedimentos

odontolégicos.

Além disso, seriam excluidos da pesquisa 0s pacientes que fizessem uso
de terapias antibioticas e/ou probidticas durante o periodo do estudo ou que

decidissem abandonar a pesquisa.

3.2.5 Grupos de tratamento

Os participantes foram divididos aleatoriamente em dois grupos:



a) grupo Controle (n=20): debridamento periodontal ultrassénico de
boca toda associado a administracdo da formulacdo placebo, 2 vezes
ao dia durante 30 dias;

b) grupo Teste (n=20): debridamento periodontal ultrassénico de boca
toda associado a administracdo da formulacdo probiotica, 2 vezes ao

dia durante 30 dias.

3.2.6 Randomizacéo, ocultamento e cegamento

A randomizacao foi realizada por uma pessoa nao participante do estudo,
que gerou uma sequéncia de alocacdo aleatéria em programa de computador
(Microsoft Excel®) de acordo com o nimero amostral de participantes. Cada
numero foi escrito na parte externa de um envelope pardo, opaco e selado,
contendo em seu interior um papel com a intervencdo correspondente
(placebo/probiotico). Os envelopes foram abertos por uma pessoa diferente do
operador e do avaliador, responsavel por fazer a adicdo de L. paracasei 28.4
(teste) ou de agua destilada (controle) durante o preparo da formulacdo. Essa
pessoa também ficou responsavel por etiquetar as embalagens para a entrega dos
produtos correspondentes a cada paciente. As formulacbes foram igualmente
manipuladas (com excecdo do carreamento ou ndo com bactérias probidticas),
ndo sendo possivel fazer a distin¢do entre os produtos. Além disso, todas as
formulacbes ficaram armazenadas em embalagens idénticas, diferenciadas
apenas por etiquetas que foram removidas antes da entrega aos participantes.
Essas medidas permitiram o desenvolvimento de um estudo triplo cego, com

operador, avaliador e paciente cegos as intervencdes adotadas.
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3.2.7 Procedimentos clinicos

Os procedimentos clinicos foram realizados em duas etapas: terapia

inicial e terapia periodontal ndo cirargica, conforme descrito a seguir.

3.2.7.1 Terapia inicial

Antes de iniciar o tratamento, 0s participantes passaram por exame
clinico e radiografico completo da cavidade oral e avaliagdo dos parametros
periodontais. Todos o0s pacientes foram submetidos a terapia inicial de
adequacdo prévia do meio bucal, com informag¢bes quanto a sua condicdo
periodontal e instrucdo detalhada de higiene oral. Em seguida, foram realizadas
raspagem de célculo supragengival e profilaxia (Figura 6). Todos os dentes
condenados foram extraidos e contencbes periodontais foram realizadas. Nessa

fase, cavidades abertas foram escariadas e seladas com restauracdo provisoria.

Figura 6 — Terapia inicial e raspagem supragengival

Legenda: a) dentes com célculo supragengival previamente a terapia inicial; b) dentes ap6s orientacéo
de higiene e raspagem supragengival.
Fonte: Elaborada pelo autor.



Trinta dias apds a finalizagdo da terapia inicial, foi realizada nova
avaliacdo periodontal e, somente os pacientes que apresentaram indice de placa
visivel (IP) menor ou igual a 25% (Figura 7) foram submetidos ao debridamento
periodontal. Caso o controle de biofilme ndo fosse considerado adequado, o
paciente era novamente submetido a readequacdo do meio bucal e instrucédo de
higiene oral até que o controle fosse considerado satisfatorio para prosseguir

para a proxima etapa tratamento (IP < 25%).

Figura 7 — Terapia inicial: antes, durante e depois

Legenda: a) sorriso previamente a terapia inicial, com presenca de calculo e placa supragengival; b)
sorriso corado com evidenciador de placa durante orientacdo de higiene e verificagdo do indice de
placa inicial; c) sorriso apés terapia inicial e controle de placa (IP<25%).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.7.2 Terapia periodontal n&o cirurgica

Apds a terapia inicial, todos o0s pacientes passaram por tratamento
periodontal ndo cirargico de boca toda em estadgio Unico (Wennstrom et al.,
2005). Para tal, os pacientes foram anestesiados e, em uma Unica sessdo, todos
0s sitios com bolsa periodontal foram submetidos ao debridamento periodontal

com equipamento de ultrassom Cavitron® Select (Dentsply, Nova York, EUA)
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com ponta universal especifica para o debridamento (UI25K10S, Hu-Friedy,
York, Pensilvania, EUA), conforme ilustrado na Figura 8.

O debridamento foi realizado por um unico operador, treinado, cego para
a alocacgéo dos pacientes e diferente do avaliador. Em caso de intercorréncia que
impossibilitasse a finalizacdo do debridamento de toda a boca em sesséo Unica,
0 procedimento era retomado no prazo maximo de 24 horas. Imediatamente apos
0 debridamento, os pacientes receberam as formula¢des devidamente embaladas
conforme a randomizacdo correspondente. Todos o0s participantes foram
instruidos a consumirem as amostras 2 vezes ao dia durante os 30 dias
subsequentes ao tratamento periodontal e receberam orientais verbais e escritas

guanto ao correto armazenamento e consumo das formulacoes.

Figura 8 — Ultrassom utilizado na terapia periodontal néo cirargica

Fonte: Elaborada pelo fabricante.

3.2.8 Avaliacg0es clinicas

Todas as medidas clinicas foram realizadas por um unico pesquisador,

previamente calibrado para as medidas e cego em relacdo ao tratamento
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recebido pelos pacientes. O examinador foi considerado calibrado ao alcancar
um nivel de concordancia superior a 75% de reprodutibilidade no teste de
correlacdo intraclasse, apos comparar os valores de profundidade de sondagem
(PS) e NIC de 10 pacientes, medidos duas vezes em um intervalo de 24 horas.
No estudo, a primeira avaliacdo foi realizada previamente a terapia
inicial e, depois de trinta dias, uma nova avaliacéo foi realizada para verificar se
0 paciente ja estava apto para iniciar o debridamento periodontal. Os resultados
do tratamento foram avaliados 3 e 6 meses apos a realizacdo do debridamento
periodontal associado ao uso da formulacdo de gellan gum placebo ou
probidtica. Todos os dentes presentes na cavidade oral, com excecdo dos

terceiros molares, foram avaliados conforme 0s seguintes parametros:

a) indice de placa visivel (IP), determinado como a porcentagem dada
pela razdo entre a somatoria do numero de sitios com presenca de
placa visivel e a somatoria do numero total de faces examinados de
acordo com avaliacdo dicotbmica (Ainamo, Bay, 1975) em quatro
faces por dente;

b) sangramento a sondagem (SS), determinado dicotomicamente como
presenca ou auséncia de sangramento a sondagem em cada um dos
seis sitios avaliados por dente;

c) indice de sangramento gengival (IG), determinado como a
porcentagem dada pela razdo entre a somatoria do nimero de sitios
com sangramento a sondagem (SS) e a somatdria do namero total de
sitios examinados de acordo com avaliagdo dicotdmica (Ainamo,
Bay, 1975) em quatro sitios por dente;

d) profundidade de sondagem (PS), medida como a distancia entre o
fundo do sulco/bolsa periodontal até a margem gengival, avaliada em

seis sitios por dente, em milimetros;
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e) nivel de insercéo clinica (NIC), determinado como a distancia entre o
fundo do sulco/bolsa periodontal até a juncdo esmalte-cemento (JEC),
avaliado em seis sitios por dente, em milimetros;

f) nivel margem gengival (MG), determinado como a distancia entre a
JEC até a margem gengival, avaliada em seis sitios por dente, em

milimetros.

