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RESUMO 

Shimabukuro N. Dissertação Efeito de probióticos do gênero Bifidobacterium sobre a 
modulação da resposta imune e nível de perda óssea alveolar promovida por 
periodontite induzida em camundongos. Dissertação. São Paulo: Universidade 
de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versão Corrigida.

A doença periodontal é uma doença inflamatória em resposta a microbiota disbiótica, 

que leva a destruição dos tecidos de suporte do dente. Estudos prévios in vitro 

mostraram o potencial de probióticos do gênero Bifidobacterium em afetar a 

colonização oral por P. gingivalis e modular a resposta ao patógeno periodontal. O 

presente estudo visou determinar a capacidade de duas cepas probióticas do gênero 

Bifidobacterium de controlar a destruição dos tecidos periodontais e modular a 

resposta imune em ensaio in vivo. As cepas B. breve 1101A e B. bifidum 1622A 

foram testadas em modelo animal de periodontite experimental induzida pela 

infecção oral por um consórcio microbiano (Porphyromonas gingivalis W83, 

capsulada/afimbriada e ATCC 33277, não capsulada/fimbriada, Prevotella 

intermedia 17, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 e Streptococcus 

gordonii DL1) em camundongos C57BL/6. Para a indução de periodontite (P+), os 

animais foram inoculados via oral, com 1X1011UFC de cada espécie bacteriana por 

25 vezes durante 5 semanas. Os probióticos (B+1101 ou B+1622) (1X109UFC 

/animal) foram ministrados via oral, diariamente durante todo o período experimental. 

Grupos controle (P- e B-) foram avaliados. Após 45 dias, foram realizadas a 

eutanásia e a coleta das amostras. Foram analisados perda óssea alveolar por 

microCT, níveis de P. gingivalis por qPCR, expressão de genes associados a 

inflamação por RT-qPCR, perfil de citocinas séricas por ELISA, e fenótipo de células 

T por citometria de fluxo. Não houve diferenças no ganho de peso ao longo do 

experimento entre os grupos (ANOVA, comparação Múltipla de Tukey, p <0,05), com 

exceção do grupo P+B+ (1101), que apresentou menor ganho de peso que o SHAM. 

Os probióticos não foram capazes de induzir perda óssea alveolar , pois o volume 

ósseo dos grupos P-B+(1101) e P-B+ (1622) foi semelhante ao controle (SHAM). O 

protocolo empregado permitiu a indução de periodontite experimental, evidenciada 

pela perda óssea alveolar no grupo P+B-. O grupo P+B+(1101) apresentou volume 



 
 

ósseo alveolar semelhante a P+B-, enquanto P+B+ (1622) apresentou volume ósseo 

semelhante ao controle (SHAM). Por outro lado, P. gingivalis não foi detectada em 

amostras de biofilme oral, fezes e baço em nenhum dos grupos avaliados. No 

entanto, P. gingivalis foi detectada no grupo P+B+(1101) no fígado, sugerindo que B. 

breve 1101A favoreceu a colonização por P. gingivalis. A inoculação do consórcio 

microbiano (grupo P+B-) ou de B. bifidum 1622A [P-B+ (1622) e P+B+(1622)] não foi 

capaz de induzir a expressão de il-1β e tnf-α no tecido gengival. Porém, a 

transcrição de il-1β e tnf-α foi regulada positivamente no tecido gengival dos grupos 

que receberam a cepa B. breve 1101A, embora esta regulação tenha sido atenuada 

pelo consórcio microbiano [grupo P+B+(1101)]. O consórcio microbiano (grupo P+B-) 

não foi capaz de regular positivamente a expressão tlr2, tlr4, nlrp3. Porém foi 

observada regulação positiva da transcrição destes genes no grupo P-B+ (1101), 

atenuada pelo consórcio microbiano [grupo P+B+ (1101)]. Foi também demonstrada 

regulação positiva da transcrição de tlr4 em amostras do grupo P+B+ (1622). A 

análise do fenótipo de células T no tecido gengival revelou que o consórcio 

microbiano (grupo P+B-) não alterou a proporção de Treg ou de Th17 em relação ao 

SHAM. Por outro lado, foi observado aumento na porcentagem de células Th17 nos 

grupos P-B+ (1101) e P+B+ (1101), em relação ao SHAM e ao grupo P+B-. Não 

houve diferença na porcentagem dos fenótipos Treg e TH17 em amostras do baço 

dos grupos P+B- e SHAM. Porém, amostras de baço dos grupos probióticos [P-B+ 

(1101), P+B+ (1101), P-B+ (1622) e P+B+ (1622)] apresentaram redução na 

população Treg e aumento na de Th17 em relação ao grupo P+B- e/ou SHAM. Não 

houve diferenças na porcentagem de Treg e Th17 nos linfonodos entre os grupos 

estudados. O consórcio microbiano não induziu alteração nos níveis séricos de IL-10 

e TNF-α [P+B- ~ SHAM]. Porém os níveis de séricos de IL-10 foram menores nos 

grupos P+B+ (1101), P-B+ (1622) e P+B+ (1622) do que no SHAM. Os dados 

sugerem que ambos probióticos testados alteram a resposta imune em 

camundongos C57B/6 induzida por patógenos periodontais de origem humana ou 

pela microbiota residente. No entanto, a regulação da resposta é distinta entre as 

cepas, e B. bifidum 1622A, mas não B. breve 1101A, apresenta potencial de atenuar 

a perda óssea alveolar induzida por patógenos periodontais.  

 

Palavras chaves: Periodontite experimental, P. gingivalis, Bifidobacterium, 

probióticos, imunomodulação, perda óssea alveolar. 



ABSTRACT 

Shimabukuro N. Dissertação. Effect of probiotics of the genus  Bifidobacterium on 
the modulation of immune response and leveos of alveolar bone loss promoted by 
experimental periodontitis in mice. Dissertação São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versão Corrigida.

Periodontal disease is an inflammatory disease in response to the dysbiotic 

microbiota, which leads to the destruction of tooth support tissues. Previous in vitro 

studies have shown the potential of Bifidobacterium probiotics to affect P. gingivalis 

oral colonization and to modulate the response to periodontal pathogen. The present 

study aimed to determinate the ability of two probiotic strains of the genus 

Bifidobacterium to control the destruction of periodontal tissues and to modulate the 

immune response in an in vivo assay. B. breve 1101A and B. bifidum 1622A were 

tested in an animal model of experimental periodontitis induced by oral infection with 

a microbial consortium (Porphyromonas gingivalis W83, capsulated / afimbriated and 

ATCC 33277, uncapsulated / fimbriated, Prevotella intermedia 17, Fusobacterium 

nucleatum ATCC 25586 and Streptococcus gordonii DL1) in C57 / BL6 mice. For 

induction of periodontitis (P +), the animals were inoculated orally with 1X1011UFC of 

each bacterial strain 25 times for 5 weeks. Probiotics (B + 1101 or B + 1622) 

(1X109UFC) were administered orally daily throughout the experimental period. 

