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Avaliacéo do efeito da terapia com probidtico nos tecidos periodontais de ratos

com periodontite induzida por ligadura

RESUMO

Define-se probidticos como micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a satde do individuo. Bactérias do género
Lactobacillus, Enterococcus e Bacillus sdo exemplos de probi6ticos. Estes parecem ser uma
alternativa bioldgica para alterar, pelo menos a curto prazo, a estrutura da placa bacteriana e
ajudar a controlar a doenca periodontal (DP). Portanto, os probidticos passaram a ser
cogitados como uma nova modalidade terapéutica no tratamento da DP e estudos sao
necessarios para avaliar seu efeito. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da terapia com
probidtico nos tecidos periodontais e mucosa intestinal de ratos com periodontite induzida por
ligadura trinta e dois ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em 4 grupos com 8 animais
cada, sendo): 1) Grupo controle (GC): sem doenca periodontal e sem administracdo de
probiotico; 2) Grupo doenca periodontal (DP): com doenca periodontal induzida e sem
administracdo de probidtico; 3) Grupo probiético (PROB): sem doenca periodontal e com
administracdo de probidtico; 4) Grupo doenca periodontal + probidtico (DPPRO): com
doenca periodontal e com administracdo de probiotico. Os animais dos grupos DP e DPPRO
receberam uma ligadura nos primeiros molares inferiores que atuou como irritante gengival
por 44 dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e desenvolvimento da DP. O
probidtico a base de Lactobacillus acidophilus foi administrado oralmente por 44 dias (8,0 x
107 UFC/mL), iniciando no mesmo dia da inducéo da DP. Ap6s o periodo experimental, os
animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina. O sangue foi coletado para avaliar
as concentracgdes de triglicerideos e colesterol total. Foram coletadas as hemi-mandibulas para
analise histomorfométrica e radiografica. O duodeno também foi retirado para avaliacdo
morfoldgica e o tecido gengival ao redor dos molares foi coletado para analise da presenca de
interleucina 17 (IL-17). Os dados obtidos apresentaram normalidade e foram analisados
através dos testes ANOVA e pos-teste de Tukey. Os resultados da dosagem de colesterol total
e triglicerideos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos,
assim como nas analises histomorfométricas do duodeno. Em relacdo as analises radiograficas
e histomorfométricas da mandibula, o grupo DPPRO teve uma perda éssea significantemente
menor que o grupo DP, assim como menor numero de osteoclastos no grupo DPPRO quando
comparado ao DP. Em relacéo a IL-17 houve diminui¢do da mesma no grupo DPPRO quando
comparado ao grupo DP. Baseado nos resultados obtidos sugere-se que a terapia com
probidtico a base de Lactobacillus acidophilus foi efetiva na inibicdo do desenvolvimento da
periodontite atraves da diminuicdo da perda dssea alveolar e modulacdo da inflamacéo. No
entanto, ndo teve nenhum efeito sobre a morfologia intestinal do duodeno.

Palavras-chave: Periodontite, inflamacao, probioticos.



Evaluation of the effect of probiotic therapy on periodontal tissues of rats with

