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RESUMO

Efeitos da administragao de probiético Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019
na progressao da periodontite experimental em ratos submetidos a quimioterapia

O quimioterapico aumenta a severidade da periodontite e compromete o resultado do
tratamento periodontal. Os probidticos surgiram como alternativa para o tratamento de
patologias, podendo modular a resposta imune do hospedeiro e modificar o ambiente
bacteriano. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da administragdo do
probidtico (PROB) Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 na progressao da
periodontite experimental (EP) em ratos submetidos a quimioterapia (5-fluorouracil — 5-FU).
Foram utilizados 80 ratos machos, divididos nos seguintes grupos: controle (C); tratamento
somente com 5-FU (5FU) (60 mg/kg no dia da indugdo da EP e 40 mg/kg 48hs apods);
tratamento somente com PROB (HNO019) (diariamente por 44 dias, iniciando 30 antes da
inducdo da EP); tratamento com 5-FU e PROB (5FU-HNO019); somente EP (ligadura nos
primeiros molares inferiores, mantida por 14 dias); EP e tratamento com 5-FU (EP-5FU); EP
e tratamento com PROB (EP-HNO019); e EP e tratamento com 5-FU e PROB (EP-5FU-
HNO19). Todos os animais foram eutanasiados 44 dias apds o inicio do experimento e as
hemi-mandibulas foram processadas para as analises histomorfométrica, microtomografica
e imunohistoquimica. As analises revelaram maior perda de tecido 6sseo e conjuntivo no
grupo EP-5FU em relagao ao grupo EP-5FU-HNO019. E a analise imunohistoquimica mostrou
diminuicdo na imunomarcagao para TRAP e RANKL e aumento para OPG no grupo EP-
5FU-HNO19, quando comparado ao grupo EP-5FU. O PROB HNO019 promoveu efeito
protetor contra a perda éssea e de inser¢gdo conjuntiva decorrentes da periodontite
experimental em animais imunossuprimidos.

Palavras-chave: Antineoplasicos, Bifidobacterium animalis, Neoplasias, Periodontite,
Probidticos.



ABSTRACT

Effects of probiotic administration Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 in the
progression of experimental periodontitis in rats submitted to chemotherapy

Chemotherapy increases the severity of periodontitis and compromises the outcome of
periodontal treatment. Probiotics have emerged as an alternative for the treatment of
pathologies, modulating the immune response of the host and modifying the bacterial
environment. The objective of the present study was to evaluate the effects of probiotic
administration (PROB) Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 in the progression of
experimental periodontitis (EP) in rats submitted to chemotherapy (5-fluorouracil-5-FU).
Eighty male rats were divided into the following groups: control (C); treatment with 5-FU
alone (5FU) (60 mg / kg on the day of EP induction and 40 mg / kg 48h after); treatment with
PROB alone (HN019) (daily for 44 days, starting 30 before induction of EP); treatment with 5-
FU and PROB (5FU-HNO019); only EP (ligation in the lower first molars, maintained for 14
days); EP and treatment with 5-FU (EP-5FU); EP and treatment with PROB (EP-HNO019);
and EP and treatment with 5-FU and PROB (EP-5FU-HNO019). All animals were euthanized
44 days after the beginnig of the experiment and the hemi-mandibles were processed for
histomorphometric, microtomographic and immunohistochemical analysis. The analyzes
revealed greater loss of bone and connective tissue in the EP-5FU group compared to the
EP-5FU-HNO19 group. And the immunohistochemical analysis showed a decrease in
immunoblotting for TRAP and RANKL and increase for OPG in the EP-5FU-HN0O19 group,
when compared to the group EP-5FU. PROB HNO019 promoted a protective effect against
bone loss and conjunctive insertion resulting from experimental periodontitis in
immunosuppressed animals.

Keywords: Antineoplastic Agents, Bifidobacterium animalis, Neoplasms, Periodontitis,
Probiotics.
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1 INTRODUGAO

O cancer € uma doenga ocasionada por uma mudanga anormal na fisiologia celular,
cujo numero de sobreviventes continua a aumentar devido as melhorias na sua deteccao e
tratamento’?. A cavidade oral é o sub-local com maior prevaléncia de ocorréncia dos
canceres de cabeca e pescoco®. As modalidades de tratamento mais comuns sdo: remogéo
cirdrgica, radioterapia e quimioterapia, utilizadas isoladamente ou em combinagao®, sendo a
quimioterapia comumente aplicada nos casos em que ha metastases a distancia’. A
quimioterapia evita a rapida divisdo e/ou destroi as células malignas, porém nao possui
toxicidade seletiva em relagéo as células neoplasicas, agindo também em células normais®®.
Com isso, pode causar alguns efeitos adversos na cavidade oral, como a mucosite,
xerostomia, distirbios no paladar'® e aumento da susceptibilidade do hospedeiro a
infecgbes bacterianas, fungicas e virais. Consequentemente, gera alteragbes na microbiota
oral, podendo aumentar a quantidade de patégenos’. Estudos clinicos em humanos
mostraram que a quimioterapia causa aumento no indice gengival, profundidade de
sondagem e moderado aumento no indice de placa®, o que afeta a progressao das doencas
periodontais (DP)"°.