Control groups (P- and B-) were evaluated. After 45 days, euthanasia and samples 

collection were performed. Alveolar bone loss was determined by microCT, P. 

gingivalis levels by qPCR, expression of genes associated with RT-qPCR 

inflammation, serum cytokine profile by ELISA, and T-cell phenotype by flow 

cytometry. There were no differences in weight gain throughout the experiment 

among groups (ANOVA, Tukey's Multiple Comparison, p <0.05), except for the group 

P+B+1101. The groups that received only the probiotics [groups P-B + (1101) and P-

B + (1622)] presented alveolar bone volume similar to the control (SHAM). The 

protocol employed allowed the induction of experimental periodontitis, evidenced by 

alveolar bone loss in the P + B- group. The group P+B+ (1101) presented alveolar 

bone volume similar to P + B-, whereas P+B+ (1622) presented bone volume similar 

to the control (SHAM). On the other hand, P. gingivalis was not detected in any oral 



 
 

biofilm, feces and spleen samples of the studied groups. However, P. gingivalis was 

detected in liver samples of the P + B + group (1101), suggesting that B. breve 

1101A favored the colonization of P. gingivalis. Inoculation of the microbial 

consortium (P + B-) and/or B. bifidum 1622A [P-B + (1622) and P + B + (1622)] was 

not able to induce the expression of il-1β and tnf-α in gingival tissue. However, the 

transcription of il-1β and tnf-α was up-regulated in the gingival tissue of the groups 

that received B. breve 1101A, which was attenuated by the microbial consortium 

[group P + B + (1101)]. The microbial consortium (group P + B-) was not able to 

positively regulate the expression of tlr2, tlr4, and nlrp3. However, the positive 

regulation of transcription of these genes was observed in the P-B + (1101) group, 

which was attenuated by the microbial consortium [group P + B + (1101)]. Up-

regulation of tlr4 was also demonstrated in samples from the group P + B + (1622). 

Analysis of the T cell phenotype in gingival tissue samples revealed that the microbial 

consortium (group P + B-) did not alter the proportion of Treg or Th17 in relation to 

SHAM. On the other hand, there was an increase in the percentage of Th17 in P-B + 

(1101) and P + B + (1101) groups, compared to SHAM and P + B- groups. There 

was no difference in the percentage of Treg and TH17 phenotypes in spleen samples 

from the P + B- and SHAM groups. However, samples from the probiotic groups [P-B 

+ (1101), P + B + (1101), P-B + (1622) and P + B + (1622)] showed a reduction in the 

Treg population and an increase in Th17 compared to the P + B- group and/or 

SHAM. There were no differences in the Treg and Th17 lymph nodes populations 

among the studied groups. The microbial consortium did not induce alterations in 

serum levels of IL-10 and TNF-α [P+B- similar to SHAM]. However, IL-10 serum 

levels were lower in P+B+ (1101), P-B + (1622) and P+B+ (1622) groups than in 

SHAM. The data suggested that both tested probiotics alter the immune response in 

C57B / 6 mice induced by human periodontal pathogens or the resident microbiota. 

However, the regulation in response is distinct between the strains, and B. bifidum 

1622A, but not B. breve 1101A, has the potential to attenuate the alveolar bone loss 

induced by periodontopathogens. 

 

Keywords: Periodontitis, P. gingivalis, probiotics, immunomodulation, bone loss. 

 

 



 
 

LISTA DE SIGLAS 

 
 

AIM2  Proteína induzida por interferon 2 
 
 
B-     Veículo dos probióticos carboximetilceluose a 2% em PBS 
 
 
B+ (1101)   Grupo inoculado com probiótico B. breve 1101A 
 
 
B+(1622)    Grupo inoculado com probiótico B. bifidum 1622A 
 
 
β-actina    Isoforma da actina 
 
 
BHI     Meio de cultura Infusão de cérebro e coração 
 
 
BSM    Meio de cultura para Bifidobactérias 
 
 
C5   Componente C5 do sistema complemento 
 
 
C5a  Fragmento liberado após clivagem do componente C5 
 
 
C5Ar  Receptor de componente do complemento 5ª 
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DNA  Ácido desoxirribonucleico 
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FAO   Organização das Nações Unidas para Agricultura e 
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MicroCT    Microtomografia computadorizada 
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NHANES    Exame Nacional de Saúde e Nutrição 
 
 
NLR     Receptor NOD- like 
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P+B+1101 Grupo inoculado com consórcio microbiano e probiótico B. 
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P+B+1622  Grupo inoculado com consórcio microbiano e probiótico B. 
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P-B+1101  Grupo inoculado com veículo do consórcio microbiano e 
probiótico B. breve 1101ª 

 
 
P-B+1622  Grupo inoculado com veículo do consórcio microbiano e 

probiótico B. bifidum 1622A 
 
 
PBS   Solução Salina Tamponada 
 
PRR     Receptores de reconhecimento de padrão 
 
 
RANKL  Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B 
 
 
RNA  Ácido ribonucleico 
 
 
SapA/B    Peptídeo microbiano SapA/B 
 
 
SerB  Serino fosfatse 
 
 
SPF     Livre de patógenos específicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Tc  Células T citotóxicas 
 
 
TGF-β1  Fator de transformação de crescimento beta 
 
 
Th  Células T auxiliares 
 
 
Th1  Célula T auxiliar 1 
 
 
Th17  Célula T auxiliar 17 
 
 
THP-1  Linhagem celular monocítica 
 
 
TLR     Receptor Toll Like 
 
 
TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa 
 
 
Treg  Célula T reguladora  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

 

SUMÁRIO 

 
 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................ 25 

2 PROPOSIÇÃO ................................................................................................ 39 

2.1 Objetivos específicos ....................................................................................... 39 

3 MATERIAL E MÉTODOS................................................................................ 41 

3.1 Delineamento experimental .......................................................................... 41 

3.2 Considerações éticas .................................................................................... 43 

3.3 Cepas Utilizadas e condições de cultura .................................................... 43 

3.3.1  Amostras ......................................................................................................... 43 

3.3.2  Condições de cultura ....................................................................................... 44 

3.4 Obtenção das culturas para liofilização ...................................................... 44 

3.5 Liofilização ..................................................................................................... 45 

3.6 Recuperação das amostras liofilizadas e determinação de UFC .............. 46 

3.7 Animais e condições de manutenção .......................................................... 46 

3.8 Antibioticoterapia .......................................................................................... 47 

3.9 Inoculações do consórcio e dos probióticos .............................................. 47 

3.9.1 Inóculo para indução de periodontite experimental ......................................... 47 

3.9.2 Inoculação do consórcio microbiano para indução de periodontite  

experimental .............................................................................................................. 48 

3.9.3 Inóculo das amostras de Probióticos ............................................................... 48 

3.9.4 Inoculações das amostras de Probióticos ....................................................... 48 

3.10 Obtenção das amostras ................................................................................ 49 

3.11 Microtomografia computadorizada (MicroCT) ............................................ 50 

3.12 Determinação dos níveis de P. gingivalis em amostras de biofilme oral, 

fezes do conteúdo intestinal, fígado e baço ......................................................... 50 

3.13 Estudo da expressão gênica (RT-PCR) ....................................................... 52 

3.14 Estudo das subpopulações de células T .................................................... 53 

3.15 Determinação dos níveis de citocinas ......................................................... 54 

3.16 Análise estatística ......................................................................................... 55 

4 RESULTADOS ................................................................................................ 57 

4.1 Liofilização de probióticos e patógenos ..................................................... 57 



 
 