ligature-induced periodontitis

ABSTRACT

Probiotics are defined as living microorganisms which, when administered in suitable
amounts, confer a benefit to the health of the individual. Bacteria of the genus Lactobacillus,
Enterococcus and Bacillus are examples of probiotics. These appear to be a biological
alternative to alter, at least in the short term, the plaque structure and help control periodontal
disease (PD). Therefore, probiotics are now considered as a new therapeutic modality in the
treatment of PD and studies are necessary to evaluate its effect. The objective of this study
was to evaluate the effect of probiotic therapy on the periodontal and intestinal mucosa of rats
with ligature-induced periodontitis. Thirty-two Wistar rats were randomly divided into 4
groups with 8 animals each: 1) Control group ): without periodontal disease and without
administration of probiotic; 2) Periodontal disease group (PD): with periodontal disease
induced and without administration of probiotic; 3) Probiotic group (PROB): without
periodontal disease and with administration of probiotic; 4) Group periodontal disease +
probiotic (DPPRO): with periodontal disease and administration of probiotic. The animals of
the DP and DPPRO groups received a ligature in the lower first molars that acted as a
gingival irritant for 44 days, favoring the accumulation of plague and development of PD.
Lactobacillus acidophilus probiotic was given orally for 44 days (8.0 x 107 CFU / mL),
starting the same day as DP induction. After the experimental period, the animals were
euthanized by guillotine decapitation. Blood was collected to assess triglyceride and total
cholesterol concentrations. Hemi-mandibles were collected for histomorphometric and
radiographic analysis. The duodenum was also removed for morphological evaluation and the
gingival tissue around the molars was collected for analysis of the presence of interleukin 17
(IL-17). The data obtained were normal and were analyzed through ANOVA and Tukey post-
test. The results of the total cholesterol and triglycerides dosage did not present statistically
significant differences between the groups, as well as histomorphometric analyzes of the
duodenum. Regarding the radiographic and histomorphometric analyzes of the mandible, the
DPPRO group had a significantly lower bone loss than the DP group, as well as a lower
number of osteoclasts in the DPPRO group when compared to the DP. There was a decrease
in IL-17 in the DPPRO group when compared to the DP group. Based on the results obtained,
it is suggested that Lactobacillus acidophilus-based probiotic therapy was effective in
inhibiting the development of periodontitis by decreasing alveolar bone loss and modulating
inflammation. However, it had no effect on the intestinal morphology of the duodenum.

Keywords: Periodontitis, inflammation, probiotics.
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Introducéo

Caracterizada como uma doenca inflamatdria que afeta os tecidos periodontais e
originada por biofilmes patogénicos, a periodontite afeta principalmente as estruturas do
periodonto de sustentacdo, gerando perda de insercdo do tecido conjuntivo e reabsorcdo do
0sso alveolar.}?0O Ministério da Salde realizou um levantamento epidemiolégico no ano de
2012 e revelou que 99,2% dos idosos na faixa etaria de 65 a 74 anos evidenciaram alguma
alteracdo no periodonto, e destes, 90,5 % ndo apresentaram nenhum dente funcional em
alguma arcada.3

A alta prevaléncia da periodontite e sua capacidade de afetar as funcOes
mastigatdrias, estéticas e consequentemente a qualidade de vida do hospedeiro contribuiram
para que a doenca fosse apontada como um relevante problema de salde publica, e, além
disso, patologias sisttmicas comuns como diabetes mellitus também podem potencializar a
progressdo da periodontite.*°Alteracdes no perfil lipidico e desequilibrios metabdlicos em
relagdo aos niveis de triglicerideos, colesterol total e lipoproteinas de alta densidade também
sdo influenciadas pela instalacio de doencas periodontais. ©

A resposta inflamatdria que o organismo hospedeiro desenvolve contra 0s micro-
organismos invasores pode tanto resultar em efeitos protetores como em destrutivos no
periodonto.”®0s leucdcitos sdo células que se destacam através da agdo contra patdgenos
invasores e sdo guiados ao local pela atividade de citocinas e quimiocinas, além de
produzirem mediadores inflamatorios, como a interleucina 17 (IL-17) que favorece e
contribui para o processo da inflamacéo e possivel dano tecidual. *°

Novas alternativas de controle da periodontite vém sendo estudadas para possibilitar
um tratamento com menos riscos de efeitos colaterais aos pacientes, e neste contexto a terapia
probiotica surge como um novo meio de atuacdo em funcdo de sua atividade oral ser
semelhante & da mucosa intestinal.*12

De acordo com a resolugdo 243/2018 da ANVISA, define-se probidtico como micro-
organismo Vvivo que, quando administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a
salde do individuo.'®*Os leites fermentados, produzidos através da fermentacdo
microbioldgica do leite sdo os produtos mais relevantes no mercado que apresentam
comunidades probidticas em sua composicdo e atualmente sdo indicados para auxiliar no
controle da gastrite, colesterol, hipertensio e outras doengas.**®