Todas as medidas clinicas (IP, IG, BOP, PS, NIC e RG) foram realizadas
utilizando sonda periodontal Carolina do Norte (UNC® - Hu-Friedy, Rio de
Janeiro). As medidas foram coletadas antes da terapia inicial, antes da terapia
periodontal ndo-cirargica (30 dias depois da terapia inicial) e nos
acompanhamentos de 3 e 6 meses ap0s o debridamento periodontal. Para cada
grupo, ao final dos 3 e 6 meses, foram realizadas analises com os dados clinicos
de boca toda. Posteriormente, foram realizadas anélises adicionais considerando
a estratificacdo dos sitios de acordo com a profundidade de sondagem no
baseline, divididos em sitios com PS > 4mm, PS > 5mm, PS = 5 ou 6 mm

(bolsas moderadas) e PS > 7 mm (bolsas profundas).

3.2.9 Adesdo a terapia e consumo das formulagoes

Com o intuito de avaliar a adesdo a terapia adjunta, os pacientes foram
instruidos a ndo descartarem as embalagens das formulacbes e solicitados a
devolverem essas embalagens (vazias ou ainda contendo amostras néo
consumidas) ao final do periodo de administracdo desses produtos. Essa medida
foi adotada em conjunto a um diario de frequéncia de consumo (Apéndice B)

para verificar a adesdo do participante a terapia.
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3.2.10 Percepcéo do paciente e monitoramento de efeitos adversos

O diario apresentado também foi utilizado para registrar as percepgoes
do paciente e monitorar a possivel ocorréncia de efeitos adversos associados ao
consumo das formulacbes. Para o controle local, foram realizadas avaliacdes
visuais periodicas em busca de presenca de manchas brancas e/ou indicativos de
atividade de céarie ou de efeitos orais adversos nos dentes ou cavidade oral. Essa
inspecdo visual foi repetida aos 7, 30 e 60 dias apds a realizacdo do
debridamento periodontal e inicio do consumo das formulagdes de gellan gum.

Para monitorar possiveis efeitos adversos sistémicos relacionados ao
consumo do gellan gum - incorporado ou ndo com L. paracasei 28.4 -, além do
uso do diario, os participantes responderam a um questionario contendo itens
relacionados a efeitos adversos jad associados a administracdo de produtos
probioticos (adaptado da avaliacdo previa utilizada por Navarro-Rodriguez et

al., 2013; Apéndice C), que foi aplicado apds 7 e 30 dias de consumo.

3.2.11 Analise estatistica

A estatistica descritiva foi expressa como média e desvio-padrédo de cada
parametro clinico. A distribuicdo normal foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Os dados demograficos foram analisados pelos Teste de Mann-Whitney e Teste
Exato de Fisher. As comparagOes intragrupo dos parametros clinicos IG, IP, PS
e NIC foram analisadas usando o teste de varidncia ANOVA de medidas
repetidas, seguido de Teste T ou Teste de Mann-Whitney para comparacdes

maultiplas intergrupo. As informac6es de adesdo a terapia consumido das gomas
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foram expressas como numero e porcentagem ou média e desvio padrdo, sendo
testadas pelos Teste de Mann-Whitney e Teste Exato de Fisher. Por fim, os
dados sobre percepcdo de efeitos adversos foram expressos em
guantidade/nimero total de pacientes e avaliados usando o Teste Exato de
Fisher. Nos casos em que 0s parametros ndo apresentaram distribuicdo normal
pelo Teste de Shapiro-Wilk, testes ndo paramétricos foram utilizados. Um nivel

de significancia de 0,05 foi adotado.
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4 RESULTADO

4.1 RESULTADO IN VITRO (Parte A)

Inicialmente, foi estudada a melhor forma de apresentacdo da
formulacdo considerando a finalidade clinica. Para isso, foram testadas
diferentes concentracdes e manipulacdes até o estabelecimento da metodologia
descrita nesse trabalho. A utilizacdo do gellan gum na concentragdo de 2% p/v
foi escolhida por apresentar consisténcia adequada para manuseio e ser
confortavel para mastigacdo. Diversas formas de armazenamento e esterilizacdo
das embalagens foram avaliadas até estipular a individualizacdo em sacos
plasticos esterilizados por meio de radiacdo ultravioleta e vedados com seladora
térmica. A Figura 9 ilustra a diferenca entre a formulacdo utilizada por Ribeiro

et al. (2020) e a formulacéo desenvolvida nesse trabalho.

Figura 9 — Diferenca entre as formulactes de gellan gum

Legenda: a) formulagdo com gellan gum a 1% p/v, usada por Ribeiro et al. (2020); b e c) apresentacdo
final da formulacdo com gellan gum a 2% p/v, desenvolvida nessa pesquisa para consumo pelos
participantes.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.1 Viabilidade imediata de L. paracasei 28.4 a partir da formulagao

A capacidade de carreamento do gellan gum e liberacdo de células de L.

paracasei 28.4 na concentracdo de 2% p/v foi verificada imediatamente apds o

preparo da goma probidtica. Os resultados demonstraram que, a partir da

incorporacdo de uma suspenséo controle de 9 log UFC/mL de L. paracasei 28.4,

houve recuperacdo de 6 log (UFC/ml) de L. paracasei 28.4 das amostras de

gellan gum (Figura 10). Dessa forma, a formulagdo mostrou liberagéo

compativel com as recomendacdes para o uso de produtos probiéticos (106 a 108
UFC/g de células viaveis ou 108 a 10'° UFC/dia) (Champagne et al., 2011).

Figura 10 — Média e desvio-padrédo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL),

recuperadas imediatamente ap6s o preparo da formulacéo de gellan gum

UFC/mL de L. paracasei 28.4

1.0x10"°+
1.0%10°°4
1.0x10°8+
1.0x10°7 4
1.0x10°64
1.0x10°54
1.0x10°4
1.0x10°34
1.0%10°2+
1.0x10°"+

ALiberagéio Imediata

p < 0.0001

B

1.0x10°0-

1

Suspensao 2 3

Legenda: 1, 2 e 3 correspondem as amostras da formulagdo submetidas ao teste. Suspensao controle:
suspensdo de L. paracasei 28.4 ndo incorporada em gellan gum. ANOVA e teste de Tukey: Letras
diferentes representam diferenca estatisticamente significativa.

Fonte: Elaborada pelo autor.



4.1.2 Recuperacdo de L. paracasei 28.4 ap0s armazenamento em curto e

longo prazo

Na avaliacdo da viabilidade das amostras de gellan gum apds
armazenamento, os resultados demonstraram recuperacdo de aproximadamente
6 log (UFC) de L. paracasei 28.4 diariamente, confirmando a manutencdo da
viabilidade celular durante um periodo de 7 dias (Figura 11). Apesar das
diferencas estatisticas encontradas com o passar dos dias, a contagem de todos
os 7 dias se manteve em aproximadamente 108, assemelhando-se ao resultado

observado no teste de viabilidade imediata.

Figura 11 — Média e desvio-padrdo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL),

recuperadas diariamente ap6s armazenamento em refrigeracéo

Recuperacgao diaria
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E

O
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Legenda: ANOVA e teste de Tukey: Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para monitorar a viabilidade celular por um periodo maior, a formulacéo
foi testada semanalmente, exibindo recuperacdo de aproximadamente 6 log
durante todas as 5 semanas, totalizando 35 dias de armazenamento (Figura 12).
Esses resultados indicaram a aplicabilidade da estocagem por periodo
compativel com o tratamento proposto para a parte B do estudo, cuja duragédo do
consumo estava planejada para 30 dias. Assim como no resultado anterior,
embora tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa nos dias 14
e 21 em relagdo aos outros tempos, a contagem semanal se manteve semelhante
a quantidade de celulas viaveis observada nos testes de viabilidade imediata e de

recuperacdo diaria de L. paracasei 28.4 a partir da formulacéo.

Figura 12 — Média e desvio-padrdo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL),

recuperadas semanalmente ap0s armazenamento em refrigeracéo

Recuperacao semanal

< P <0,001
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% 1.0x103- .
7 14 21 28 35
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Legenda: ANOVA e teste de Tukey: Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.