4.2 Efeitos colaterais e ganho de peso induzido pelos diferentes tratamentos 57 

4.3 Perda óssea alveolar .................................................................................... 59 

4.4 Detecção de patógenos periodontais ......................................................... 62 

4.5 Expressão gênica relativa no tecido gengival ............................................ 64 

4.6  Estudo das subpopulações de células T ................................................... 66 

4.7 Determinação dos níveis de citocinas ........................................................ 75 

5 DISCUSSÃO ................................................................................................... 77 

6 CONLUSÃO ................................................................................................... 87 

 REFERÊNCIAS .............................................................................................. 89 

 ANEXOS. ...................................................................................................... 109 

 
 

 

 

 

 

 



25 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

A periodontite é caracterizada por um processo inflamatório destrutivo que afeta 

os tecidos periodontais em resposta aos microrganismos presentes no biofilme 

supra e subgengival (1). Estima-se que cerca de 25% da população adulta mundial 

seja afetada pela doença e entre 5-6% da população apresenta periodontite severa 

(2). Em 2010, a prevalência de adultos com periodontite nos EUA foi de mais de 

47%, representando 64,7 milhões de adultos afetados, segundo dados do Exame 

Nacional de Saúde e Nutrição de 2009 e 2010 (NHANES) (3). Destes, cerca de 8,5% 

apresentavam periodontite severa e 30% apresentavam periodontite moderada. 

Outros estudos apontam maior prevalência de periodontite em pacientes acometidos 

de outras morbidades, como a diabetes (4). Até recentemente, a periodontite era 

classificada em periodontite crônica (PC) e periodontite agressiva (PA), e muitos 

estudos avaliam diferenças entre os dois fenótipos. No entanto, de acordo com a 

Academia Americana de Periodontia e a Federação Europeia de Periodontia, a 

doença periodontal foi classificada em 2018 com base em estágios definidos de 

acordo com a severidade da doença (relacionado ao nível de perda de inserção 

interdental, nível perda óssea radiográfica e quantidade de dentes perdidos), a 

complexidade (relacionado a profundidade de sondagem, perda óssea horizontal ou 

vertical, envolvimento de furca e mobilidade dentária) e a distribuição (> 30% dos 

sítios caracteriza a forma generalizada, < 30% dos sítios a forma localizada, que 

inclui o padrão molar/incisivo) (5). 

A microbiota associada à periodontite foi classificada em complexos, onde 

organismos como Streptococcus (complexo amarelo), Actinomyces e Veillonella 

parvula (complexo roxo) iniciam a formação do biofilme dental, possibilitando a 

colonização por espécies de Capnocytophaga, Eikenella e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans sorotipo a (complexo verde) e pelo denominado complexo 

laranja, composto por Fusobacterium, Campylobacter, Prevotella, Parvimonas e o 

grupo Streptococcus constellatus. Três dos complexos microbianos – amarelo, roxo 

e verde - são associados a espécies compatíveis com a saúde periodontal como V. 

parvula, A. odontolyticus, Streptococcus sp. E Capnocytophaga sp. (1). Além disso, 

outras espécies de Actinomyces foram apontadas como benéficas (6). No entanto, 
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estes propiciam as condições ambientais adequadas para colonização pelos 

organismos do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e 

Treponema denticola) (1), fortemente associado com a etiologia da doença (1,7). 

 Estudos longitudinais em humanos demonstraram que os níveis de P. 

gingivalis, T. forsythia e T. denticola se relacionam com a perda periodontal (8), e 

estudos intervencionais demonstraram relação entre a presença destes patógenos 

em sítios tratados e a progressão da doença (6). 

O desequilíbrio da microbiota, denominado disbiose, foi associado com a 

etiologia de múltiplas doenças, entre elas a periodontite (9). Atualmente, considera-

se que a periodontite é iniciada por uma comunidade microbiana disbiótica e não por 

periodontopatógenos selecionados, sendo que P. gingivalis é considerado patógeno 

pedra angular por ser capaz de promover o desequilíbrio da microbiota mesmo em 

baixas proporções (10). No entanto, a doença não é causada por P. gingivalis per si, 

mas pelas alterações que este organismo provoca na microbiota oral, através da sua 

capacidade de subverter a resposta imune e induzir a inflamação, o que resulta na 

aquisição de nutrientes para grande parte da microbiota e permite a sobrevivência 

de organismos que são sensíveis à inflamação (11). P. gingivalis apresenta múltiplos 

fatores de virulência (12). A cápsula de polissacarídeo é implicada na evasão das 

defesas do hospedeiro, sendo que cepas capsuladas induzem uma resposta de 

citocinas pró-inflamatórias fraca (13) e abscessos difusos em modelos animais, ao 

contrário das cepas não capsuladas (14). Por outro lado, a fímbria principal foi 

associada com a colonização da cavidade oral e outros sítios (15) e com a invasão 

dos tecidos periodontais (16). Proteases bacterianas, como a gingipaínas, 

produzidas por P. gingivalis e também a interpaína A, produzida por P. intermedia, 

apodem agir de maneira sinérgica para inibir o sistema complemento, o que pode 

proteger espécies suscetíveis ao complemento (17). P. intermedia também é capaz 

de evadir da morte mediada pelo complemento por capturar o fator H, um fator 

fisiológico inibidor do complemento (18). 

Para estudar a etiologia e o controle da doença periodontal são realizados 

estudos em animais onde a doença periodontal é experimentalmente induzida. O 

periodontopatógeno P. gingivalis não é capaz de causar a doença em animais livres 

de microrganismos, necessitando de uma comunidade microbiana que dá condições 

para sua colonização. Além disso, de acordo com os novos conceitos de disbiose 

envolvendo a etiologia e patogênese das doenças periodontais, a virulência de 
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patógenos periodontais como P. gingivalis adquire importância apenas no contexto 

de uma comunidade microbiana sinergística, a qual é requerida para a expressão da 

patogenicidade (10). 

A microbiota comensal participa da periodontite por promover as condições 

necessárias para a colonização dos principais patógenos periodontais reconhecidos, 

que são colonizadores tardios do biofilme dental (1). Streptococcus gordonii é um 

patógeno colonizador precoce da placa (19), cuja superfície representa sítios para 

agregação de outras espécies bacterianas ao biofilme oral como P. gingivalis (20). A 

formação de biofilme por P. gingivalis in vitro é favorecida pela presença de S. 

gordonii (21). A co-agregação entre P. gingivalis e S. gordonii ocorre por meio da 

interação entre as fímbrias FimA e Mfa1 do patógeno que interagem com as 

proteínas de superfície GAPDH e SspA/B de S. gordonii (10). No entanto, muitas 

cepas de P gingivalis não apresentam a fímbria FimA (22), incluindo cepas de 

virulência reconhecida como a cepa W83 (23), e a cápsula é a estrutura que media a 

co-agregação de P. gingivalis nesta amostra (24). PABA, precursor da síntese de 

folato produzido por S. gordonii, é requerido para o máximo acúmulo de P. gingivalis 

in vivo, e leva à maior aderência do patógeno às células epiteliais gengivais (25). 