Dentre os agentes quimioterapicos utilizados para o tratamento do céncer, o 5-
fluorouracil (5-FU) € um antimetabdlito analogo de pirimidina fluorado de uracila que
compromete a sintese de DNA e RNA, amplamente utilizado no tratamento de tumores® 2.
Estudos em animais ajudaram a compreender os efeitos desse agente na progressao e no
tratamento da DP, e constataram que o 5-FU piora a severidade da EP e compromete a
resposta do hospedeiro quando submetido ao tratamento de raspagem e alisamento
radicular (RAR)®. Além disso a literatura mostra que o 5-FU pode causar osteopenia devido
a supressao de células formadores de tecido 6sseo (osteoblastos) e recrutamento de células
que promovem degradacéo do tecido 6sseo (osteoclastos)™.

O biofilme bacteriano € o fator etiolégico primario para o inicio da inflamagao

gengival e subsequente destruicdo dos tecidos periodontais™. Entretanto, a presenca
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isolada do biofilme responde por uma pequena proporgdo de variagdes na expressdo da
DP'. De acordo com um novo modelo de patogénese, o principal componente da destruigdo
de tecidos duros e moles na DP ¢é o resultado da ativacao da resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro as agressées bacterianas'. Fatores de risco adquiridos e ambientais, como
diabetes mellitus e fumo, bem como algumas caracteristicas geneticamente transmitidas,
como por exemplo os polimorfismos génicos para a interleucina (IL)-1, podem acentuar a
resposta inflamatéria decorrente da agressao bacteriana e, eventualmente, a suscetibilidade
aDP™,

Durante a ultima década, a identificacdo de bactérias associadas a saude e
potencialmente benéficas que podem residir no sulco gengival e na cavidade oral tem sido
tema de numerosos estudos focados na prevengao e tratamento de doencas'®. Probiéticos
sd0 microrganismos vivos que conferem beneficios a saude quando consumidos em

quantidades adequadas'’?*.

Seu consumo pode modificar a microbiota bacteriana e
modular a resposta imunolégica®. Probidticos podem favorecer a atividade fagocitica
inespecifica dos macréfagos, sugerindo uma acgao sistémica por secrecdo de mediadores
que estimulariam o sistema autoimune, atuando também no equilibrio da microbiota
intestinal, alivio da constipac¢ao, imunomodulacao, prevengao do cancer de célon, prevengao
de eczemas atopicos, atividade supressiva contra patégenos gastrintestinais, prevencéo de
patologias do trato urogenital feminino, desordens intestinais, entre outros, levando a um
aumento da resisténcia contra a infeccdo?. Esses microrganismos se constituem em fonte
de compostos bioativos que apresentam promissores efeitos benéficos no metabolismo
6sseo e muscular?’. Sua colonizacdo no trato gastrintestinal por meio da competicdo por
sitios de adesao restabelece a microbiota intestinal apds danos quimioterapicos?.

Até o presente momento, estudos que investigaram os efeitos dos probidticos sobre
DP utilizaram principalmente microrganismos do género Lactobacillus®**~*?. Contudo, outros
potenciais probidticos merecem ser investigados. A Bifidobacterium animalis subsp. lactis

(B. lactis) possui propriedades imunomodulatérias e antimicrobianas®, geralmente esta

presente na microbiota intestinal, e apresenta um relacionamento simbidtico com o
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hospedeiro®. Alguns estudos demonstraram que a B. Lactis pode diminuir o crescimento de
Streptococcus mutans sem causar efeitos adversos, contribuindo na prevencédo da carie
dentaria®®>. Pode também inibir o crescimento de periodontopatégenos na cavidade oral®®,
reduzir a quantidade de biofilme bacteriano nas superficies dentarias, bem como o indice de
placa e o indice gengival em individuos saudaveis®’, sendo considerada um probiético
promissor. Um estudo em animais demonstrou que a aplicacio topica da B. Lactis HNO19
na EP promove efeito protetor contra perda dssea alveolar e perda de insercédo do tecido
conjuntivo, além de modular parametros imunoinflamatérios e microbiolégicos®®. Outro
estudo pré-clinico, verificou que a administragéo oral de 10 ml/dia contendo 10° UFC de B.
lactis HNO19 reduziu a contagem de bactérias anaerdbias em amostras de biofilme e
potencializou os efeitos da RARY .

Recentemente dois ensaios clinicos randomizados, controlados por placebo,
reportaram melhoras nos parametros periodontais apds administracdo de bactérias do
género Bifidobacterium animalis***°. O primeiro investigou a administragdo de um iogurte
suplementado com Bifidobacterium animalis subsp. lactis DN-173010, comparados a um
iogurte placebo, durante 4 semanas, seguido por um periodo de 5 dias com abstencéo de
higiene oral, sobre a gengivite. Os autores concluiram que o probidtico pode ter um efeito
positivo no acumulo de placa e nos parametros inflamatérios gengivais, tais como melhora
no indice de placa e gengivite, sangramento a sondagem, diminuicdo do volume de fluido
crevicular gengival e quantidade de IL-18*. O segundo estudo avaliou o efeito de pastilhas
contendo B. lactis HNO19, administradas duas vezes ao dia, como adjuvante a RAR em
pacientes com periodontite crénica generalizada e os autores concluiram que o B. lactis
promove beneficios clinicos (redugéo na profundidade de sondagem e ganho de insergao
clinica), microbiolégicos (redugao de periodontopatégenos do complexo vermelho e laranja)
e imunoldgicos (redugdo de citocinas proé-inflamatérias) adicionais no tratamento da
periodontite crénica®.