4.1.3 Sistema de liberacéo de L. paracasei 28.4 em PBS

Além das avaliacdes de viabilidade e recuperacdo das células viaveis
apos armazenamento, também foi realizada a analise da liberacdo de L.
paracasei 28.4 ao longo do tempo. Os resultados da analise desse sistema de
liberacédo a partir de trés amostras da formulagcdo demonstraram que todas foram
capazes de liberar as células de L. paracasei 28.4 quando colocadas em PBS por
60 minutos, apresentando reducdo gradual da liberacdo durante esse periodo
(Figura 13).

4.1.4 Sistema de liberacéo de L. paracasei 28.4 em saliva artificial

A andlise utilizando saliva artificial também demonstrou liberacdo de
células viaveis de L. paracasei 28.4 a partir da formulacdo de gellan gum.
Todavia, diferentemente da reducdo gradual do numero de células que foi
observada em PBS, a liberacdo de L. paracasei 28.4 em saliva artificial exibiu
liberacdo constante durante todo o periodo, com contagem de aproximadamente
6 log UFC/ml nos quatro tempos analisados (Figura 14). Sendo assim, 0s
resultados dos sistemas de liberacdo indicaram que poderia ocorrer liberacdo de
L. paracasei 28.4 na cavidade bucal mesmo ap0s o periodo de mastigacao,

concluindo os testes necessarios antes da proxima etapa do estudo.
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Figura 13 — Média e desvio-padrdo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL)

liberadas das trés amostras testadas durante periodo de 60 minutos em PBS
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Legenda: ANOVA e teste de Tukey: Letras diferentes representam diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 14 — Média e desvio-padrdo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL)

liberadas das trés amostras testadas durante periodo de 60 minutos em saliva
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significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 RESULTADO CLINICO (Parte B)

A amostra desse estudo foi composta por 40 pacientes portadores de
Periodontite Estagios Il ou IV, Graus B ou C, Generalizada. Os participantes
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de tratamento, com 20

pacientes em cada um, conforme demonstrado no fluxograma (Figura 15).

Figura 15 — Fluxograma segundo o CONSORT 2010

[ Recrutamento ] Avaliados para elegibilidade (n=1600)

[ Inclusao ] Pré-selecionados (n=78)

Nao-incluidos/excluidos (n=38)

+N&o atenderam aos critérios de inclusao (n=34)
+Nao quiseram participar (n=2)
+ Desistiram de participar (n=2)

A 4

Randomizados (n=40)

v
¥ [ Alocacio ] v
Alocacao para Grupo Controle (n=20) Alocacéo para Grupo Teste (n=20)
+ Receberam a intervencéo (n=20) + Receberam a intervengéo (n=20)
+ N&o receberam a intervencao (n=0) ¢ N&o receberam a intervencéo (n=0)
[Acompanhamento ] L 4
AN J
+ Perda de acompanhamento 3 meses (n=0) + Perda de acompanhamento 3 meses (n=0)
¢ Perda de acompanhamento 6 meses (n=1) + Perda de acompanhamento 6 meses (n=1)
+ Intervengdo descontinuada (n=0) + Intervencédo descontinuada (n=0)
v [ Anilise ] v
Analisados (n=20) Analisados (n=20)
¢ Excluidos da analise (n=0) ¢ Excluidos da analise (n=0)

Fonte: Elaborada pelo autor.



Participaram desse estudo pacientes de ambos os sexos, sendo 33
mulheres (82,5%) e 7 homens (17,5%), alocados sem diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Os pacientes incluidos tinham idades entre 35 e 70
anos, com média de 49,20+10,86 anos no grupo controle e 44,75+5,01 anos no
grupo teste. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos nas médias de idade, numero de dentes presentes ou na
distribuicdo de acordo com a classificacdo da doenca periodontal. A Tabela 1

retne os dados demogréaficos iniciais dos pacientes.

Tabela 1 — Dados demograficos iniciais dos pacientes (n=40)

Paréametros Controle (n=20) Teste (n=20) p-value

Idade 49,20 + 10,86 44,75 +5,01 0,092*
Sexo Feminino 16 (80%) 17 (85%)

Masculino 4 (20%) 3 (15%) 1

Numero de dentes 24,42 + 3,03 25,08 £ 2,78 0,642*

/B 8 (40%) 9 (45%)
. 1n/C 3 (15%) 3 (15%) 0,9827

Diagnostico IV/B 5 (25%) 4 (20%)
Iv/iC 4 (20%) 4 (20%)

Legenda: Dados de idade (anos) e nimero de dentes foram relatados como média e desvio padrdo
[médiatDP]. Dados de sexo e diagnostico foram relatados como frequéncia numérica e porcentagem
[N/(%)]. O diagnostico foi classificado em Estagio/Grau. Valores de p<0,05 representam diferenca
estatisticamente significativa. *Teste de Mann-Whitney; { Teste Exato de Fisher.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores médios dos parametros clinicos IG, IP, PS e NIC de boca
toda sdo apresentados na Tabela 2, por meio de média e desvio-padrdo dos
diferentes tempos de andlise (baseline, 3 e 6 meses). Ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os dados nas comparagdes entre
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0s grupos. Quanto as analises intragrupo, notam-se diferencas significativas em
todos os parametros aos 3 meses, demonstrando melhora das condicoes
periodontais (IG, IP, PS e NIC) em ambos o0s grupos apos realizacdo da terapia
periodontal associada ou ndo a terapia probiotica. Além disso, é possivel
observar a manutencdo dos resultados aos 6 meses de acompanhamento, visto
que a melhora nos pardmetros foi mantida em relacéo ao baseline.

Além das andlises dos dados de boca toda, também foram realizadas
estratificacGes das bolsas periodontais (considerando as médias iniciais de PS), a
fim de delinear a distribuicdo dos sitios com bolsas periodontais da populacéo
estudada e avaliar possiveis diferencas de resultados obtidos apds o tratamento.
A Tabela 3 reune os dados de quantidade, média de PS e média de NIC das
bolsas periodontais estratificadas em PS >4mm e PS >5mm. J& a Tabela 4
apresenta os dados de quantidade, média de PS e média de NIC das bolsas
periodontais separadas em moderadas (PS = 5 e 6mm) e profundas (PS =7 mm).

Com relacdo aos dados analisados, € possivel perceber que ambas as
terapias promoveram reducdo significativa do numero de bolsas periodontais em
todos os estratos (PS >4mm, PS >5mm, PS =5 e 6mm e PS >7mm) apds 3 meses
do tratamento periodontal, conforme observado nas analises intragrupo. Além
disso, assim como visto nos dados de boca toda, os resultados obtidos foram
mantidos aos 6 meses de acompanhamento, demonstrando manutencdo da
melhora da condicdo periodontal dos participantes, independentemente da

intervencéao recebida (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 2 - Dados clinicos de boca toda (baseline, 3 e 6 meses)

Controle (n=20) Teste (n=20) p-value
A . g Variagao - Variagao
Parametro Periodo Média (A 0-3m/0_6m) Média (A 0-3m/0_6m) p/ A

I1G (%) Baseline 62,10 £ 20,75 Aa - 59,07 £ 23,31 Aa - -
3 meses 34,32 + 16,24 Ba 27,79 £ 16,74 32,49 + 15,10 Ba 26,58 + 24,27 0,856*
6 meses 30,45 + 14,88 Ba 31,65+16,76 32,59 + 10,29 Ba 26,48 + 24,03 0,434*

IP (%) Baseline 72,92 + 18,81 Aa - 67,61 + 21,68 Aa - -
3 meses 29,53 + 22,08 Ba 43,39 + 28,23 25,91 + 20,32 Ba 41,69 + 24,86 0,841*
6 meses 27,12 + 18,45 Ba 4581 + 26,10 22,66 + 16,80 Ba 44,95 + 26,57 0,919*

PS (mm) Baseline 3,52 £ 0,53 Aa - 3,47 £ 0,43 Aa - -
3 meses 2,88 + 0,39 Ba 0,63+0,32 2,79+ 0,26 Ba 0,68 +0,41 0,946+
6 meses 2,82 + 0,38 Ba 0,69 + 0,34 278 +0,32 Ba 0,69 +0,48 0,588+