Além disso, S. gordonii favorece a aquisição de heme a partir da hemoglobina por P. 

gingivalis, fonte de ferro fundamental para o desenvolvimento do patógeno (26). 

Estes dados sugerem maior adaptação de P. gingivalis ao ambiente subgengival 

quando na presença de S. gordonii.  

Estudos indicam que a infecção por um consórcio formado por Fusobacterium 

nucleatum e Porphyromonas gingivalis induziu maior destruição periodontal, 

particularmente quando uma cepa capsulada de P. gingivalis foi empregada (24). 

Outros dados indicam que a inoculação oral do consórcio F. nucleatum e P. 

gingivalis em ratos resultou em grande destruição do osso alveolar (27). A adição de 

F. nucleatum a P. gingivalis como inóculo para indução da periodontite em animais 

possivelmente favorece a maior formação de biofilme e sua maturação, devido à 

propriedade de F. nucleatum em agir como uma ponte entre os colonizadores iniciais 

e tardios (24,28–30).  

A alteração do microambiente favorecendo a evasão das defesas do 

hospedeiro promovida por P. gingivalis pode ser ampliada por outros organismos 

como P. intermedia. A interpaína A, produzida por P. intermedia, atua em fatores do 

complemento, por exemplo através da captura do fator H do complemento (18), 
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aumentando a proteção das espécies suscetíveis a este fator (17). A interpaína A 

(InpA) também age em conjunto com a proteína siderófora HmuY de P. gingivalis 

para adquirir o grupo heme da hemoglobina (31). Além disso, P. gingivalis (cepas 

fimbriada e não-fimbriada) formam maior quantidade de biofilme quando associadas 

a P. intermedia, embora a associação P. gingivalis/ e P. intermedia seja cepa 

dependente (32). Em estudo recente neste laboratório, a infecção oral experimental 

por P. gingivalis fimbriada, associada a um isolado clínico de P. intermedia com alta 

capacidade de agregação a P. gingivalis in vitro (32), induziu maior destruição 

periodontal em camundongos C57BL/6 do que quando uma das espécies foi 

inoculada separadamente (Simionato, et al., dados não publicados).  

O modelo de gavagem oral para indução de periodontite em camundongos é 

mais apropriado para abordar hipóteses relacionas a estratégias putativas de evasão 

imunológica, identificadas a partir de estudos mecanicistas de hospedeiro-patógeno 

(33). Além disso, é usado com sucesso para vincular periodontite induzida por 

microrganismos orais a condições sistêmicas (34,35). Portanto, o modelo de 

gavagem oral é útil para abordar ampla variedade de hipóteses relacionadas à 

patogênese periodontal, que vão desde o papel da resposta do hospedeiro a fatores 

de virulência de periodontopatógenos e a relação desses fatores com parâmetros 

sistêmicos (33). Hoje em dia este modelo tem sido usado em uma variedade de 

estudos para indução da periodontite experimental (36–38). 

Apesar de seu caráter infeccioso, a doença periodontal não cumpre os 

requisitos de uma doença infecciosa clássica (39). Embora a doença periodontal não 

se estabeleça sem a presença dos agentes microbianos, e o controle mecânico da 

microbiota ou a antibioticoterapia sejam estratégias usadas para o controle da 

destruição periodontal, o fator microbiano é apenas um dos muitos aspectos causais 

da complexidade etiológica da doença periodontal (39). Polimorfismos em genes 

associados ao processo inflamatório se refletem na suscetibilidade individual à 

colonização por determinados organismos e ao desenvolvimento da periodontite 

(40–42). Além disso, fenômenos epigenéticos (43–46) e condições ambientais, em 

que os múltiplos parâmetros são interdependentes, também participam da etiologia 

da doença.  

A resposta imune nas doenças periodontais é induzida por padrões 

moleculares de microrganismos (MAMPS) que são reconhecidos por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) de células eucariontes (47). Estes receptores, 
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extracelulares, como receptores Toll Like (TLRs), e citosólicos como NLR (nucleotide 

binding domain/leucine rich repeat ou receptores NOD-like), vasculham o ambiente 

extracelular ou o citoplasma por sinais de patógenos (48). 

Os receptores Toll-like (TLRs) reconhecem uma gama de fragmentos 

microbianos, oriundos de patógenos ou de organismos comensais. TLR4 reconhece 

o LPS de bactérias Gram negativas, em conjunto com CD14 e MD2 (49). No 

entanto, alguns patógenos como P. gingivalis podem alterar o seu LPS, removendo 

os resíduos de fosfato e as cadeias acil do lipídio A, fazendo com que o LPS 

antagonize a ativação de TLR4 quando misturado com um agonista forte como o 

LPS de Escherichia coli (50). TLR2 se dimeriza com TLR1 ou TLR6 e reconhecendo 

o ácido lipoteicóico da parede celular de bactérias Gram positivas (49). A ativação 

de TLR2 pode exercer também papel de antagonista de TLR4 por interagir com o 

co-receptor CD14 (51). TLR5 reconhece a flagelina, enquanto TLR9 reconhece os 

motivos CpG não metilados encontrados no DNA bacteriano (49).  

Embora organismos patogênicos e comensais sejam reconhecidos pelos 

PPRs, os patógenos induzem a produção de sinais endógenos de perigo (padrões 

moleculares associados ao dano ou DAMPS) (52). Os receptores citosólicos de 

PAMPS e DAMPS incluem NLRP1, NLRP3, NLRC4, e AIM2 (53). Tanto as vias 

ativadas por TLRs como por NLRs ativam NF-kB, o que induz a expressão de 

citocinas pro-inflamatórias. Na destruição periodontal ocorre regulação positiva da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, e IL-17, enquanto a 

expressão de IL-10 e TGF-β1 é regulada negativamente (54).  

O reconhecimento de DAMPS e PAMPS pelos receptores citosólicos leva a 

formação de complexos citoplasmáticos multiproteícos denominados inflamassomas. 

Estes complexos ativam caspase-1, que resulta na maturação e liberação de IL-1β e 

IL-18 e induzem a piroptose (52). As evidências sugerem que estes receptores 

intracelulares envolvidos em inflamassomas têm papel importante na inflamação do 

periodonto. A expressão de NLRP3 é maior nos tecidos gengivais com periodontite 

crônica (PC) e agressiva do que nos tecidos sadios, especialmente na camada 

epitelial. Além disso, o receptor AIM2 é expresso em maiores níveis nos tecidos 

periodontais de PC (55). 