A maioria das pesquisas avalia o efeito dos probioticos no trato intestinal, mas,
recentemente, a cavidade oral também se tornou foco de investigagdo e interesse em relacéo

ao uso destes micro-organismos. Para que eles consigam agir na cavidade oral, é necessario
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que 0s mesmos sobrevivam as condigdes ambientais, aos processos de defesa e ndo oferecam
risco ao hospedeiro. A agdo dos probidticos tem sido investigada no tratamento da carie, da
candidiase oral, da halitose e também como sua relagdo com a sadide do periodonto.*

Em funcdo da periodontite ser causada por bactérias patogénicas, acredita-se que a
terapia probidtica pode agir sobre o controle da mesma em fungdo dos mecanismos de adesao
e colonizacdo, competindo com 0s micro-organismos invasores, além de possibilitar uma
melhora na resposta imune e também produzir substancias antimicrobianas.'’Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da acdo probiotica sobre os tecidos periodontais e
mucosa intestinal de ratos submetidos ou ndo a periodontite experimental, analisando a
capacidade do mesmo em reduzir o desenvolvimento da periodontite através da diminuicdo da
perda dssea alveolar e modulacéo da inflamacdo, bem como na morfologia intestinal destes

animais.
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Metodologia
Populacéo do estudo, amostra e grupos

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos adultos, pesando em média 200 g,
provenientes do Biotério Central da Unioeste. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial
de Fisiologia, sob condi¢cbes controladas de temperatura (23 + 2° C) e luz (ciclo de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro — 07:00 — 19:00 h) e receberam &gua e racdo comercial a
vontade. Os 32 animais foram randomizados aleatoriamente e alocados em quatro grupos
(n=8), baseado em estudos preliminares.*?Os animais foram divididos em: 1) Grupo controle
(GC): sem doenca periodontal e sem administracdo de probidtico; 2) Grupo doenca
periodontal (DP): com doenca periodontal induzida e sem administragdo de probidtico; 3)
Grupoprobiético (PRO): sem doenga periodontal e com administracdo de probidtico; 4)
Grupo doenca periodontal + probiotico (DPPRO): com doenca periodontal e com
administracdo de probidtico. Os ratos dos grupos DP e DPPRO receberam uma ligadura de fio
de algoddo numero 40, nos primeiros molares inferiores, direito e esquerdo, que atuou como
irritante gengival por 44 dias, favorecendo o acimulo de placa bacteriana e desenvolvimento
da DP, e os grupos PROB e DPPRO receberam o probidtico a base de Lactobacillus
acidophilus (8,0 x 10" UFC/mL) administrado oralmente em forma de iogurte iniciado no
mesmo dia da indugdo da DP, por 44 dias 2 ml 1x ao dia. Este projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE.

Procedimentos de coleta de dados

No primeiro dia de experimento, os animais foram recebidos e iniciaram 0 processo
de aclimatacdo. Apoés 7 dias, realizou-se a inducdo da periodontite por ligadura e também deu-
se inicio & administragdo probidtica, que manteve-se por mais 44 dias. No quinquagésimo dia
de experimento, a eutanasia dos animais foi realizada, assim como a coleta dos materiais para

as analises (Figura 1).
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Recebi i 1° dia de 440 dia de experimento:
eclg |rr:en~o experimento: Eutanasia dos animais
€ de:;:slg?]?rr?ggso Inducéo da DP Coleta de materiais para as
analises
Dial Dia7 Dia 50

Administracéo do Probi6tico via oral

Figura 1 —Esquema dos procedimentos para coleta de dados e representagdo da linha de
tempo contendo os 50 dias do experimento.
Inducédo da doenca periodontal