A literatura vem sugerindo o uso de probidtico como uma abordagem terapéutica

para a mucosite intestinal. Em um projeto anterior, 0 nosso grupo de pesquisa observou que
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a suplementacao probidtica reduziu a inflamagdo decorrente da mucosite oral em ratos
imunossuprimidos por quimioterapico (5-FU)*'. O objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da administracdo do probidtico B. lactis HNO19 na progressdo da EP em ratos

submetidos a quimioterapia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo experimental

Este estudo foi iniciado e executado apdés a aprovagdo do Comité de ética em
Pesquisa em Animais (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE (protocolo
3750 — em anexo), e seguiu os protocolos experimentais de acordo com as normas
determinadas pelo comité. Os autores seguiram as diretrizes do ARRIVE .

O poder do teste foi calculado para determinar o tamanho da amostra. O tamanho
da amostra foi determinado para fornecer 80% de poder para reconhecer diferencas
significantes entre os grupos com um intervalo de confianga de 95% (a=0,05), considerando
as médias e desvios padrées do osso alveolar na area de furca (Volume Osseo — VO) do
estudo de Messora et al*>. Uma amostra de oito animais por grupo foi requerida.
Considerando o risco de perda animal, uma vez que alguns animais poderiam nao
desenvolver as caracteristicas histologicas da doenga periodontal, além da possibilidade de
nao suportarem a administragdo do quimioterapico e da anestesia, um total de dez animais
por grupo foi usado.

Foram utilizados 80 ratos machos', pesando 170-250g, provenientes do Biotério do
Campus Il da UNOESTE. Os animais foram acomodados em gaiolas contendo de 3 a 4
animais cada sob as mesmas condi¢des padronizadas de iluminagao (ciclos de 12/12 horas
claro-escuro), temperatura controlada de 22+1°C, racao sélida selecionada e agua ad libitum
durante todo o periodo do experimento.

Os animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes grupos experimentais

(n=10): Grupo C (controle); Grupo 5FU (quimioterapico 5-FU); HNO19 (probiotico HN019);
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5FU-HNO019; EP (periodontite experimental); EP-5FU; EP-HN019; EP-5FU-HNO019. Todas as

analises foram realizadas por um examinador calibrado e cego.

2.2 Administragcao do Probiético

Os grupos HNO19, EP-HNO19, EP-5FU-HNO19 e 5FU-HNO19 receberam 10°
unidades formadoras de colonia (UFC) por mL do probidtico* administrado oralmente
através da sua adi¢cao na agua. A suplementagao probiotica foi administrada diariamente por
44 dias, iniciando 30 dias antes da inducido da EP, para garantir o efeito preventivo dessa
terapia, conforme descrito por Messora et al.?'. Os animais dos grupos C, 5FU, EP e EP-

5FU receberam agua sem suplementagao probidtica.

2.3 Inducgao da Periodontite Experimental (EP) com Ligadura

Nos grupos EP, EP-5FU, EP-HNO019 e EP-5FU-HNO019, os animais foram
anestesiados por meio de injegao intraperitoneal, com solugédo de Cloridrato de Xilazina a
2%* e Cloridrato de Ketamina a 10%'. Um fio de sutura seda 4-0" foi colocado ao redor dos
primeiros molares inferiores de cada animal, como descrito anteriormente por Messora et

al’’.

2.4 Protocolo Quimioterapico

Nos grupos 5FU, 5FU-HNO019, EP-5FU e EP-5FU-HNO019, o tratamento com 5-FU*
foi realizado conforme descrito por Theodoro et al.,” consistindo de administracdo
intraperitoneal de 60 mg/kg de 5-FU no dia da colocacao da ligadura e 40 mg/kg 48 horas

apo6s esse procedimento.

2.5 Eutanasia e Processamento Tecidual
Os animais foram eutanasiados com uma dose de 150mg/kg de peso corpéreo de
tiopental sédio” no dia 44 do experimento?'. As hemi-mandibulas foram excisadas e fixadas

em formaldeido 10% por 48 horas.
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2.6 Analise Histologica e Histomorfométrica da Mandibula

Ap6s processamento laboratorial de rotina®' das mandibulas esquerdas, trés cortes
representando a porgdo mais central da area interproximal entre primeiro e segundo molar
de cada amostra foram selecionados e analisados sob microscopia de luz''. Para a analise
histomorfométrica, fotomicrografias foram capturadas por uma camera digital conectada ao
microscopio de luz. Medi¢cdes padronizadas foram determinadas com o auxilio de um
software de andlise de imagens** para analise da perda de insercdo (Pl) - medida pela

distancia linear entre a JCE e a adesao epitelial (AE) na distal do 1° molar.

2.7 Analise Microtomografica (Micro-CT)

As hemi-mandibulas direitas, ndao desmineralizadas, foram escaneadas por um
sistema de micro-CT de feixe conico®®. O gerador de raios-x foi operado em um potencial de
aceleragao de 60 kV com uma corrente de feixe de 165 yA e um tempo de exposicao de 650
ms por projecao. As imagens foram produzidas com um tamanho de voxel de 6x6x6 um. As
analises volumétricas foram realizadas com o software CT-Analyser®" na regido de
bifurcagdo do 1° molar inferior. O parametro analisado foi o Volume Osseo (VO) que
corresponde ao percentual do VOI preenchido com tecido 6sseo®. Reconstrugdes
renderizadas das secgbes microtomograficas também foram obtidas para todos os grupos

usando um software adequado (CT-Analyser).