Apesar do seu reconhecimento, patógenos apresentam estratégias para 

evadir das defesas do hospedeiro. P. gingivalis secreta uma serino fosfatase (SerB) 

que suprime a produção de CXCL-8 por desfosforilação de serina-536 da 
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subunidade p65 de NF-kB, prevenindo a translocação nuclear e transcrição do gene 

CXCL8. A inibição transitória de CXCL-8 pode atrasar o recrutamento de neutrófilos 

e permitir a formação inicial de biofilme na ausência relativa de defesas de 

neutrófilos (56). Em neutrófilos, cujo reconhecimento de P. gingivalis é mediado por 

TLR-2, este patógeno coativa C5aR e TLR2. Esta sinalização C5aR–TLR2 leva a 

ubiquitinilação e degradação da proteína MYD88, uma molécula adaptadora de 

TLR2 e assim suprime os efeitos antimicrobianos da resposta neutrofílica, 

possibilitando a sobrevivência do patógeno. Os neutrófilos expostos a P. gingivalis 

apresentam reduzida capacidade de eliminação de agentes bacterianos, 

promovendo aumento da contagem total de microrganismos no tecido periodontal 

(57). P. gingivalis expressa também Arg-gingipaínas que clivam C5 e liberam C5a 

biologicamente ativa, independentemente da ativação canônica da cascata do 

complemento. Esta atividade reduz a ativação da polimerização de actina e a 

fagocitose (58).  

Poucos macrófagos são encontrados no tecido gengival sadio, mas são mais 

notáveis por sua resposta rápida no tecido inflamado e, como tal, desempenham um 

papel principal na resposta imune, e na resolução da inflamação nos tecidos bucais. 

Normalmente, uma bactéria é detectada pelo macrófago através de PAMPS, é 

fagocitada em um fagolissossoma ácido, e com a liberação de espécies oxigênio 

reativas, ocorre à morte da bactéria. Durante este processo, o inflamasoma pode se 

formar levando à indução e liberação de citocinas inflamatórias IL-1β e IL-18. No 

entanto, P. gingivalis inibe a fagocitose por macrófagos, por sequestrar rafts lipídicas 

na membrana celular destas células (56). Além disso, as fímbrias de P. gingivalis 

causam a associação de CXCR4 e TLR2, o que reduz a formação de NO pelos 

macrófagos, limitando sua capacidade microbicida, e induz a expressão do receptor 

de complemento 3, permitindo a entrada da bactéria no citoplasma (58). Além de 

não induzir o inflamassoma, P. gingivalis é capaz de suprimir o inflamassoma 

induzido por outros organismos, inibindo ao processamento de IL-1 β (59).  

A resposta a patógenos é feita principalmente por macrófagos, neutrófilos, e 

linfócitos, mas também por fibroblastos e células epiteliais. Os linfócitos se 

diferenciam em linfócitos T citotóxicos (CD8+) ou linfócitos T auxiliares (Th, 

CD4+)(60). Os linfócitos T CD4+ ingênuos (T0) se diferenciam em subpopulações 

Th1, Th2, Treg e Th17, de acordo com as condições ambientais, como apresentado 

na figura 1 (61). Enquanto a proteção contra agentes infecciosos extracelulares 
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provêm de anticorpos solúveis produzidos pelas células B em colaboração com 

células Th2 CD4, a proteção contra agentes intracelulares provêm de produtos 

tóxicos secretados por macrófagos e neutrófilos, cuja ativação depende de citocinas 

como IFN-γ produzido por células Th1 (62). Os linfócitos T regulatórios (Treg) estão 

relacionados com o controle homeostático da resposta imunoinflamatória 

periodontal, suprimindo a proliferação e produção de citocinas das células T 

efetoras, principalmente células Th1 e Th17 (62). O processo de diferenciação de 

Treg ocorre através na presença de TGFβ ativando o fator de transcrição FOXp3. As 

células Th17 sofrem processo de diferenciação na presença de TGFβ, IL-1β e IL-6 

resultando na ativação do fator de transcrição RORγt, e o aumento de TNF-α e IL-1β 

podem aumentar sinergicamente a diferenciação de células Th17. As células Th17 

induzem a produção de IL-17, que por sua vez induz à secreção de CXCL-8, 

quimiocina associada com o recrutamento de neutrófilos, e também produzem IL-21, 

IL-22, INF-γ e TNF-α (63). Por outro lado, algumas bactérias comensais podem 

manter a tolerância da mucosa in vivo pela geração de Treg, mas, sob estímulo 

inflamatório, estas células podem se diferenciar no subtipo efetor Th17, relevante 

para a defesa contra patógenos extracelulares (64). 

As respostas à microbiota residente na periodontite envolvem a indução de 

células T regulatórias (Treg), essenciais para a manutenção da homeostase (9). A 

co-evolução do sistema imune com a microbiota residente em mucosas levou a uma 

relação principalmente cooperativa e microrganismos comensais podem induzir a 

produção e recrutamento de células Treg na mucosa e são associados com 

resistência a doenças inflamatórias (65). As células Treg suprimem a resposta 

adaptativa por mecanismos dependentes do contato célula-célula ou pela secreção 

de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β (49). As células T reg também 

são as principais envolvidas na produção de IgA T-dependente contra antígenos 

derivados da microbiota no intestino e também tem papel relevante na doença 

periodontal (66). Estudos em modelos animais mostraram que a inibição de Treg 

leva a aumento da inflamação periodontal e reabsorção óssea em camundongos 

infectados experimentalmente com A. actinomycetemcomitans (67).  

 

Figura 1 - A polarização de linfócitos T auxiliares ingênuos (Th0) é dependente do ambiente (mediada 
por fatores indicados ao longo das setas) e cada subpopulação é caracterizada por um 
padrão de expressão gênica e apresenta funções específicas. As células Th1 produzem 
IFN-γ, IL-2 e TNFα, e são associadas a imunidade celular, por promoverem a ativação de 
macrófagos, citotoxicidade dependente de anticorpos e hipersensibilidade tardia. As 
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células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, e são associadas à resposta humoral, 
incluindo a imunidade das mucosas pela diferenciação e facilitação da síntese de IgA. As 
células T regulatórias (Treg) produzem IL-10, TGF β, baixos níveis de IFN γ, mas não IL-4. 
Estas regulam negativamente as células apresentadoras de antígeno e são associadas a 
homeostase. As células Th17 produzem IL-17, e sua expansão e sobrevivência é 
dependente de IL-23. 

 

 

Fonte: modificado de Gonzales; 2015 

 

 
Estudos recentes mostram que P. gingivalis W83 induz a estimulação de 

células dendríticas e monócitos que promovem a polarização de células Th17 (68). 

Além disso, foi demonstrado in vitro que o LPS de P. gingivalis induz a diferenciação 

de células Th17 (69).  Foi demonstrado também que a periodontite experimental 

induzida por ligadura levou ao aumento de Th17 e IL-17 no tecido gengival (70).  A 

indução da periodontite experimental com a inoculação oral de cepas de P. gingivalis 

também levou ao aumento da reabsorção óssea concomitante ao aumento de 

células Th17 nos linfonodos cervicais e no baço (71).  

O biofilme subgengival e seus produtos secretados têm contato direto com o 

ambiente vascularizado do conjuntivo gengival (39). Assim, bactérias orais podem 

cair na corrente circulatória, e colonizar sítios à distância, induzindo resposta em 

locais além do tecido gengival. Por exemplo, P. gingivalis e A. 

actinomycetemcomitans foram detectadas não somente nos tecidos gengivais, mas 

em sítios distantes como placas de ateroma em modelos experimentais de infecção 

oral por patógenos (72), como em humanos (73). 