Apbs 7 dias de aclimatacdo, os animais foram anestesiados com cloridrato de
xilazina 0,04 mg/kg (ANASEDAN, Sespo Industria e Comércio, Paulinia-SP) e cloridrato de
guetamina 0,08 mg/kg (DOPALEN, Sespo Industria e Comércio, Paulinia-SP), por via
peritoneal e posicionados em mesa operatoria adaptada com duas argolas, superior e inferior,
que afastavam os incisivos promovendo manutencao da abertura bucal e facilitando o acesso
aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pinga modificada e de
uma sonda exploradora, colocou-se um fio de algoddo ndmero 40 ao redor dos primeiros
molares inferiores direito e esquerdo. Esta ligadura atuou como irritante gengival e foi
mantida por 44 dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e consequente
desenvolvimento da DP.'® O probidtico a base de Lactobacillus acidophilus foi administrado
oralmente por 44 dias através de uma seringa plastica diretamente na boca dos animais, sendo
2ml, 1x ao dia, na concentracio de 8,0 x 10’UFC/mL.
Eutanasia dos animais

Ap0s o0s 44 dias da inducdo da DP e administracdo do probidtico, os animais foram

eutanasiados por decapitacdo em guilhotina, sendo previamente condicionados em CO2 para
reducdo de estresse, com posterior coleta de suas hemi-mandibulas para analise radiografica e
histologica dos tecidos periodontais e sangue para analise de colesterol e triglicerideos.
Coleta das amostras de sangue para colesterol total e triglicerideos

No momento da eutanésia, o sangue foi coletado em tubos contendo heparina. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm e o plasma foi separado e estocado a -

20°C para dosagem das concentracdes de Colesterol Total e Triglicerideos, que foram
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realizadas por radioimunoensaio, utilizando-se kits especificos (Colesterol Liquiform —
Labtest e Triglicérides Liquiform — Labtest).
Analise radiogréfica

Apls a eutanasia e a remocdo do tecido gengival ao redor do primeiro
molar,realizou-se a disseca¢do das hemi-mandibulas do lado esquerdo. Em seguida, foram
realizadas tomadas radiogréaficas com o uso de um aparelho de R-X da marca Dabi-Atlante,
modelo Spectro com 70 Kvp e 8mA, mantendo-se uma distancia foco/filme de 50 cm e tempo
de exposicédo de 0,3 segundos. As hemi-mandibulas foram colocadas com o lado lingual sobre
o filme radiografico periapical e posicionados para que as cuspides vestibulares e linguais dos
primeiros molares ficassem no mesmo plano vertical.

As imagens foram digitalizadas e inseridas no programa Sigma-Scan 2.9 para
obtencdo da medida linear, em centimetros, delimitada pela jun¢do cemento-esmalte até a
crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior dos ratos. Foram realizadas
trés medidas, em dias diferentes, por um mesmo pesquisador previamente calibrado e a média
das mesmas foi analisada. °
Anélise histomorfométrica das mandibulas

As hemi-mandibulas do lado direito obtidas foram fixadas em solucdo de formol a
10% por 24 horas. Apds este periodo, passaram por lavagem em &gua corrente por 1 hora e
foram imersas em solucgdo deacido tricloroacético (TCA) 5%, 10°C, por trinta dias. As pecas
foram avaliadas para verificar o grau de descalcificacdo esperado, com renovacao da solucédo
de TCA a cada cinco dias. Apos a descalcificacdo, os tecidos foram imersos em sulfato de
sodio 5% durante aproximadamente duas horas para neutralizar o TCA, lavados em agua
corrente por duas horas, mantidos em alcool 70% até o processamento histolégico para
inclusdo em parafina (PurifiedParaffin, code 1228, lot 1008459, Vetec Quimica Fina, Rio de
Janeiro, Brasil). Os fragmentos das hemimandibulas foram desidratados em série alcodlica
ascendente, diafanizadas em xilol e incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram
cortados em microtomo manual (Olympus, CUT 4055 - Charleston, Carolina do Sul, EUA)
para obtencdo de seccBes de 7um de espessura, que foram montadas em laminas histologicas
e coradas pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE).

A analise microscopica dos cortes histologicos obtidos foi realizada por um Unico
examinador treinado através com auxilio de um microscépio de luz transmitida comumente
(Leica Microsystems, Switzerland).