2.8 Analise Imunohistoquimica

Trés cortes histolégicos de cada espécime foram submetidos a técnica da
imunoperoxidase indireta para deteccdo de TRAP, OPG, RANKL. Para as reacgoes
imunohistoquimicas, foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: anti-TRAP, gerado
em coelho™ anti-OPG e anti-RANK-L, gerados em cabras™. Em seguida, foi utilizado o
anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de cabra gerado em suino™. As reagdes foram

amplificadas pelo Complexo Estreptavidina - HRP®™ e, para a revelacdo, foi utilizada a
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Diaminobenzidina® como cromégeno. Ao término das reagdes imunohistoquimicas, os
cortes receberam a contra-coloragéo pela Hematoxilina de Harris.

Os cortes histologicos foram analisados sob iluminacdo de campo claro em
microscopio 6ptico. NIKON Labophot, Japan por investigador que desconhecia os grupos
analisados. A imunomarcacéao foi definida como um precipitado de coloragao acastanhada
nas células e/ou matriz extracelular. As marcagdes imunohistoquimicas foram analisadas
semi-quantitativamente para os anticorpos primarios OPG e RANKL, e quantitativamente
para o anticorpo primario TRAP, no tecido dsseo e no ligamento periodontal, na regido de
furca dos primeiros molares inferiores esquerdos, por meio de microscopia de campo claro,

seguindo o modelo proposto do Messora et al.?>.

2.9 Analise Estatistica

Todas as avaliagbes foram realizadas por examinadores calibrados. Para
calibragdo dos examinadores um tergo da amostra foi avaliada em dois periodos de tempo
com um intervalo de 48 horas. O coeficiente de correlacao intraclasse (Kappa) foi utilizado
para determinar a reprodutibilidade dos examinadores nas duas avaliacbes realizadas.
Valores de Kappa maiores que 0.55 foram considerados para assegurar a calibracdo dos
examinadores.

Os dados foram submetidos a verificagdo de normalidade dos residuos e
homogeneidade das varidncias, respectivamente pelo teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, para verificar as diferengas entre os grupos, considerando um delineamento
inteiramente casualizado, foi realizada a analise de varidncia um fator. Os testes

consideraram um nivel de significancia de 5% e foram realizados no software Prism 7.

3. RESULTADOS

Trés animais do grupo EP-5FU-HNO019 e um do grupo EP-5FU morreram antes do

término do experimento, os demais animais toleraram bem os procedimentos experimentais.
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3.1 Andlise Histoldgica e Histomorfométrica da Mandibula

Os tecidos periodontais na area interproximal entre primeiros e segundos molares
eram saudaveis e nao havia Pl nos grupos C, 5FU, HNO19 e 5FU-HNO19. Os grupos EP,
EP-HNO019, EP-5FU e EP-5FU-HNO19 apresentaram corpos estranhos na superficie do
epitélio gengival, perda da papila interdental, migracdo apical do epitélio juncional,
desorganizacdo e rompimento das fibras de colageno transeptal, presenga de inflamacao
mononuclear de moderada a grave no tecido conjuntivo subepitelial e nas margens do
ligamento periodontal, perda de cemento interdental e reabsor¢cdo do osso alveolar também
foram observados. No geral, os grupos EP-5FU e EP-5FU-HNO019 apresentaram mais sinais
de inflamagéo severa e destruigao tecidual que os demais grupos (Figura 1).

A Figura 1 mostra a analise histomorfométrica de Pl, a qual revelou diferenca
estatistica significante apenas entre os grupos EP-HNO19 e EP-5FU (p<0,05), porém,
numericamente foi possivel observar menor perda tecidual no grupo EP-HNO19 quando

comparado ao grupo EP, e para o grupo EP-5FU-HN0O19 em relacéo ao grupo EP-5FU.
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Figura 1. Fotomicrografia da area interproximal entre primeiro (FM) e segundo molares (SM)
inferiores dos grupos C (A), HN019 (B), 5FU (C) e 5FU-HN019 (D), EP (E), EP-HNO19 (F),
EP-5FU (G) e EP-5FU-HNO019 (H). Grafico da perda de insergéo nos grupos EP, EP-HN019,
EP-5FU e EP-5FU-HNO019. As barras indicam a média + desvio padrao das distancias entre
JCE e AE (mm). JCE = jung&o cemento-esmalte; AE = adeséao epitelial. AB = crista dssea.

Coloracdo com H&E.
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3.2 Analise Microtomografica (Micro-CT)

O grupo EP-5FU-HNO19 apresentou valores significativamente maiores nos
percentuais de VO quando comparado ao grupo EP-5FU (p<0,05), sendo que este
apresentou os menores percentuais quando comparado a todos os outros grupos
experimentais (Figura 2). Foi observado também valores maiores para o grupo EP-HNO19
quando comparado ao grupo EP (p<0,05). Além disso, a analise de VO revelou percentuais
estatisticamente semelhantes entre os grupos C, 5FU, HNO19, 5FU-HNO019 e EP-HNO19
(p<0,05).