Assim, consideramos que o modelo de periodontite experimental induzida por 

um consórcio bacteriano, como formado por P. gingivalis capsulada/não fimbriada e 

não capsulada/fimbriada, S. gordonii e P. intermedia e F. nucleatum é uma proposta 
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atraente para indução da doença periodontal experimental. A combinação de 

microrganismos em um consórcio microbiano para indução experimental da 

periodontite em animais visa otimizar a colonização da cavidade oral, induzir o 

processo inflamatório, selecionar as espécies inflamofílicas, levando à disbiose da 

microbiota oral e exercer efeito além da cavidade oral, pela capacidade de P. 

gingivalis colonizar sítios distantes (15,74) e alterar a permeabilidade da barreira 

intestinal (11), o que resultaria em maior inflamação sistêmica. Foi demonstrado em 

modelos experimentais que P. gingivalis altera a permeabilidade do epitélio do 

intestino, aumentando a translocação de produtos bacterianos como LPS, o que 

poderia contribuir com a maior resposta inflamatória (11). As bactérias inflamofílicas 

presentes na doença periodontal assim como os produtos inflamatórios decorrente 

desta infecção podem migrar para sítios à distância, como fígado, coração, placenta, 

intestino, podendo causar alteração na microbiota local e alterar o processo 

inflamatório levando a um quadro pró-inflamatório induzindo mudanças na resposta 

imune (11). 

Probióticos foram sugeridos como forma prevenção à periodontite, ou como 

adjuvante ao tratamento periodontal (76). No entanto, os resultados não foram 

conclusivos devido a heterogeneidade de resposta às cepas probióticas, diferenças 

na dose e na frequência de uso tanto em estudos clínicos como em modelos 

experimentais (76) 

Probióticos são definidos, de acordo com a Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação (FAO) e com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), como microrganismos vivos, principalmente bactérias, seguras para 

consumo humano e que, quando ingeridos em quantidades adequadas, têm efeitos 

benéficos à saúde (FAO, WHO, 2006). As cepas probióticas mais comuns são dos 

gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (77). 

Estudo com periodontite experimental induzida por ligadura em ratos mostrou 

que o uso do probiótico B. subtillis cepa CH201 levou a menor perda de osso 

alveolar (78). Em estudo posterior, o mesmo probiótico induziu redução de proteína 

quinase p38 mitogêno-ativada (MAPK) nos animais com ligadura, maior produção de 

osteoprotegerina, diminuindo a atividade de osteoclastos, embora os níveis de 

RANKL não tenham sido afetados. O probiótico também levou a alteração na 

morfologia do intestino, com maior profundidade das criptas no jejuno e duodeno 

(79). O mesmo grupo mostrou que a suplementação com probióticos do gênero 

http://www.fao.org/brasil/pt/
http://www.fao.org/brasil/pt/
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Bacillus (B. subtilis e B. licheniformis) reduziu a destruição do osso alveolar em 

animais com periodontite induzida por ligadura, mas este efeito foi observado 

também quando os animais receberam raspagem e aplanamento radicular (80). A 

terapia com aplicação oral de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) promoveu menor 

perda óssea e reduziu a inflamação em camundongos induzidos com periodontite 

experimental com P. gingivalis e F. nucleatum, mostrando efeito protetor significativo 

na perda óssea alveolar, que pode estar ligado a mudanças não apenas no 

microbioma oral mas também a alterações no microbioma intestinal (38). 

Probióticos do gênero Bifidobacterium também mostraram resultados 

encorajadores no controle da periodontite experimental induzida pela colocação de 

ligaduras em ratos. A administração tópica de Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

(B. lactis) HN019 na região subgengival, em animais com ligadura, promoveu 

redução da perda óssea alveolar, e da ativação de NF-κB e da produção de IL-1β, 

quando estes foram comparados aos animais controles que receberam apenas a 

ligadura. Além disso, o probiótico induziu maior produção de defensinas e 

osteoprotegerina no tecido gengival, e alterou a microbiota, induzindo maior 

proporção de Actinomyces e Streptococcus-like e menores proporções de Veillonella 

parvula, Capnocytophaga sputigena, Eikenella corrodens, e Prevotella intermedia-

like (81). B. lactis exerceu também efeitos anti-inflamatórios no epitélio por regular 

negativamente a produção de CXCL-8 e reduzir o número de osteoclastos em 

modelo de periodontite experimental com ligadura. Além disso, o grupo que recebeu 

tratamento periodontal convencional associado ao probiótico B. lactis apresentou 

níveis reduzidos de perda óssea alveolar, e o infiltrado inflamatório na região de 

furca foi mais restrito do que o observado no grupo apenas com tratamento 

periodontal convencional (82). 

Alguns estudos em humanos mostraram efeitos benéficos do uso de 

probióticos para o controle da gengivite. L. reuteri foi capaz de reduzir parâmetros 

clínicos de severidade de doença como sangramento a sondagem e inflamação 

gengival (83). O emprego de L. brevis (84) e L. salivarius (85) também promoveu a 

redução do índice gengival em humanos. Produtos como leite fermentado probiótico 

(86), chicletes contendo L. reuteri (87) e um produto comercial à base de L. reuteri 

(88) foram capazes de controlar a gengivite, reduzir citocinas pró-inflamatórias no 

fluido crevicular e inibir a formação de biofilme dental. Pastilhas contendo 

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 
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(BB-12) usadas por voluntários saudáveis por 4 semanas levaram a redução de 

índice de placa e índice gengival, sem alterar a composição da microbiota da saliva 

(89). O efeito de pastilhas contendo L. reuteri concomitante ao tratamento com 

raspagem e aplanamento radicular foi testado em estudo com 15 pacientes com 

periodontite crônica por grupo (probiótico e controle), acompanhados por 12 

semanas. As pastilhas probióticas promoveram redução nos níveis de P. gingivalis e 

P. intermedia na saliva e no biofilme em relação ao controle que recebeu apenas o 

tratamento mecânico, e o grupo com probióticos apresentou menor porcentagem de 

sítios com profundidade de sondagem ≥5mm após 12 semanas de 

acompanhamento (90).  

Os mecanismos de ação destes organismos benéficos incluem seu efeito 

direto, pela produção de bacteriocinas, ácidos e peróxidos que são tóxicos a vários 

patógenos; podem modificar o pH e o potencial de oxi-redução do meio, 

prejudicando o estabelecimento de agentes patogênicos; inibir a adesão e formação 

de biofilmes e interferir na resposta do hospedeiro promovendo a inibição da 

produção de metaloproteases e citocinas pró-inflamatórias ou modular a proliferação 

celular e a apoptose (77,91,92). L. lactis mostrou atividade antibacteriana in vitro, 

sendo capaz de inibir a concentração desses patógenos em 50%. Além disso, L. 

lactis inibiu de maneira dose-dependente a produção de IL-6 e TNF-α induzidas por 

LPS na linhagem monocítica THP-1 (93). 