NIC (mm) Baseline 3,86 + 0,82 Aa - 3,72+ 0,54 Aa - -
3 meses 3,30+ 0,77 Ba 0,55+ 0,31 3,09+ 0,48 Ba 0,63 +0,43 1,000
6 meses 3,31+0,78 Ba 0,55+0,31 3,09 + 0,47 Ba 0,63+ 0,49 0,787%

Legenda: IG, indice de sangramento gengival; IP, indice de placa visivel; PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de inser¢do clinica; A diferenga entre
valores de baseline e 3 meses ou baseline e 6 meses. Dados expressos como média e desvio padrdao [média£DP]. Letras mailsculas distintas representam
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparacdo das médias intragrupo (na vertical — Teste ANOVA de medidas repetidas). Letras
minusculas distintas representam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparacao das médias intergrupo (ha horizontal — Teste ANOVA de
medidas repetidas e Teste de Tukey). Valores de p<0,05 representam diferenca estatisticamente significativa na comparacédo intergrupo dos valores de A

(na horizontal — *Teste T; T Teste de Mann-Whitney).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 - Estratificagdo das bolsas periodontais com PS >4mm e PS >5mm no baseline

Controle (n=20) Teste (n=20) p-value
Bolsas periodontais ~ Parametro  Periodo Media Variagéo (A) Media Variagéo (A) p/ A
Baseline 58,55£13,57 Aa - 64,00+£19,83 Aa - -
Quantidade 3 meses 28,15+12,80 Ba 30,4048,51 28,55+12,75 Ba 35,45+17,80 0,892+
6 meses 26,80+12,57 Ba 31,75+9,01 28,80+14,57 Ba 35,20+17,05 0,715+
Baseline 5,21+0,44 Aa - 5,03+0,37 Aa - -
PS >4mm PS (mm) 3 meses 3,73+0,46 Ba 1,48+0,50 3,63+0,40 Ba 1,40+0,48 0,646
6 meses 3,63+0,42 Ba 1,58+0,47 3,58+0,50 Ba 1,44+0,49 0,370*
Baseline 5,57+0,77 Aa - 5,20+0,53 Aa - -
NIC (mm) 3 meses 4,19+0,83 Ba 1,38+0,49 3,90+0,58 Ba 1,30+0,54 0,618*
6 meses 4,16%0,86 Ba 1,41+0,44 3,87+0,60 Ba 1,33+0,54 0,465F
Baseline 35,35+12,27 Aa - 38,05+16,99 Aa - -
Quantidade 3 meses 13,40+7,82 Ba 21,9548,27 12,00+7,45 Ba 26,05+14,43 0,7557
6 meses 12,75+7,81 Ba 22,60+£9,57 12,55+9,32 Ba 25,50+13,41 0,725%
Baseline 6,01+0,50 Aa - 5,74+0,41 Aa - -
PS >5mm PS (mm) 3 meses 4,11+0,55 Ba 1,90+0,62 3,96+0,52 Ba 1,79+0,58 0,554*
6 meses 3,99+0,51 Ba 2,02+0,62 3,89+0,57 Ba 1,86+0,66 0,424*
Baseline 6,40+0,89 Aa - 5,88+0,56 Ab - -
NIC (mm) 3 meses 4,60+0,95 Ba 1,79+0,61 4,24+0,67 Ba 1,64+0,69 0,456*
6 meses 4,58%0,94 Ba 1,82+0,53 4,20%0,68 Ba 1,68+0,71 0,486*

Legenda: PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de insercdo clinica; A diferenca entre valores de baseline e 3 meses ou baseline e 6 meses. Dados
expressos em média e desvio padrdo [médiatDP]. Letras distintas representam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparacao das médias
intragrupo (mailsculas, na vertical — Teste ANOVA de medidas repetidas) ou intergrupo (minusculas, na horizontal — teste ANOVA de medidas repetidas).
Valores de p<0,05 representam diferenca estatisticamente significativa na comparacdo intergrupo dos valores de A (na horizontal — 1 Teste de Mann-

Whitney; * Teste T).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 - Estratificagéo das bolsas periodontais moderadas (PS =5-6mm) e profundas (PS > 7mm) no baseline

Controle (n=20) Teste (n=20) p-value
Bolsas periodontais ~ Parametro  Periodo Média Variacao (A) Média Variagao (A) p/ A
Baseline 26,60+10,03 Aa - 31,05+14,41 Aa - -
Quantidade 3 meses 7,65+5,98 Ba 18,95+6,82 8,35+5,97 Ba 22,70+12,42 0,765+
6 meses 7,80+6,43 Ba 18,8048,00 9,30+7,21 Ba 21,75+11,60 0,489}
Baseline 5,36+0,12 Aa - 5,33£0,10 Aa - -
Moderadas
PS =5 6mm PS (mm) 3 meses 3,80+0,53 Ba 1,57+0,54 3,82+0,49 Ba 1,51+0,48 0,717*
6 meses 3,72+0,45 Ba 1,64+0,45 3,80+0,55 Ba 1,53+0,56 0,2737
Baseline 5,68+0,48 Aa - 5,49+0,48 Aa - -
NIC (mm) 3 meses 4,21+0,77 Ba 1,47+0,61 4,12+0,71 Ba 1,37+0,64 0,627*
6 meses 4,21+0,75 Ba 1,48+0,51 4,13+0,77 Ba 1,35+0,71 0,449¢
Baseline 8,75+6,93 Aa - 8,24+5,60 Aa - -
Quantidade 3 meses 2,05+£2,82 Ba 6,70+4,59 0,71+0,68 Ba 7,5345,29 0,6687
6 meses 1,60+2,30 Ba 7,15%5,49 0,65+0,76 Ba 7,59+5,43 0,6917
Profundas Baseline 7,88+0,62 Aa - 7,59+2,85 Aa - -
PS > 7mm PS (mm) 3 meses 5,02+0,93 Ba 2,85+0,81 4,74+1,89 Ba 2,84+1,43 0,980*
- 6 meses 4,87+0,99 Ba 3,01+1,02 4,46+1,90 Ba 3,12+1,61 0,753*
Baseline 8,54+1,15 Aa - 7,56+2,85 Ab - -
NIC (mm) 3 meses 5,92+1,35 Ba 2,62+1,05 5,02+2,02 Bb 2,54+1,50 0,826*
6 meses 5,88+1,52 Ba 2,66+1,00 4,72+1,99 Bb 2,84+1,53 0,630*

Legenda: PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de insercdo clinica; A diferen¢a entre valores de baseline e 3 meses ou baseline e 6 meses. Dados
expressos em média e desvio padrdo [médiatDP]. Letras distintas representam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparacao das médias
intragrupo (mailsculas, na vertical — Teste ANOVA de medidas repetidas) ou intergrupo (minusculas, na horizontal — teste ANOVA de medidas repetidas).
Valores de p<0,05 representam diferenca estatisticamente significativa na comparacdo intergrupo dos valores de A (na horizontal — 1 Teste de Mann-
Whitney; * Teste T).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Ademais, os dados da Tabela 3 demonstram que 0s sitios periodontais
estavam distribuidos de forma bastante homogénea em termos de quantidade de
bolsas e valores medios de PS e NIC na anélise das bolsas com PS > 4mm, ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos nos tempos
observados (p>0,05). Em relacdo as bolsas com PS inicial >5mm, somente foi
observada diferenca significativa (p=0,045) na comparacdo entre o NIC dos
grupos controle (6,40+0,89mm) e teste (5,88+0,56mm) no baseline. Em todos os
outros parametros, ndo houve diferenca intergrupo estatisticamente significativa
em qualquer outro tempo analisados.