Na Figura 2, podem ser observadas reconstrucdes tridimensionais renderizadas
elaboradas a partir das secgdes microtomograficas representativas de cada grupo

experimental.
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Figura 2. Grafico contendo a média e desvio padrdo do percentual de Volume Osseo (VO),
com comparagdes intergrupos. Letras minusculas diferentes (abcd) indicam diferenca
estatistica significante (ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05). Imagens representativas das
reconstrugbes tridimensionais renderizadas das secgdes microtomograficas das hemi-
mandibulas direitas dos animais dos grupos C (A, E), 5FU (B, F), HN019 (C, G), 5FU-HNO019
(D, H), EP (I, M), EP-HNO19 (J, N), EP-5FU (K, O) e EP-5FU-HNO019 (L, P). Vista da
superficie vestibular externa (A, B, C, D, |, J, K, L, M). Sec¢ao sagital da superficie interna

(E, F, G, H, M, N, O, P). Tamanho do pixel = 7,96 p.
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3.4 Analise Imunohistoquimica

Os resultados para TRAP sao mostrados na Figura 3. A imunomarcagdo para
TRAP ocorreu predominantemente em osteoclastos (Figura 3). Ao comparar numericamente
0s grupos experimentais, o grupo EP-5FU-HNO019 apresentou menor quantidade de células
TRAP quando comparado ao grupo EP-5FU, sendo que o mesmo foi observado para o
grupo EP-HNO19 em relagédo ao grupo EP, porém sem diferenga estatistica entre eles
(p>0,05). Os grupos C, 5FU, HNO19 e 5FU-HNO19 apresentaram numeros menores de
células TRAP.

Os resultados para RANKL e OPG s&o mostrados nas Figuras 4 e 5,
respectivamente. A coloragdo para RANKL (Figura 4) e OPG (Figura 5) foi limitada em sua
grande maioria aos osteoblastos, no entanto alguns fibroblastos exibiram imunorreatividade
no osso e tecido conjuntivo da regiao de furca.

Na Figura 4, pode ser observado o padrdo de imunomarcagdo para RANKL na
regido de furca do primeiro molar inferior para os grupos C, 5FU, HNO19, 5FU-HNO019, EP,
EP-HNO19, EP-5FU e EP-5FU-HNO019. O Grupo EP-5FU-HNO019 apresentou padrdo de
imunomarcagao significativamente menor que o grupo EP-5FU e similar ao grupo EP.
Enquanto que o grupo EP-HNO19 apresentou imunomarcagao estatisticamente semelhante
aos grupos C, 5FU, HNO19 e 5FU-HNO019 (Figura 4). Na imunomarcacéo para OPG o grupo
EP-5FU-HNO19 apresentou imunorreatividade maior quando comparado ao grupo EP-5FU,
e as células do grupo EP-HNO19 apresentaram imunorreatividade semelhante a dos grupos

C, 5FU e HNO19 (Figura 5).
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Figura 3. Média e desvio padrdao da contagem de células que apresentaram
imunorreatividade para TRAP. Letras minusculas diferentes (abc) indicam diferenca
estatistica significante (ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05). Imagens representativas do
padrao de imunomarcagao para TRAP na regiao de furca dos primeiros molares inferiores
esquerdos dos animais. Fotomicrografias representativas dos grupos C (A), 5FU (B), HN0O19
(C), 5FU-HNO019 (D), EP (E), EP-HNO19 (F), EP-5FU (G) e EP-5FU-HNO19 (H). ab = osso

alveolar; setas = células imunomarcadas. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris.
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RANKL

Immunolabeling Score

Figura 4. Grafico mostrando a distribuicdo dos escores (expressa em média e desvio
padrdo) em relacdo a imunomarcagdo para RANKL. Letras minusculas diferentes (abc)
indicam diferenga estatistica significante (ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05).
Fotomicrografias mostrando o padrao de imunomarcacao para RANKL na regido de furca
dos primeiros molares inferiores esquerdos dos animais. Imagens representativas dos
grupos C (A), 5FU (B), HNO19 (C), 5FU-HNO019 (D), EP (E), EP-HNO19 (F), EP-5FU (G) e

EP-5FU-HNO019 (H). ab = osso alveolar. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris.
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Figura 5. Grafico mostrando a distribuicdo dos escores (expressa em média e desvio
padrdo) em relagdo a imunomarcagdo para OPG. Letras minusculas diferentes (abc)
indicam diferenga estatistica significante (ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05).
Fotomicrografias mostrando o padrdo de imunomarcagao para OPG na regido de furca dos
primeiros molares inferiores esquerdos dos animais. Imagens representativas dos grupos C
(A), 5FU (B), HNO19 (C), 5FU-HNO019 (D), EP (E), EP-HNO19 (F), EP-5FU (G) e EP-5FU-

HNO019 (H). ab = osso alveolar. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris.
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4. DISCUSSAO

Os achados do presente estudo mostram que a administracdo do quimioterapico 5-
FU em ratos aumenta a sua severidade da DP, quando induzida. Além disso, os resultados
também revelaram que a administracio sistémica do PROB HNO019 foi capaz de reduzir a
destruicao dos tecidos periodontais. Os resultados encontrados em animais
imunossuprimidos com EP estdo de acordo com outros achados literarios que utilizaram
protocolo de administracdo similar’***°. Em relagdo a administragdo do PROB HNO019 a
literatura mostra que é uma bactéria capaz de promover efeito protetor contra os danos

decorrentes da DP em animais saudaveis®*°

, mas até o presente momento este é o
primeiro estudo a avaliar a administragdo da B. /actis HNO19 em animais imunossuprimidos.