Bifidobactérias apresentam propriedades antimicrobianas, agindo diretamente 

em P. gingivalis (94). Estudos realizados em nosso laboratório mostraram que cepas 

de Bifidobactérias e seus produtos são capazes de inibir a formação de biofilme 

misto formado por P. gingivalis cepas ATCC 33277 (fimbriada e não capsulada) ou 

W83 (afimbriada e capsulada), e Streptococcus oralis e S. gordonii. É interessante 

notar que esta atividade foi restrita à inibição do biofilme misto, e não à inibição do 

biofilme formado apenas pelos Streptococcus. Além disso, os probióticos foram 

capazes de regular a transcrição gênica, em alguns casos atenuando a expressão 

de fatores de virulência de P. gingivalis (Ishikawa et al., dados não publicados) . 

A atividade antimicrobiana de Bifidobactérias poder ser relacionada à 

produção de ácido lático (95). No entanto, os dados indicam que a inibição do 

biofilme misto contendo P. gingivalis foi observada também em produtos solúveis 

secretados pelas Bifidobactérias em mecanismo independente do pH (Ishikawa et al. 

dados não publicados).  
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P. gingivalis pode invadir células epiteliais e ultrapassar a barreira epitelial 

atingindo tecidos mais profundos. Quando no citoplasma das células, o patógeno 

explora diferentes vias que permitem a sua saída das células invadidas, propiciando 

a sua persistência nos tecidos gengivais (96). Dados obtidos pelo nosso grupo 

mostraram que probióticos são capazes de alterar a resposta de células epiteliais 

gengivais contra P. gingivalis, e inibir o processo de adesão e invasão do patógeno 

nestas células (97). P. gingivalis ATCC 33277 e W83 são capazes de reduzir a 

viabilidade de células epiteliais gengivais OBA-09, em 29,12%±9.90 e 30,02%±5,12, 

respectivamente. No entanto, entre as cepas de Bifidobacterium probióticas 

testadas, B. breve 1101A, B. bifidum 1622A, mas não B. longum 51A, B. longum 

infantis, B. lactis BB12 e B. pseudolongum 1191A foram capazes de prevenir a 

perda de viabilidade destas células após os desafios com P. gingivalis. Além disso, 

B. breve 1101A, B. bifidum 1622A, B. longum 51A, B longum infantis e B lactis BB12 

foram capazes de inibir a adesão de P. gingivalis a células epiteliais e todas as 

bifidobactérias testadas foram capazes de inibir o processo de invasão a estas 

células, embora a maior inibição tenha sido promovida por B. bifidum 1622A, B. 

longum infantis e B. lactis BB12. Os dados também mostraram que embora a 

eficiência da adesão das bactérias probióticas às células epiteliais seja baixa, a 

eficiência de adesão aumenta após desafio com P. gingivalis, sugerindo que a 

presença do patógeno poderia favorecer a colonização dos sítios orais por 

probióticos Bifidobactérias. Além disso, Bifidobactérias probióticas foram 

encontradas mesmo após o tratamento das células epiteliais infectadas com 

gentamicina, sugerindo que alguns probióticos testados podem invadir células 

epiteliais gengivais (B. longum infantis e B. lactis BB12), sendo este processo 

favorecido pelo desafio com P. gingivalis para B. bifidum 1622A.  

A produção de citocinas por células epiteliais gengivais desafiadas com P. 

gingivalis também foi alterada pelas cepas probióticas, sendo que B. bifidum 1622A 

foi capaz de reduzir drasticamente os níveis de IL-1β no sobrenadante, enquanto B. 

breve 1101A reduziu a síntese de TNF-α e CXCL-8 pelas células desafiadas com P. 

gingivalis. Esta redução promovida pelos probióticos foi acompanhada de redução 

na expressão de TLR4 por B. breve 1101A e B. bifidum 1622A. Dados preliminares 

in vitro sobre o efeito de probióticos Bifidobactérias sobre macrófagos estimulados 

com LPS de E. coli e desafiados com P. gingivalis ATCC 33277 mostraram também 

que B. breve 1101A regulou positivamente a expressão de TRL2, TRL4, NRLP3, IL-
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1β, CXCL-8 e TNFα quando comparado com controle apenas com macrófagos com 

estimulação e desafiado com P. gingivalis. 

Os dados obtidos in vitro são promissores, pois indicam que Bifidobactérias 

podem ser capazes de controlar a colonização por P gingivalis, por controlar a 

formação de biofilme, e a adesão a células epiteliais, e também agindo na 

modulação da resposta imune, por alterar a expressão de PPRs e a produção de 

citocinas associadas ao processo inflamatório.  

Para o uso clínico de probióticos, há necessidade do conhecimento das suas 

propriedades, com seleção do agente mais apropriado para cada quadro (98). A 

determinação das propriedades benéficas de uma cepa probiótica in vitro é apenas o 

primeiro passo para sua seleção, e os seus mecanismos devem ser determinados 

experimentalmente in vivo, sob diferentes estímulos. Portanto, para o presente 

estudo, foram selecionadas 2 cepas de Bifidobacterium, B. breve 1101A e B. bifidum 

1622A, que se mostraram mais promissoras e com comportamento distinto para o 

estudo em animais. As propriedades imunomodulatórias dos probióticos foram 

investigadas neste modelo in vivo, avaliando seu efeito sobre a doença periodontal 

induzida por consórcio microbiano em animais experimentaia. Assim, o objetivo do 

presente estudo foi determinar o efeito de cepas probióticas do gênero 

Bifidobacterium em modelo experimental de periodontite. 
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2 PROPOSIÇÃO 

Esse estudo visou determinar o potencial de duas cepas probióticas do 

gênero Bifidobacterium no controle da periodontite. 

2.1 Objetivos específicos 

O efeito da administração oral dos probióticos B. breve 1101A e B. bifidum 

1622A foi determinado em modelo experimental in vivo de periodontite, avaliando-

se:  

- Perda óssea alveolar por microCT,

- Ganho de peso,

- Perfil de citocinas séricas,

- Expressão de genes no tecido gengival que codificam receptores intra- e

extra-celulares e citocinas, 

- Níveis de P. gingivalis em amostras do biofilme, fígado, baço e conteúdo

intestinal, 

- Fenótipo de linfócitos T no tecido gengival, baço e linfonodos, pela

determinação da proporção de células Th17 e Treg. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Delineamento experimental 

Foram realizados ensaios in vivo, em camundongos C57BL/6, como 

apresentado na figura 3.1.1.  A periodontite experimental foi induzida após redução 

da carga microbiana, pela inoculação de um consórcio microbiano formado por P. 

gingivalis W83 e ATCC 33277, P. intermedia 17, S. gordonii DL1 e F. nucleatum 

ATCC 25586, cerca de 4 horas após a inoculação das cepas probióticas, visto que a 

proposta do presente estudo foi avaliar a possível influência dos probióticos na 

colonização oral pelas bactérias do consórcio microbiano, e, assim na prevenção e 

controle da doença periodontal. As cepas probióticas foram inoculadas uma vez/dia, 

por volta das 11h da manhã, durante todo o período experimental. As amostras do 

consórcio microbiano e de probióticos foram liofilizadas em condições padronizadas 

e recuperadas no dia da inoculação. Após 45 dias de período experimental, os 

animais dos grupos avaliados foram eutanasiados e obtidas às amostras e 

realizadas as análises. Foram avaliados a perda óssea alveolar na maxila, os níveis 

séricos de IL-10 e TNF-α, a expressão gênica em tecido gengival, a detecção de P. 

gingivalis, P. intermedia e F. nucleatum no biofilme oral, no fígado, no baço e nas 

fezes, e a proporção de células T reguladoras e Th17 no tecido gengival, baço, e 

linfonodos. 