Anélise histoldgica e contagem de células

Ap0s a obtencdo das ldminas histologicas foi realizada a quantificacdo de osteoblastos,
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ostedcitos e osteoclastos presentes em cinco campos consecutivos da crista dssea alveolar
vestibular partindo do ponto mais alto da crista. Para a observacao foi utilizado o aumento de
100 vezes em imersdo no microscopio, sendo feitas duas observacdes por campo, e entédo,
feita a média dos valores para cada animal e para cada grupo.

A imagem histoldgica da crista 6ssea foi capturada por um microscopio acoplado a um
computador e através do software LazEz®, foi obtida a medida da distancia entre o pice da
crista 6ssea alveolar vestibular e a juncdo cemento-esmalte. Essa medida foi repetida por 3
dias diferentes e, entdo, realizada a média entre elas.

Anélise da Expressdo de IL-17 (ELISA)

Uma porcdo do tecido gengival ao redor dos dentes, da hemimandibula do lado
esquerdo, submetidos ou ndo a colocacdo de ligadura,foi removida e utilizada para analise por
Ensaio de Imunoabsorcdo Acoplado a Enzimas (ELISA) da presenca da citocina IL-17. Para a
dosagem, foram utilizadas placas previamente sensibilizadas com anticorpos monoclonais
(Biosource, INVITROGEN ®, Califérnia, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante.
As placas foram incubadas com os sobrenadantes do tecido gengival ou com diferentes
concentracdes da citocina IL-17 recombinantes, nas concentracdes indicadas pelo fabricante.
O anticorpo de deteccdo conjugado a peroxidase especifico da citocina foi adiocionado as
placas, sendo entdo, posteriormente ao tempo de incubacéo, lavadas e a reatividade revelada
pela adicdo da solucdo de revelacdo, seguindo as orientagdes do fabricante. A reacdo foi
bloqueada com solucéo de parada e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplacas.
A concentracdo da citocina foi calculada utilizando-se a curva de regressao linear, a partir de
curva padréo realizada para a respectiva citocina. Os resultados foram expressos em pg/mL.
Anélise histomorfométrica do duodeno

O duodeno localiza-se na primeira porg¢ao do intestino delgado, estando diretamente
ligado ao piloro do estbmago e é responsavel pela finalizacdo da absorcdo de nutrientes.® A
remocao do mesmo foi realizada ap6s eutanésia do animal.

Imediatamente apds a coleta do duodeno, as amostras do tecido foram abertas na
borda mesentérica e fixadas em Bouin (750 ml de solucéo saturada de acido picrico, 250 ml
de formol e 50 ml de &cido acético glacial). A fixacdo visa interromper o metabolismo celular,
estabilizando as estruturas e 0s componentes bioquimicos intra e extracelulares, preservando e
conservando os elementos teciduais, além de permitir a penetracdo de outras substancias
subsequentes a fixacdo.?'Posterior a fixagdo, as amostras ainda passaram por desidratacio em

séries de concentragdes crescentes de alcool.
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Ap0s a desidratagdo, removeu-se o alcool utilizando xilol, preparando o tecido para
penetracdo em parafina. Com a parafina previamente aquecida em 60°C, os elementos
teciduais da amostra foram infiltrados pela parafina, e, quando em temperatura ambiente, a
parafina se solidifica facilitando os cortes histologicos semi-seriados com 6 mm de espessura,
os quais foram corados pelo método de hematoxilina e eosina (HE).

A andlise morfométrica foi realizada por amostragem de imagens capturadas em
objetiva de 20X no microscopio éptico Olympus com kit para captura de imagens Axioscop 2
Plus Zeiss. Apos a digitalizacdo das imagens, as mesmas foram analisadas com a utilizacdo do
programa Sigma-Scan 2.0 e realizou-se a medicdo da altura das vilosidades através da
distancia vertical entre a ponta vilosa e o nivel de juncdo vilosidade-cripta de 10 vilosidades
em cinco campos diferentes de cada amostra. Posteriormente, também estimou-se a
profundidade das criptas intestinais, medindo-se a distancia vertical entre a juncéo vilosidade-
cripta e o limite inferior da mesma de 10 criptas em cinco campos diferentes de cada
amostra.??

Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados através doBioestat® - versio 53 (Instituto de
Desenvolvimento sustentavel Mamiraud, Brasil, AM). Em todas as variaveis foi realizado teste da
distribuicdo normal e a variancia homogénea. Como a distribuicdo foi considerada normal e
avariancia homogeénea, utilizou-se os testes paramétricos ANOVA —Onewayseguido por teste
de comparacdo multipla de Tukey. As diferencas observadas foram consideradas

significativas quando p < 0,05 (5%).
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Resultados
Analise de colesterol total e triglicerideos

Conforme a tabela 1 verificou-se que tanto para dosagem de colesterol total como
para dosagem de triglicerideos, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos.

Tabela 1 — Valores da dosagem de colesterol e triglicerideos, respectivamente, em todos 0s
grupos estabelecidos. Os valores representam média + desvio padrdo e estdo expressos em
mg/dL.

COLESTEROL TRIGLICERIDEOS
GRUPOS MEDIAS GRUPOS MEDIAS
GC 203.33+30.56 | GC 210.00 + 38.05
DP 22433 +27.95 | DP 227.67 +34.85
PROB 215.67 £22.26 | PROB 214.50 + 43.00
DPPRO 209.50 + 42.56 | DPPRO 179.00 % 45.90

ngos n&o significantes estatisticamente (p>0,05) entre os grupos. Teste ANOVA um

critério.

Analise radiogréfica e histomorfométrica da medida da JCE a crista dssea alveolar
Através das avaliacBes radiograficas e histomorfométricas descritas na tabela 2,

constatou-se que os animais dos grupos DP e DPPRO apresentaram maior perda 0ssea

alveolar quando comparados aos grupos GC e PROB (p < 0,05), sendo que no grupo DPPRO

a perda 0ssea foi significantemente menor quando comparado ao grupo DP.

Tabela 2— Medidas da distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista alveolar em todos os
grupos estabelecidos. Os valores representam média + desvio padrdo e estdo expressos em
cm.

AVALIACAO RADIOGRAFICA |AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA
GRUPOS MEDIAS GRUPOS MEDIAS
GC 028+0.03A |GC 0.25 + 0.006 A
DP 041+0.06B |DP 0.61+0.01B
PROB 0.27+0.02A | PROB 0.28 +0.008 A
DPPRO 0.35+0.04C | DPPRO 0.46 +0.007 C

Letras diferentes — Dados estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos. Teste.
Anova e pos-teste de Tukey.

Analise histomorfométrica para quantificacédo de osteocitos, osteoblastos e osteoclastos
Conforme a tabela 3, os grupos GC e PROB ndo obtiveram diferencas significativas,

enquanto os grupos DP e DPPRO foram significantemente diferentes do GC e PROB e entre
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si(p < 0,05) na contagem de ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. No entanto, o grupo

DPPRO apresentou menor atividade osteoclastica em relagdo ao grupo DP.

Tabela 3- Quantidade de osteocitos, osteoblastos e osteoclastosem todos 0s grupos

estabelecidos. Os valores representam média + desvio padrdo e estdo expressos em unidades.
GRUPQOS OSTEOBLASTOS | OSTEOCLASTOS | OSTEOCITOS
GC 2216 £ 3.18 A 0.83+0.40 A 135.0+£14.79 A
DP 9.33 £ 2.58B 450 £ 1.90B 82.66 = 7.20B
PROB 2160+ 3.13 A 0.80+0.44 A 120.80 + 14.72A
DPPRO 16.16 £3.92C 1.83+0.75C 90.00x352C

Analise da Expressdo de IL-17 (ELISA)

Na tabela 4, foi possivel verificar diferenca estatisticamente significantes entre os
grupos DP e DPPRO (p<0,05) na expressdo de IL-17, onde a mesma foi significantemente
menor no grupo DPPRO.