O grupo EP-5FU apresentou destruicdo e desorganizagdo severa dos tecidos
periodontais, caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério intenso, aumento
significativo de perda éssea e tecido conjuntivo, com consequente redugdo do volume
0sseo, demonstrado por meio das analises histologica, histomorfométrica e
microtomogréfica. Estudos anteriores verificaram que o 5-FU aumenta a severidade da EP
em animais por induzir uma condigcao inflamatéria no tecido ésseo, causando aumento dos
niveis de citocinas pré-inflamatérias que podem ser responsaveis por estimular a reabsorgéo
6ssea osteoclastica e assim promover a reabsorgéo 6ssea’ . Um estudo realizado em ratas
jovens demonstrou que uma unica administragao de 150mg/kg de 5-FU causa redugéo no
volume 6sseo trabecular, redugdo de osteoblastos e aumento de osteoclastos'. Sabe-se
que um fornecimento constante de osteoblastos € necessario para a formagdo e
homeostase 0Ossea, e qualquer reducao significativa na quantidade e na atividade dos
osteoblastos podem resultar em redugdo da formacéo dssea e levar & osteoporose’?.

Neste estudo, a atividade de reabsorcdo éssea foi avaliada por meio de reacao
imunohistoquimica para deteccdo de proteinas dsseas RANKL, OPG e quantificacdo de
células positivas para TRAP (osteoclastos maduros). Nos animais do grupo EP-5FU houve
maior imunomarcag¢ao de RANKL e maior contagem para células TRAP, quando comparado

ao grupo EP. A grande destruicdo 6ssea encontrada no grupo EP-5FU reflete a quantidade
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de RANKL presente nos sitios com EP de animais imunossuprimidos. Esta proteina, quando
ligada ao RANK, estimula a osteoclastogénese, inibe a apoptose de osteoclastos e aumenta
a capacidade reabsortiva de osteoclastos maduros®*’. A acdo de RANKL pode ser
bloqueada por seu receptor OPG, que é um dos membros de receptores do Fator de
Necrose Tumoral (TNF), com estrutura semelhante a RANK*". Em relagdo a OPG, o grupo
EP-5FU apresentou padrdo de imunomarcagdo numericamente semelhante ao grupo EP,
indicando que houve um desequilibrio na relacdo RANKL/OPG, visto que ambos precisam
ter a mesma proporcado para que haja homeostase 6ssea®’.

Considerando a administragao sistémica da B. /actis HNO19, os resultados mostram
que houve um efeito protetor contra a perda 6ssea em animais saudaveis, demonstrado por
meio do percentual de volume 6sseo analisado por micro-CT, que foi estatisticamente
semelhante aos grupos sem doengca. O mesmo foi observado em relacdo a perda de
insergao conjuntiva, demonstrada por meio de histometria. Os grupos EP-PROB e EP-5FU-
PROB apresentaram aumento no percentual de volume ésseo quando comparados aos
grupos EP e EP-5FU, respectivamente. Sendo assim, pode-se inferir que o PROB HNO019
promove redugcdo nos danos teciduais gerados pela EP, tanto individualmente quanto
associada a imunossupressdo com 5-FU. Em um estudo anterior o nosso grupo de pesquisa
verificou que a administracdo de probidtico em animais com mucosite induzida e
imunossuprimidos por 5-FU reduziu a inflamag&o oral e intestinal*'. Os efeitos das bactérias
probidticas no tecido 6sseo envolve muitos componentes bacterianos e afetam diferentes
vias do hospedeiro, tais como a inibigdo da diferenciagédo de macréfagos e monociticos em
osteoclastos, sugerindo que os probiéticos liberam uma substancia antiosteoclastogénica
que modula a osteoclastogénese™.

Um estudo em animais demonstrou que a administragdo de PROB aumenta a
densidade mineral éssea devido a um aumento nos parametros séricos de osteocalcina,
osteoblastos e formacdo 6ssea, ao mesmo tempo em que promove diminuicdo dos
osteoclastos e parametros de reabsorcdo 6ssea®. Bactérias probidticas do género

Bifidobacterium produzem acidos graxos de cadeia curta que podem diminuir o pH do trato
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gastrintestinal, que consequentemente aumenta a absor¢do de minerais®. Além disso,
podem sintetizar vitaminas e enzimas que sdo necessarias para a formagao da matriz e
crescimento 6sseo, como as vitaminas D, K, C e folato®. Hipoteses que possivelmente
explicam o aumento do percentual de volume Osseo nos animais que receberam
administracao sistémica de PROB HNO19 no presente estudo.

Foi demonstrado ainda que bactérias probioticas do género B. lactis HNO19 podem
modular a expressao de RANKL e OPG, promovendo redugao na atividade osteoclastica®.
No presente estudo a imunomarcagao para RANKL e células positivas para TRAP reduziram
numericamente nos grupos EP-HNO19 e no EP-5FU-HNO019, quando comparados aos
grupos EP e EP-5FU, respetivamente. Porém, ndo houve diferenga estatistica significante
entre 0s grupos para a analise de TRAP, o que provavelmente se deve a um tamanho da
amostra pequeno, visto que trés animais do grupo EP-5FU-PROB morreram antes do
término do experimento e foram excluidos das analises. Em relacdo a imunomarcagao para
OPG, nos grupos de animais saudaveis houve equilibrio entre a relagdo RANKL/OPG, pois
0s escores para ambas imunomarcagdes foram similares. Todavia, no grupo EP-5FU-PROB
houve aumento de OPG, enquanto que no grupo EP-5FU houve redugéo. Um estudo pré-
clinico realizado em ratas ovariectomizadas demonstrou que a administracdo de PROB do
género Bifidobacterium longum pode aumentar a quantidade de OPG e diminuir a expressao
de RANKL, preservando a integridade 6ssea®. Dessa forma, pode-se inferir que a
administracao sistémica de B. lactis HNO19 previne a intensa destruicao 6ssea causada pela
DP em animais imunossuprimidos.