Na analise da Tabela 4 é possivel notar que a distribuicdo das bolsas
moderadas (PS =5-6mm) apresentou-se homogénea entre 0s grupos em relagéo
aos parametros de quantidade, média de PS e média de NIC. Contudo, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa intergrupo nos resultados obtidos
nos acompanhamentos de 3 e 6 meses apos o tratamento (p>0,05). Em relacdo as
bolsas profundas (PS > 7mm), o Unico parametro que apresentou diferenca
significativa na avaliacdo intergrupo foi a média de NIC, cuja diferenca
observada no baseline (controle = 8,54+1,15mm, teste = 7,56x£2,85mm;
p=0,014) foi observada também nos acompanhamentos de 3 e 6 meses (p=0,024
e p=0,004, respectivamente), ndo podendo ser interpretada como resultado das
diferentes abordagens terapéuticas. Ja os parametros de quantidade e média de
PS das bolsas profundas ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos (p>0,05).

Apesar da melhora em termos de reducdo de quantidade de bolsas, média
de PS e média de NIC que foi observada em todos os estratos, ndo foram
encontradas diferencas relevantes na comparagao entre 0s grupos controle e teste
apos 3 e 6 meses da terapia periodontal ndo cirurgica associada ao consumo das
formulagdes (probiotica/placebo).

A adesdo a terapia e consumo das gomas foi avaliada através do diario

54



de frequéncia e contabilizacdo das formulagdes restantes que foram devolvidas
pelos pacientes. No total, 4 participantes (20%) do grupo controle e 5
participantes do grupo teste (25%) realizaram o consumo de todas as 60 gomas,
caracterizando adeséo total de 100%. Os outros pacientes (controle, n=16; teste,
n=15) consumiram entre 47 e 59 gomas, correspondendo a adeséo parcial de 78
a 98% da terapia proposta. Dessa forma, a quantidade media de formulacdes
consumidas foi de 57,30£2,66 no grupo controle e de 55,30+6,15 no grupo teste,
sem diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,671). Os dados
referentes a adesdo a terapia e consumo realizado pelos pacientes estdo

demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Adesao e consumo das formulacgdes pelos pacientes

Consumo Controle (n=20) Teste (n=20) p-value
Adesdo total (100%0) 4 (20%) 5 (25%)
1*
Adesao parcial (78-98%) 16 (80%) 15 (75%)

Quantidade média consumida 57,30+2,66 55,30+6,15 0,671}

Porcentagem média consumida  95,50+4,43%  92,17+10,25% 0,671%

Legenda: Dados de adesdo total e parcial expressos como ndmero de pacientes e porcentagem
[N/(%)]; dados de quantidade média e porcentagem média de gomas consumidas expressos como
média * desvio padrdo [médiatDP]. Valores de p<0,05 representam diferenca intergrupo
estatisticamente significativa - *Teste Exato de Fisher e tTeste U de Mann-Whitney.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além das avaliacbes dos pardmetros periodontais, exames orais

periddicos foram realizados para verificar a ocorréncia de efeitos adversos locais
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decorrentes do wuso das formulacdes. Durante todo o periodo de
acompanhamento, ndo foram observadas manchas brancas ou alteragdes locais
indicativas de efeitos adversos em nenhum dos pacientes, tanto no grupo teste
quanto no grupo controle.

Em relacdo aos efeitos adversos sistémicos, todos os participantes
preencheram o diario de consumo e responderam aos questionarios aplicados
apos 7 e 30 dias do debridamento periodontal e administracdo das formulacdes
adjuntas. Os participantes foram instruidos a registrar todas as percepc¢0es tidas
durante o periodo de avaliacdo, independentemente da certeza de ter ou ndo
associacdo ao consumo das gomas. Além disso, foram orientados a anotar
observacgOes que julgassem importantes para cada dia (ex.: ocorréncia de dor de
cabeca ap0Os ser exposto a uma situacdo de muito estresse ou febre apos
vacinacdo). A tabela 6 reine a frequéncia relatada em cada uma dessas

avaliagdes.

Tabela 6 — Percepcéo de sintomas e efeitos adversos

Avaliacéo Controle (n=20) Teste (n=20) p-value
Diario de consumo 5/20 4/20 1,000
Questionario 7 dias 7120 5/20 0,731

Questionario 30 dias 5/20 5/20 1,000

Legenda: Dados relatados como nimero de pacientes que relataram efeitos adversos/nimero total de
pacientes. Valores de p<0,05 representam diferenca intergrupo estatisticamente significativa - Teste
Exato de Fisher.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na analise dos diarios de consumo, 31 participantes (77,5%; controle,

n=15; teste, n=16) ndo registraram quaisquer anotacdes relacionadas a percep¢ao
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de efeitos adversos. Em contrapartida, os outros 9 pacientes (22,5%; controle,
n=5; teste, n=4) escreveram anotacOes relacionadas a dor de cabeca, azia,
diarreia, aumento de gases ou gosto estranho na boca. No entanto, 7 desses
participantes indicaram causas possivelmente relacionados a esses sintomas,
como por exemplo: terem passado concomitantemente por episodio de gripe,
alteracdo na alimentacéo e dieta ou intolerancia a lactose.

Nas avaliacOes dos questionarios aplicados ap0s uma semana e um més
de consumo, foram observadas respostas semelhantes (dor de cabeca, azia,
diarreia, aumento de gases), além de registros de episddios pontuais de vomito,
nausea, refluxo e tontura durante o periodo avaliado. Todavia, todas essas
respostas foram acompanhadas de justificativas que indicavam relagédo a eventos
externos e ndo ao consumo das formulagdes. Fora esses sintomas, 4 pacientes
relataram ter percebido melhora da motilidade intestinal durante o periodo da
investigacao.

Apesar da subjetividade desses resultados, a comparacdo das respostas
obtidas demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre 0s
grupos controle e teste em termos de percepcOes e sintomas registrados. Além
disso, nenhum paciente precisou interromper o uso das formulac¢des por causa de
efeitos adversos. Portanto, os resultados demonstraram auséncia de efeitos
adversos relevantes de ordem local ou sisttmica decorrentes do uso da

formulacédo desenvolvida.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
administracdo probiotica de L. paracasei 28.4 como terapia adjuvante ao
tratamento da periodontite. Para isso, conforme delineado na metodologia, o
trabalho foi dividido em duas partes, sendo a primeira o desenvolvimento de
uma formulacdo passivel de ser utilizada na abordagem clinica, e a segunda a
execucdo de um estudo clinico randomizado para analisar os impactos do uso
dessa formulacdo probidtica no tratamento proposto.

Para o desenvolvimento da formulacéo, o hidrogel do tipo gellan gum foi
utilizado como material carreador do micro-organismo, fundamentado nos
resultados favoraveis obtidos por Ribeiro et al. (2020) quando do
desenvolvimento de formulagbes para uso in vitro e em camundongos. De
acordo com Wescomble et al. (2012), a forma de entrega do hidrogel ¢ uma
condicdo importante e que precisa ser personalizada para a indicacdo a que se
destina. No caso do gellan gum, suas propriedades mecanicas podem ser
alteradas através de modificacdes no tipo e grau de suas ligacfes cruzadas, além
da utilizacdo de ions catibnicos para melhorar a sua reticulacdo e estabilidade
(Abalymov et al., 2022; Douglas et al., 2018; Lopez-Heredia et al., 2018). Sendo
assim, os veiculos a base de gellan gum podem variar entre apresentacfes
solidas, semi-solidas e liquidas, conforme a necessidade.