Tabela 4 — Valores da expressdo de IL-17em todos os grupos estabelecidos. Os valores

representam média + desvio padrdo. Os resultados sdo expressos em pg/mL.

GRUPOS IL-17

GC 61.97 £ 8.63 A
DP 96.11 +6.86 B
PROB 71.77 +6.56 A
DPPROB 80.76 +4.36 C

Letras diferentes — Dados estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos. Teste

Anova e Tukey.

Anélise histomorfométrica do duodeno
Através da analise do duodeno, constatou-se que ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos em relacdo a medicéo das alturas das vilosidades

e das cristas, demonstrado na tabela 5.
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Tabela 5 — Medidas das alturas das vilosidades (AV) e das alturas das cristas (AC) em todos
0s grupos estabelecidos. Os valores representam média * desvio padréo e estdo expressos em
cm

GRUPOS AV AC

GC 0.0117 £ 0.002 0.0100 + 0.002
DP 0.0106 + 0.001 0.0101 +£0.001
PROB 0.0111 + 0.002 0.0103 + 0.002
DPPROB 0.0119 + 0.001 0.0105 + 0.001

Dados néo significantes estatisticamente (p>0,05) entre os grupos. Teste ANOVA um
critério.
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Discussao

Os probidticos tém sido introduzidos nos cuidados da saude periodontal. A razéo
para isso esta relacionada a visao atual da etiologia da inflamacéo periodontal associada ao
biofilme dental. Sdo considerados trés fatores etioldégicos que podem determinar se um
individuo desenvolvera periodontite:1) suscetibilidade do hospedeiro; 2) a presenca de
espécies patogénicas; e 3) reducdo ou auséncia das chamadas bactérias benéficas. Do ponto de
vista tedrico, restabelecer o nimero reduzido de bactérias simbidticas por meio de probidticos
pode ser de considerdvel interesse na prevencdo e tratamento da doenca periodontal. No
entanto, ainda ha evidéncia cientifica insuficiente para apoiar a eficacia de probidticos no
tratamento da doenca periodontal .22

Dois aspectos sdo importantes neste estudo em relacdo ao modo de administracdo do
probidtico. O primeiro refere-se ao periodo experimental estabelecido para administracdo
probidtica. Em alguns estudos, o uso de probiéticos foi avaliado em um modelo que
apresentava um ambiente microbiano ja maduro.?®*?*De acordo com Teughels et al.?, baseado
no uso de antibidticos e anti-sépticos no biofilme, e de acordo com os resultados de Pham et
al.?®, parece l6gico que os probidticos irdo atuar para colonizar a cavidade oral e exercer
efeitos clinicos benéficos na presenca de um biofilme maduro. No presente estudo, a terapia
probidtica iniciada junto com a indugdo da periodontite foi atil no controle do
desenvolvimento da periodontite em si, mas ndo sobre um biofilme maduro especificamente.
O segundo aspecto refere-se ao tipo de probiotico utilizado. Neste estudo, o probidtico a base
de Lactobacillus acidophilus foi efetivo na inibicdo do desenvolvimento da periodontite
através da diminuicdo da perda dssea no grupo DPPRO, tanto radiogréafica quanto
histologicamente (Tabela 2), demonstrando também uma efetividade na melhora do padréo
6sseo com uma diminuicdo significativa de osteoclastos e aumento de osteoblastos e
ostedcitos do grupo DPPRO quando comparado ao grupo DP (Tabela 3). Teughels et al.
(2011) utilizaram Lactobacillus reuteri, enquanto Foureaux et al.*? fizeram uso de Bacillus
subtilis e Maekawa e Hajishengallis?’ Lactobacillus brevis e todos eles também obtiveram
resultados que demonstram a eficacia da terapia probiotica sobre a periodontite através da
diminuigdo da perda 6ssea, apesar de utilizarem metodologias diferentes.