Os resultados do presente estudo permitem o desenvolvimento potencial de novas
intervengdes terapéuticas envolvendo a administragdo de probidticos para prevenir e/ou
amenizar os efeitos decorrentes da presengca de DP associada a imunossupressao.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para compreender completamente a agao do
5-FU associado a B. lactis HNO19 no periodonto comprometido, principalmente no que diz
respeito as vias metabdlicas que conferem tais efeitos. E importante ressaltar que existe

uma grande diferenga na literatura quanto as doses e as espécies probidticas utilizadas, que
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podem ser administradas isoladamente ou em combinacdo com outras espécies, além disso
diferengas no tempo e na via de administracdo sdo parametros que ainda precisam ser

investigados e estabelecidos.

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o quimioterapico 5-FU aumenta de modo significativo a
severidade da periodontite experimental e que a administragao sistémica do probiético B.
lactis HNO19 promove efeito protetor contra a perda 6ssea e de insergdo conjuntiva

decorrentes da periodontite experimental em animais imunossuprimidos.
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ANEXO B — Author Guidelines — Journal of Periodontology

Journal of Periodontology Author Instructions

Manuscript Categories

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice
of periodontics and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the
understanding that text, figures, photographs, and tables have not appeared in any other
publication, except as an abstract prepared and published in conjunction with a presentation
by the author(s) at a scientific meeting, and that material has been submitted only to this
journal.

The Journal  of Periodontology accepts  manuscript  submissions  online

at ScholarOne Manuscripts. To start a new submission, enter the Author Center and click

"Start New Submission" in the left menu box. Details regarding each submission step are
located at the top of the page in ScholarOne Manuscripts. Authors should prepare
manuscripts in accordance with the instructions below. Failure to do so may result in delays

or manuscript unsubmission.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the
categories defined below. Specific information regarding length and format is provided for
each category. Please also refer to the instructions provided under General
Format and Style. All manuscripts will be reviewed by the Editors for novelty, potential to
extend knowledge, and relevance to clinicians and researchers in the field. Some
manuscripts will be returned without review, based on the Editors’ judgment of the

appropriateness of the manuscript for the Journal of Periodontology.

ORIGINAL ARTICLES
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41

These are papers that report significant clinical or basic research on the
pathogenesis, diagnosis, and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers

dealing with design, testing, and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references,
and figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total
combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are

acceptable.

Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract,
consisting of no more than 250 words and the following four paragraphs:
e Background: Describes the problem being addressed.
o Methods: Describes how the study was performed.
e Results: Describes the primary results.
e Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results, and

notes their clinical implications.

Introduction
The Introduction contains a concise review of the subject area and the
rationale for the study. More detailed comparisons to previous work and conclusions

of the study should appear in the Discussion section.

Materials and Methods
This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established methods are used,

the author need only refer to previously published reports; however, the authors should
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provide brief descriptions of methods that are not well known or that have been modified.
Identify all drugs and chemicals used, including both generic and, if necessary, proprietary
names and doses. The populations for research involving humans should be clearly defined

and enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures,

and supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as
any conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data to
previous findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as should
implications for future research. New hypotheses and clinical recommendations are
appropriate and should be clearly identified. Recommendations, particularly clinical ones,

may be included when appropriate.

REVIEW ARTICLES
The Journal of Periodontologyis no longer accepting submissions of
reviews. Authors may be invited to submit reviews for potential publication, but unsolicited

reviews will no longer be accepted.

COMMENTARIES

The purpose of these papers is to provide a forum for discussion of controversies
and other issues as they relate to the practice of periodontics and implant dentistry. Full and
balanced discussion of controversies on important issues is encouraged. This may result in

several authors each presenting a relevant viewpoint. Commentaries should be concise
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(2,000 to 3,000 words) with no more than 50 references; however, they should be complete

and balanced, which may require that the issue or controversy addressed be highly focused.

Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and

document their importance and timeliness.

Body

The body should present the information supporting all aspects of the issues. This
portion of the Commentary may be subdivided as appropriate with headings. Figures, tables,
and other illustrative materials may be incorporated. The total combined number of figures

and tables should not exceed six.

Summary
The summary should place the issue in perspective and point a way for future

directions in addressing the controversy.

Acknowledgment(s)
Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is
extremely important that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any

other information that constitutes a real or perceived conflict of interest.