A formulagdo apresentada nesse trabalho foi desenvolvida inspirada na
metodologia descrita por Ribeiro et al. (2020), que apontaram o gellan gum
como um sistema promissor de carreamento de L. paracasei 28.4. Todavia, as
formulacdes testadas por Ribeiro et al. (2020), utilizadas a principio em testes in
vitro e em animais, ndo se mostraram opcdes viaveis para 0 consumo caseiro por

parte dos pacientes, visto a sua maior fluidez (gellan gum a 0,6 a 1% p/v) e
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dificuldade de fracionamento da dosagem de micro-organismos. Por esta razao,
diversos experimentos foram realizados a fim de encontrar uma composicao de
gellan gum mais consistente e que permitisse mastigacdo e armazenamento
fracionado. Além de proporcionar maior controle da quantidade de L. paracasei
28.4 que seria consumida pelos pacientes, era necessario que a formulacdo
desenvolvida fosse também vidvel para consumo e possivel de ser reproduzida
durante todo o periodo do ensaio clinico. Ap6s o periodo de avaliacédo de
diversas concentracGes e formatos, a apresentacdo escolhida foi a de gomas
feitas a partir de gellan gum na concentracdo de 2% p/v, imersas em CaCl,
(2mM) e individualizadas em forma de silicone, conforme foi descrito na
metodologia desse trabalho.

Um dos desafios encontrados nessa fase de testes foi a necessidade de
criar uma formulacdo que apresentasse fluidez adequada para ser vertida nas
formas de silicone e que, a0 mesmo tempo, fosse consistente ao ponto de
permitir manipulacdo pelos pacientes sem o risco de ser esmagada ou de perder
suas propriedades. A solucdo encontrada foi a adaptacdo da metodologia
original (que associava gellan gum e CaCl, no mesmo frasco) para uma imerséao
tardia do gellan gum na solugéo de CaCl,. Desse modo, a alteracdo do grau das
ligagbes cruzadas e aumento das reticulacbes por meio do CaCl, s6 foi
estabelecida apo6s a formulacdo ja ter sido vertida nas formas de silicone.

Esse protocolo de imersdo em CaCl, dentro de estufa agitadora foi
inspirado nos estudos de Abalymov et al. (2022) e Xioaxi et al. (2020) a fim de
promover maior estabilidade e, consequentemente, aumentar a resisténcia das
gomas por meio da modificagdo do grau de reticulagcbes do gellan gum. Por
consequéncia, a formulacdo apresentou consisténcia favoravel para a
mastigacdo, possibilidade de armazenamento individualizado e melhor controle
contra possiveis contaminag6es ao longo do tempo. Apesar dos estudos prévios

realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do ICT-Unesp terem
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demonstrado resultados favoraveis em termos de viabilidade e liberagdo de L.
paracasei 28.4 incorporado em gellan gum (Ribeiro et al., 2020), novos testes in
vitro foram realizados para avaliar a manutengdo dessas propriedades a partir da
nova formulacao desenvolvida.

Em relacdo a padronizacdo da suspensdo de L. paracasei 28.4, embora
nédo exista um nivel de contagem de células exato para garantir efeitos na saude,
é possivel encontrar algumas recomendac6es de agéncias reguladoras para a
comercializacdo de produtos probidticos (Champagne et al., 2011; Reid, 2008).
Pensando nisso, o nimero de células de L. paracasei 28.4 da suspensdo utilizada
foi ajustado para obter uma concentracdo de 10° células/ml, compativel com as
recomendacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) e
da Agéncia Canadense de Inspecdo de Alimentos (CFIA, 2009) para produtos
probidticos, também condizente com a maior parte dos produtos disponiveis no
mercado (entre 108 e 10° UFC). Em relagdo a liberacdo de micro-organismos, os
produtos comercializados ndo costumam apresentar estudos que comprovem
qual é a concentracdo liberada durante o consumo. No entanto, € sabido que a
concentracdo liberada € sempre menor do que a descrita na embalagem
comercializada. De acordo com a literatura, é necessario que o produto
probidtico libere uma quantidade minima de aproximadamente 10° células
viaveis/ml para ter eficacia (Champagne et al., 2011).

O processo de encapsulamento do micro-organismo em hidrogéis
geralmente esta associado a diminuicdo da viabilidade celular das cepas
incorporadas (Santivarangkna et al., 2008; Yucel-Falco et al., 2017). A partir da
analise de viabilidade imediata apds o preparo das gomas, confirmou-se que a
formulacédo desenvolvida foi capaz de incorporar L. paracasei 28.4 e manter a
viabilidade das celulas probioticas, com recuperacdo de 6 log;o UFC/ml de L.
paracasei 28.4 de cada amostra, o que corresponde a concentracdo de 10°

células/ml. Esse resultado e semelhante ao relatado por Yucel-Falco et al.
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(2017), que observaram reducdo de aproximadamente 3 log na quantidade de
células viaveis probioticas (Lactobacillus acidophilus LA5) incorporados em
hidrogel (quitosana dextrano sulfato). Além de atestar a capacidade de
carreamento do novo sistema, esse resultado demonstrou recuperacao de células
viaveis de L. paracasei 28.4 compativel com a quantidade minima de células
viaveis que um produto probidtico costuma ter para apresentar eficacia
(estimado na faixa de 10° e 108 UFC/ml), conforme destacado por Champagne et
al. (2011).

Depois de preparadas e acondicionadas individualmente em embalagens
estéreis, as amostras foram armazenadas em geladeira seguindo aos achados de
Ribeiro et al. (2020), que verificaram maior preservacdo da viabilidade celular
quando o gellan gum (n&o-liofilizado) foi mantido sob refrigeracdo (4°C).
Considerando que a formulacao seria posteriormente administrada aos pacientes,
foram realizados testes para estimar se a proporcdo de recuperacdo celular
continuaria préxima a 10° durante periodo de armazenamento. Como resultado,
as amostras testadas revelaram recuperacdo de cerca de 6 log de L. paracasei
28.4 tanto na avaliacdo diaria quanto na avaliacdo semanal. Esses resultados
foram importantes para validar a aplicabilidade do armazenamento por periodo
compativel com o tratamento proposto para a parte B do estudo (30 dias). Além
disso, a estabilidade da contagem de células viaveis recuperadas durante as 7
semanas avaliadas (35 dias) foi considerada favoravel para a melhor colaboragéo
dos pacientes, visto que a quantidade total de gomas a serem consumidas
poderia ser entregue de uma Unica vez aos participantes e estes ndo precisariam
se deslocar até a Instituicdo em dias extras para buscar mais amostras da
formulacéo.

Outra analise realizada foi a quantificacdo de células de L. paracasei
28.4 liberadas ao longo do tempo, por meio da adaptacdo do experimento

descrito previamente na literatura com utilizacdo de sacos de bidpsia (Ribeiro et
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al., 2020). O objetivo dessa avaliacdo foi estimar o comportamento do sistema
carreador na primeira hora ap6s o consumo da formulacdo. As amostras foram
maceradas para simular o processo de mastigacdo e, em seguida, deixadas em
repouso em meio liquido (PBS) por periodos de 15 minutos, até completar 1
hora. Apos a avaliacdo de cada um dos quatro tempos, foi observada reducéo
gradual da liberacdo das células de L. paracasei 28.4 ao longo do experimento,
sugerindo que poderia ocorrer liberagcdo gradual de L. paracasei 28.4 mesmo
apos o periodo imediato do consumo.

Segundo Gbassi e Vandamme (2012), quando cepas probidticas sdo
encapsuladas é interessante garantir que elas sejam liberas em meios que
simulam fluidos bioldgicos. Dessa forma, o experimento anterior foi repetido
com alteracdo do meio liquido para saliva artificial, na tentativa de obter
resultados mais proximos do que aconteceria em boca. Diferentemente do
observado no ensaio anterior, a liberagdo de L. paracasei 28.4 em saliva
mostrou-se constante ao longo de todo o experimento, com liberacdo de
aproximadamente 6 log UFC/ml durante os 60 minutos. Esse resultado
corroborou com o estudo de Ribeiro et al. (2020), que observaram maior taxa de
liberacdo de células vidveis quando as formulacBes de gellan gum foram
expostas a saliva artificial. Possivelmente, esses achados resultaram da interagédo
entre os componentes da saliva artificial e o gellan gum, sugerindo que a
liberacdo de L. paracasei 28.4 poderia ser facilitada na cavidade bucal devido a
presenca da saliva.