Além disso, devido ao seu potencial de combate contra bactérias patogénicas atraves
do controle da adesdo dos mesmos, bem como a producdo de substancias como &cidos
organicos e peréxido de hidrogénio toxicos a estes micro-organismos?®, muitos estudos
buscam compreender precisamente a atuagio probiética. Reddy e Babu?® sugerem em seu

estudo que para as espécies probidticas atuarem sobre a doenca periodontal, sdo necessarios,
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no minimo, 12 meses. Neste estudo, a administracdo probiética se deu por 44 dias, baseado no
estudo de Foureaux et al.!2, o qual ressalta em seu estudo que os probidticos administrados
por via oral podem produzir beneficios, tanto pela passagem pela a cavidade oral, quanto por
modular a imunidade da mucosa oral sistemicamente.Assim também, Maekawa e
Hajishengallis?’, observaram inibicdo da inflamagdo periodontal e da perda Ossea e
modulacdo da microbiota oral, de forma a favorecer o crescimento de bactérias aerobias em
detrimento das bactérias anaerGbias que estdo fortemente associadas a periodontite.
Camundongos com periodontite induzida por ligadura e tratados com L. brevis CD2, neste
estudo, exibiram expressdo significativamente diminuida de todas as citocinas pro-
inflamatorias testadas (TNF, IL-1B, IL-6 e IL-17A), as quais estdo envolvidas na perda 6ssea
periodontal inflamat6ria. Em conjunto, estes dados mostram que o tratamento topico com o
probidtico de L. brevis CD2 inibe a inflamacdo periodontal e a perda Ossea. Esses dados
corroboram com os achados do presente estudo, que apresentou uma diminuicdo
estatisticamente significante de IL-17 no grupo DPPRO quando comparado ao grupo DP
(Tabela 4), sugerindo assim, uma inibicao da inflamacéo periodontal.

Vaérios estudos tém demonstrado o efeito benéfico dos probioticos sobre os lipideos
sanguineos.3>* e sobre os triglicerideos.3%3Porém, nesta pesquisa ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre 0s grupos nestes parametros (Tabela 1). Portanto, apesar de
0 uso dos probidticos ter sido recomendado para vérias patologias como diabetes, sindrome
metabolica e doencas cardiovasculares, o seu potencial redutor de colesterol e triglicerideos,
deve ser avaliado com mais estudos clinicos para uso com maior propriedade sobre dosagens
e assim atingir melhores resultados.®*

Por fim, evidéncias sugerem que o efeito da periodontite pode ndo se limitar a
cavidade oral, mas sim ter consequéncias sistémicas. Alteracdes na morfologia intestinal,
como vilosidades mais curtas, tém sido associadas com a presenga de toxinas e aumento nas
contagens de bactérias patogénicas no trato gastrointestinal.?> Neste estudo, a analise
histomorfométrica do duodeno dos animais ndo mostrou alteracdes na altura das vilosidades e
na altura das cristas no grupo DP (Tabela 5). Por outro lado, ainda em relacdo & estrutura
intestinal, relata-se um efeito protetor da suplementagdo com probidético no jejuno de animais
com periodontite induzida por ligadura®’, achados estes que também n&o foram encontrados
no presente estudo, onde a utilizacdo do probiotico ndo teve um efeito protetor nestas
estruturas do duodeno quando associadoa periodontite experimental (Tabela 5). De fato, ha
muita heterogeneidade entre os estudos que avaliaram os efeitos dos probioticos,
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possivelmente porque diferentes doses, duracBes de tratamento, espécies bacterianas e
formularios de aplicagdo foram usados, o que pode justificar os resultados deste estudo.??
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Concluséo

A probioticoterapia a base de Lactobacillus acidophilus foi evetiva na diminuigdo da
velocidade de progressao da DP induzida, com evidente diminui¢do da perda 0ssea alveolar,
modulacéo da inflamacéo e da histopatologia da crista 6ssea em dentes de ratos com DP. No

entanto, ndo teve nenhum efeito sobre a morfologia intestinal do duodeno.
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