CASE SERIES
The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are

encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. The Journal

of Periodontology publishes selected Case Series that describe unusual case presentations,

complex diagnoses, and novel approaches to treatment within the scope of practice of


http://www.joponline.org/page/CAPauthors
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periodontology. These Case Series provide valuable information for clinicians and teachers
in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make
a persuasive argument for or against the procedure, technique, or concept under discussion.
Cases should be relatively homogeneous so that a systematic evaluation of one type of
disease, lesion, or condition is made for the procedure under consideration. Also, treatment
and documentation should be consistent and standardized for all cases. It is recognized that
definitive evidence for the safety and efficacy of any procedure, drug, or device comes
primarily from well-designed, randomized, controlled trials. However, well-executed Case
Series may lead to hypotheses about the usefulness of new and innovative procedures,
drugs, or devices and may therefore be of value to the progress of clinical science.
The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are well defined for
manuscripts describing research on human subjects. These basic requirements are
described by the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) in their Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (available
at: www.icmje.org) and are interpreted in the instructions to authors of all peer-reviewed
biomedical journals, including the Journal of Periodontology.

Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient
information, the editorial team has received multiple questions about the need for subject
consent from patients described in Case Series submitted for publication.
The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will determine

whether specific Case Series require additional approvals beyond what is described below.

Requirement for Ethics Board Approval

Most Case Series are a retrospective description of clinical findings in cases or an
observed course of events that document a new aspect of patient management during the
normal course of clinical treatment. Since there is no hypothesis testing, no systematic data

collection beyond that which is part of routine clinical practice, no data analysis, and the work
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has already been done, Case Series do not usually qualify as "research" requiring approval
from ethical boards designed to protect humans involved in clinical research.
(U.S. Fed. definition: "RESEARCH is any systematic investigation, including research
development, testing and evaluation, designed to develop or contribute to generalizable
knowledge.")

Example 1: Series of private practice implant cases in patients who have been taking
bisphosphonates. Authors describe the findings in each case, which are collected and
reported in a table format.

Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who have or
have not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data analysis, and
authors analyze and report the incidence of complications.
Example 1 does not qualify as "research," but example 2 does qualify and requires ethical
approval.

Please see "Does My Case Series Need IRB Approval?" for more information.

Privacy in Case Series

No patient identifiers should be included in Case Series. If the authors choose to
include any subject identifiers, the authors must include the patient’s informed written
consent to publish the information. Our policy conforms to the Uniform Requirements, which
states: "Patients have a right to privacy that should not be violated without informed consent.
Identifying information, including names, initials, or hospital numbers, should not be
published in written descriptions, photographs, or pedigrees unless the information is
essential for scientific purposes and the patient (or parent or guardian) gives written informed
consent for publication. Informed consent for this purpose requires that an identifiable patient
be shown the manuscript to be published. Authors should disclose to these patients whether
any potential identifiable material might be available via the Internet as well as in print after

publication."


http://www.joponline.org/userimages/ContentEditor/1352480467281/IRB%20Guidelines.pdf

46

It should be noted that patients may have given a signed "consent to treat," but that
does not constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have
explicitly approved the manuscript. Likewise, patient consent under government privacy
rules, such as the Health Insurance Portability and Accountability Act (HIPAA) in the United
States, does not constitute permission to publish their case with personal identifiers unless

they have explicitly approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract,
references, and figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the
total combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are

acceptable.

Abstract
Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more
than 250 words and the following four paragraphs:
e Background: Describes the clinical situation being discussed.
e Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.
e Results: Describes the clinical results.
e Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical implications

in practice situations.

Introduction

This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results
This section describes the cases, including all relevant data. For ease of

presentation, tables describing longitudinal data in a chronological form may be useful.
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Carefully selected, high-quality clinical photographs in full color, as well as radiographs, are

encouraged.

Discussion
This should include findings, put into perspective with respect to the field and
literature. Unique arguments and new information gained should be summarized.

Consideration of the clinical significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS
Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain
areas as a means of offering their perspective on one or more articles published in

the Journal of Periodontology, or on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

Letters may comment on articles published in the Journal of Periodontology and
should offer constructive criticism. If a letter comments on a published article, the author(s)
will be provided 30 days to respond to the observations. Letters to the Editor may also
address any aspect of the profession, including education and training, new modes of
practice, and concepts of disease and its management. Letters should be brief (<1,000
words), focused on one or a few specific points or concerns, and can be signed by no more

than five individuals. Citations should be handled as standard references.

GENERAL FORMAT
Manuscripts must be submitted in Microsoft Word. Margins should be at least 1"
on both sides and top and bottom and all text should be double-spaced. Materials should
appear in the following order:
o Title Page

e Abstract (or Introduction) and Key Words
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o Text

e Footnotes

e Acknowledgment(s)
e References

e Figure Legends

e Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of

Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting figures. Authors

should retain a copy of their manuscript for their own records.

TITLE PAGE

The title page should contain:
1.a concise but informative title;
2. first name, middle initial, and last name of each author, with the highest academic degree
and the current institutional affiliation, including department, for each (please use footnote
symbols in the sequence *, 1, 1, §, I, ||, #, **, etc. to identify authors and their corresponding
institutions);
3. disclaimers, if any;
4. the name and address (including fax number and e-mail) of the author responsible for
correspondence (please indicate whether fax number and e-mail can be published);
5. word count and number of figures, tables, and references in the manuscript;
6. a short running title of no more than 60 characters, including spaces;

7. a one-sentence summary describing the key finding(s) from the study.

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to

facilitate indexing should be listed below the abstract.
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by publication of the research, patents or patent applications whose value may be affected
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by this publication, and consulting fees or royalties from organizations which may profit or
lose as a result of publication. An example is shown below.

2. A conflict of interest and financial disclosure form for each author. A link to this
electronic form will be e-mailed to each author after manuscript submission.

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the

manuscript for publication.
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