Diante da conclusdo da etapa laboratorial e tendo em vista a literatura
disponivel a respeito do uso de lactobacilos no controle de periodontopatdgenos,
deu-se inicio a segunda parte desse trabalho. O presente estudo randomizado
avaliou os efeitos clinicos da administracdo de L. paracasei 28.4 no tratamento
ndo cirargico de individuos com periodontite estagios I11/IV, grau B/C

generalizada. Como esse é o primeiro estudo avaliando os efeitos clinicos da
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administragdo de L. paracasei 28.4 em humanos, ndo e possivel, até 0 momento,
encontrar informacdes comparativas na literatura de estudos prévios envolvendo
a administracdo dessa cepa no tratamento de pacientes portadores de doenca
periodontal. Embora a falta de dados previos limite comparacbes mais
detalhadas, o fato deste ser o primeiro estudo sobre o tema justifica a relevancia
e inovacéo do presente estudo.

No que concerne a variavel primaria desse ensaio clinico, os dois grupos
de tratamento demonstraram ganho estatisticamente significativo de NIC nos
acompanhamentos de 3 e 6 meses. Adicionalmente, foram observadas melhoras
significativas também em todos 0s outros parametros avaliados, como IG, IP e
ganho de PS, indicando considerdvel melhora da condi¢do periodontal em
relacdo ao baseline nos dois grupos. A hipotese de que a administracdo de L.
paracasei 28.4 promoveria beneficios ao tratamento periodontal, no entanto, ndo
foi confirmada, uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0 grupo teste e o grupo controle em nenhuma das avaliacGes realizadas.
Resultados semelhantes aos observados nos parametros de boca toda foram
observados tambem nas analises por estratificacbes das bolsas periodontais,
demonstrando melhora nos parametros, porém sem diferenca entre 0s grupos.

Sendo assim, as avaliagGes clinicas demonstraram que a formulagéo
desenvolvida foi segura e passivel de ser administrada em humanos, porém sem
proporcionar beneficios adicionais dentro da prescricdo estabelecida. Esses
resultados discordam de estudos prévios que relataram efeitos clinicos
adicionais ao tratamento periodontal associado a terapia adjunta com
lactobacilos (cepas de Lactobacillus reuteri) (Soares et al., 2019; Teughels et al.,
2013; Theodoro et al., 2019). Em contrapartida, a auséncia de efeitos clinicos
significativos corrobora com estudos como o de Morales et al. (2016), que
demonstraram que a terapia de raspagem periodontal associada a administracéo

oral de L. rhamnosus SP1 promoveu efeitos clinicos semelhantes a raspagem
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periodontal isolada. Ramos et al. (2022), por exemplo, também ndo encontraram
beneficios adicionais quando a raspagem periodontal foi associada a
probioticoterapia com L. reuteri.

Apesar de néo ter sido observado efeito adicional a terapia mecénica, 0s
resultados aqui apresentados ndo sdo suficientes para excluir a possibilidade do
uso adjunto de L. paracasei 28.4 ser favoravel para o tratamento periodontal. De
acordo com a literatura, existe uma grande heterogeneidade entre os regimes de
dosagem, frequéncia de uso e duracdo de tratamento relatados nos estudos
envolvendo probidticos e tratamento periodontal (Dhingra, 2012; Teughels et
al., 2011). Além disso, em relacdo a administracdo para controle de infeccGes
bucais, existe ainda a necessidade de formulagdes especificas que promovam um
sistema de liberagdo celular com tempos de retencdo e exposicdo adequados
para que as bactérias possam colonizar e influenciar a microbiota residente
(Devine et al., 2015; Wescomble et al., 2012). Essas varia¢des dificultam o
estabelecimento de protocolos de uso dos produtos probioticos, de forma que
pesquisas futuras considerando alteracdes de dosagem, frequéncia de uso ou até
mesmo do veiculo de administracdo de L paracasei 28.4 sdo necessarias para
ratificar os efeitos dessa cepa no tratamento da periodontite.

Em relacdo ao desenho do estudo, foi desenvolvido um ensaio clinico
placebo-controlado, pautado no conhecimento de que a utilizacdo do placebo é
uma ferramenta essencial em pesquisas clinicas envolvendo tratamentos
experimentais, por reduzir os efeitos contextuais e psicologicos de cura e assim
isolar os efeitos especificos da abordagem terapéutica avaliada (Bishop et al.,
2012). Qutrossim, por se tratar de um produto experimental, resultante da
combinacdo de um hidrogel e bactérias probidticas, o uso do placebo foi
fundamental para avaliar se 0 gellan gum isoladamente seria responsavel por
provocar algum efeito colateral.

Nesse sentido, as investigagbes ndo demonstraram diferencas
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significativas entre as percepcOes dos pacientes do grupo teste e do grupo
controle relatadas no diario de consumo e nos questionarios aplicados. Visto que
a formulacdo tinha carater experimental, a auséncia de efeitos adversos
sistémicos significativos foi bastante favoravel, demonstrando que ela foi segura
para uso humano, podendo ser empregada novamente em pesquisas futuras.
Além disso, a incidéncia de sintomas relatados (22,5%) foi menor do que a
encontrada por Navarro-Rodriguez et al. (2013) no estudo que inspirou o
questionario utilizado. Outro ponto observado nesse monitoramento foi a
subjetividade da percepcdo dos pacientes e dificuldade em excluir vieses e
outras condi¢bes que poderiam ser confundidas com efeitos adversos. Um
exemplo disso foi o nimero de pacientes que relataram ter percebido algum
sintoma ter sido maior no grupo controle do que no grupo teste. Contudo, apesar
dessa limitacdo, a funcdo principal de monitoramento dos pacientes foi
cumprida e nenhum participante precisou interromper 0 consumo das
formulacdes em decorréncia de efeitos adversos sistémicos, o que é considerado
um fator de sucesso em relacdo a administracdo da formulacao.

Embora o foco da investigacdo estivesse voltado para os efeitos no
periodonto, a modificacdo da microbiota oral poderia gerar repercussdo também
em outros tecidos. Por esse motivo, os pacientes foram submetidos a exames
periddicos da cavidade oral em busca de sinais de desequilibrio da microbiota.
Sabe-se que as espécies de lactobacilos se destacam pela capacidade de produzir
acido latico, substancia bastante relacionada ao processo de desmineralizacdo
dos tecidos dentarios e desenvolvimento da carie (Tannock, 2004). Por isso,
alguns autores sugerem que o consumo diario de lactobacilos probidticos é
capaz de gerar a um risco potencial a saude bucal (Teughels et al., 2008).
Ademais, o veiculo pelo qual os probioticos sdo ingeridos ou liberados na
cavidade oral podem influenciar o seu potencial cariogénico (Teughels et al.,

2008). Felizmente, essa teoria nédo foi validada durante os acompanhamentos dos
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pacientes, de forma que ndao foram encontradas manchas brancas ou sinais
sugestivos de aumento da atividade cariogénica. Além disso, o consumo das
formulacdes também ndo foi relacionado a qualquer outro tipo de reacdo ou
efeito adverso local, independente do grupo.

Nesse sentido, mesmo ndo tendo demonstrado efeito adjunto
consideravel no controle da doenca periodontal, o desenvolvimento e
administracdo dessa formulacdo apresentaram resultados pertinentes. Até onde
temos conhecimento, esse € 0 primeiro estudo avaliando o efeito da cepa L.
paracasei 28.4 em humanos e no periodonto. Além disso, esse trabalho
corrobora com a estratégia indicada por Wescombe et al. (2012) de priorizar
micro-organismos isolados de seu habitat oral natural — e ndo derivados do
intestino — para manter ou promover melhorias na saude bucal, trazendo
informacdes relevantes para investigacbes futuras. Isso porque, segundo a
literatura, as bactérias comumente comercializadas para esse fim ndo apresentam
permanéncia na cavidade oral e, portanto, os beneficios associados a cavidade
oral parecem transitorios e atribuiveis somente a modulacdo da resposta imune
(Hansei, 1994; Stamatova, Meurman, 2009). Para ser indicado pela sua atividade
probidtica, € fundamental que o lactobacilo sobreviva as condi¢cbes ambientais e
aos mecanismos de defesa, sem oferecer riscos ao hospedeiro. Para tal, é
necessario um tempo de contato adequado com os tecidos do hospedeiro que
permita a fixacdo e colonizacdo da cepa. Logo, a utilizacdo de um probiotico
oral nesse trabalho teve como intengdo promover colonizagdo por maior tempo
na cavidade bucal.

Seguindo essa perspectiva, analises microbiologicas e imunoldgicas de
sitios submetidos ao tratamento devem ser realizadas para investigar a presenca
de L. paracasei 28.4 e colonizacdo desse micro-organismo durante e apos o
periodo de administracdo da terapia probiotica. A partir dos resultados

observados nesse estudo, uma nova hipotese pode ser apontada: Sera que uma
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Unica cepa é capaz de gerar efeitos benéficos em uma doenca tdo completa como
a periodontite? Serd que seria 0 caso de apostar em formulacBes probidticas
multiespécies? Para investigar esses aspectos amostras de material micro e
imunoldgico foram coletadas de todos os participantes durante a execucao desse
ensaio clinico e, assim, espera-se que os resultados dessas analises possam
contribuir futuramente para elucidar essa questéo.

Diante do exposto, algumas consideracOes sobre esse estudo precisam
ser pontuadas: apesar de ndo ter demonstrado beneficios quando usada no
tratamento da periodontite generalizada (estagios I11/1V e graus B/C), a proposta
de desenvolver uma formulacdo adaptada para a pratica clinica foi cumprida
com sucesso. Além disso, o material utilizado apresentou segurancga para uso,
sem promogéo de efeitos adversos significativos de ordem local ou sistémica,
assegurando a possibilidade de repeticdo dessa metodologia para outras
investigagOes de controle de infecdo bucal. Conforme mencionado, novos
estudos sdo necessarios para avaliar diferentes prescricdes de consumo dessa e
de outras formulagcbes carreadoras de L. paracasei 28.4, de modo que
dispositivos de liberacdo lenta podem ser Uteis para favorecer a permanéncia dos
micro-organismos na cavidade oral. Ademais, avaliacbes microbioldgicas e
imunologicas de fluidos gengivais e saliva dos pacientes tratados se fazem
necessarias para entender os efeitos dessa formulacdo. Por fim, estudos
envolvendo a administracdo de L. paracasei 28.4 em populacGes com diferentes
diagndsticos periodontais (ex.: saude, gengivite e periodontite de estagios e
graus mais brandos) devem ser considerados para compreender as diferentes

respostas a terapia adjunta administrada.
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitacdes desse estudo, a formulacdo probiotica proposta foi
desenvolvida com sucesso, sendo possivel de ser usada na pratica clinica e
armazenada pelos pacientes, sem apresentar associacdo a efeitos adversos
significativos locais ou sistémicos. Clinicamente, a administracdo dessa
formulacdo como terapia adjuvante ao tratamento periodontal ndo promoveu
efeitos adicionais em pacientes com Periodontite Generalizada Estagios 11l e IV
e Graus B e C. Analises microbioldgicas e imunoldgicas sdo necessarias para
investigar os efeitos da terapia probidtica na microbiota periodontal e na

modulacdo da resposta imune do hospedeiro.
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APENDICE A — InstrugGes de consumo e armazenamento das formulagdes

T
e UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ' 2LI0 DE MESGUITA FILHO®

Campus 08 580 JoRd dos Carmpos
rrabiluits G Caberia o Tacroioge

DEPARTAMENTO DE DIAGNOSTICO E CIRURGIA

Para:

LS50 INTERMO - VIA ORAL

* FORMULACAO [PROBIOTICA OU PLACEBD)

Instrugoes de consumo:

1. Mastigue 1 goma, 2 vezes ao dia (uma de manhd & uma a noite, com
intervalos de £ 12/12 h) durante 30 dias.

2. A goma devera ser mastigada por pelo menos 1 minuto antes de engolir.
3. O consumo devera ser feito apos ja ter realizado as refeigdes e higiene
bucal adequada.

4. M3o consuma alimentos ou bebidas (incluindo dgua) por pelo menos 1
hora apds o consumo das gomas.

5. Mao enxague o local apds o uso.

&. Por favor, preencha o guestiondrio todos os dias.

Instrugdes de armazenamento:

1. Armazenar as gomas em geladeira.

2. Abrir a embalagens somente no momento do uso.

3. Tomar cuidado para gue ndo haja contaminacdo das gomas. Caso

perceba qualguer alteracdo durante o armazenamento, entre em contato.

Observagdo:

1. BEvitar o consumo de alimentos/suplementos probidticos e farmacos
anti-inflamatdrios e antibidticos durante o periodo da pesguisa.

2. Por gentileza, nos comunigue se fizer uso dessas medicacbes.

Em caso de dividas ou se sentir algum desconforto, entre em contato

conosco pelos ndmeros (DD 000TI00TaT ou (12) 3547-2000.
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APENDICE B - Diério de frequéncia de consumo e efeitos adversos

Nome: Idade:

Instrugdes:

1. Esse questiondrio ird nos ajudar a monitorar a frequéncia de consumo das “gomas” & percepgdo de possiveis
efeitos adversos. Por favor responda esse guestiondrio todos os dias, com bastante atenc8o as perguntas e
com sinceridade, independente de qual for a resposta.

2. Essa avaliag3o & muito importante para nds, por isso guarde com cuidado esse questiondrio & tome cuidado
para n3o rasgar, molhar, sujar ou perder essa folha.

3. Em caso de dividas ou e sentir algum desconforto continuo, entre em contato com o pesquisador
responsavel pelos nimeros lRARIedRaF ou (12) 3947-2000.

DIA | DATA m' gome :;:?hd" da: Sentiu efeitos adversos? Quais?
ol IR T Uinie | (inge
2| 1/ |{ e Cinso | )nso
ol IR Uivie | (inge
1 e o | ()ngo
ol B H T Cingo | )nso
ol B T Uingo | ()ngo
7| 1 e Ungs | )ngo
ol R T invge  [()nge
o | 7 |{ine Lo | )nto
0| 77 [i}ne o | (ngo
ol IRV PR Cingo | )nso
2| /7 | Cinso | )nso
ol B T Uivke | (inte
| /7 [ ne ingo | nko
| /7 |{ ) ne Cingo | )nso
©| /7 |(yne Uingo | ()ngo
ol B 1T~ Uine | Ingo
| 1/ |{ e Linge | ()nge
® | 0 |{ue Cingo | )nso
ll A R Uindo | )nso
all B AT Uinie | (inge
2| 1/ |{ e Uinge [ ()nie
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APENDICE C - Questionario de avaliacio dos efeitos adversos

QUESTIONARIO EFEITOS ADVERSOS

Nome: Idade:
Data: / /

Esse questiondrio ird nos ajudar a avaliar a ocorréncia de efeitos adversos relacionados ao uso das
gomas. Por favor responda atentamente e com sinceridade, independente de qual for a resposta.

Instrugdes:

1. Faga um X correspondente em cada linha, de acorde com a percepcdo que vocE teve
considerando os dltimos dias)|

2. Considere o sintoma como:
- Ausente: Se vocé n3o percebeu o sintoma
- Leve: Se vocé percebeu, mas o sintoma ndo interferiu nas suas atividades do dia a dia.
- Moderado: O sintoma interferiu pouco nas suas atividades do dia a dia (menos que 50%]).
- Severo: O sintoma interferiu bastante nas suas atividades do dia a dia (»50%).

Sintoma Ausente Leve Moderado Severo

Azia

Queimagéo no estdmago

Regurgitacdo/refluxo

Mausea/enjoo

Vomito

Diarreia

Dor abdominal

Gosto estranho na boca

Flatuléncia/gases

Dor de cabeca

Tontura

Outro

Outro(s):
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