Foram avaliados os seguintes grupos, formados por 8 animais cada (P: 

patógenos periodontais; B: bifidobactérias probióticas):  

1. SHAM: P-B- (inoculado com veículo do consórcio microbiano e veículo de

probióticos)

2. Controle positivo: P+B- (inoculado com consórcio microbiano e veículo de

probióticos)

3. Probiótico B. breve 1101A: P-B+ (1101) (inoculado com veículo do

consórcio microbiano e probiótico B. breve 1101A)
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4. Probiótico B. bifidum 1622A: P-B+ (1622) (inoculado com veículo do 

consórcio microbiano e probiótico B. bifidum 1622A) 

5. Periodontite + Probiótico B. breve 1101A: P+B+ (1101) (inoculado com 

consórcio microbiano e probiótico B. breve 1101A) 

6. Periodontite + Probiótico B. bifidum 1622A: P+B+ (1622) (inoculado com 

consórcio microbiano e probiótico B. bifidum 1622A) 

Os ensaios foram realizados 2 vezes, com exceção da análise de linfócitos, 

devido à quantidade de tecido gengival. Cada grupo foi formado por 8 animais, 

compreendendo o total de 48 animais/ensaio, sendo realizados dois ensaios 

independentes, totalizando 96 animais experimentais.  

 

Figura 3.1 -. Delineamento experimental do estudo 

 

 

Fonte: O autor 

 

Quatro dias de antibioticoterapia. 

Dois dias de aplicação oral de digluconato de clorexidina 2% em gel. 

Dois dias de washout. 

Quarenta e cinco dias de inoculação de 1x109 UFC/probiótico [B+(1101A) ou 

B+(1622A)] ou veículo (L-), com início no dia 0. 

Cinco dias de inoculação de consórcio microbiano (1011 UFC/ml de cada 

cepa) (P+) ou veículo (P-), com início no dia 2, totalizando 25 inoculações.  

   

Siglas:  

P- (Veículo do consórcio microbiano para indução de periodontite);  

P+ (Consórcio microbiano para indução de periodontite);  

B- (Veículo dos probióticos Bifidobacterium) 



43 

B+1101 - B. breve 1101A (Inóculo de probiótico B. breve 1101A) 

B+1622 - B. bifidum 1622A (Inóculo de probiótico B. breve 1622A) 

3.2 Considerações éticas 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/ 

ICB protocolo 111) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo (Anexo 111), e pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/ FO 

protocolo 19/2019) da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo 

(Anexo 113), em conformidade com a legislação vigente – Lei 11.794 de 8 de 

outubro de 2008 e Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009 e à luz dos princípios éticos 

em experimentação animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). 

3.3 Cepas Utilizadas e condições de cultura 

3.3.1 Amostras 

Foram utilizadas as cepas de bactérias probióticas Bifidobacterium breve 

1101A e Bifidobacterium bifidum 1622A, isolados de amostras de fezes de crianças 

saudáveis (99).  

Para os ensaios de interação microbiana foram empregados organismos orais 

de origem humana, na indução de periodontite experimental, P. gingivalis (ATCC 

33277, não capsulada e fimbriada, fimA I), P. gingivalis (W83 capsulada e não 

fimbriada), Prevotella intermedia (17) (32), F. nucleatum (ATCC 25586) (29) e S. 

gordonii (DL1) (100). 
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3.3.2  Condições de cultura 

 

 

Todas as cepas bacterianas foram mantidas em glicerol 20% em freezer em 

temperatura de -80°C. Alíquotas de 25µl de P. gingivalis W83, P. gingivalis ATCC 

33277, P. intermedia 17 (32), e F. nucleatum ATCC 25586 (29), foram inoculadas 

em placa de cultura de ágar sangue suplementado com hemina (10 mg/ml; Sigma-

Aldrich) e menadione (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) e incubadas em condições de 

anaerobiose em câmara de anaerobiose (85% N2, 5%H2 e 10% CO2) à 37ºC por 48 

horas.  

Para o organismo comensal S. gordonii. DL1 (100), alíquotas de 25µl estocadas 

a -80ºC foram inoculadas em placa de cultura de ágar infusão de cérebro e coração 

(BHI, BD; Becton; Dickinson and Company, Sparks; EUA) e as culturas incubadas 

em condição de microaerofilia (10% CO2) à 37ºC por 24-48 horas. 

Alíquotas de 25µl das amostras de probióticos, foram inoculadas em placas 

de ágar BSM (Sigma-Aldrich) e incubadas em condições de anaerobiose (85% N2, 

5%H2 e 10% CO2) à 37ºC por 24-48 horas. 

 

 

3.4 Obtenção das culturas para liofilização  

 

 

Optamos por realizar a liofilização das amostras na fase de cultura 

estacionária, portanto todas as bactérias utilizadas foram incubadas por um período 

de 16 a 18 horas. 

Após o crescimento das amostras de P. gingivalis, P. intermedia e F. 

nucleatum em placas de cultura, como descrito no item 3.3, as colonias foram 

transferidas para novas placas de cultura de ágar sangue e incubadas em 

anaerobiose (85% N2, 5%H2 e 10% CO2) à 37ºC por 24 horas. As colonias foram 

suspensas em 2 ml de meio de cultura caldo BHI e então foram inoculadas em caldo 

BHI (suplementado com 1mg hemina/ml e 0,1mg menadione/ml) e ajustada a 

densidade óptica inicial (DO600nm= 0,65 para P. gingivalis e P. intermedia, DO600nm= 

0,1 a 0,3 para F.nucleatum) em volume final de 50ml. As culturas foram incubadas 

em câmara de anaerobiose (85% N2, 5%H2 e 10% CO2) por 16 a 18 horas até atingir 
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DO600nm= 1 a 1,2 para P. intermedia e P. gingivalis, e a DO600nm= 0,7 a 0,8 para F. 

nucleatum. 

Após o crescimento de S. gordonii em placa de cultura como descrito no item 

3.3, as colonias foram transferidas para nova placa de cultura de BHI e então 

incubada em condições de microaerofilia (10% CO2, 85% N2 e 5% H2) à 37ºC por 24 

horas. Alíquotas de 25µl de cultura de S. gordonii foram transferidas para caldo BHI 

seguindo-se incubação por 16 a 18 horas. Após este período, as culturas foram 

ajustadas a DO600nm= 1 e diluídas 1:10 em volume final de 50ml. As culturas foram 

incubadas em 10% de CO2 (condição de microaerofilia) a 37ºC por 4h até atingir 

DO600nm= 0,8 a 0,9.  

Após o crescimento dos probióticos em placas de cultura como descrito no 

item 3.3, as colonias foram transferidas para novas placas de cultura de ágar BSM e 

incubadas em anaerobiose 85% N2, 5% H2 e 10% CO2) à 37ºC por 24 horas. 

Alíquotas de 25µl das culturas de probióticos foram inoculadas em 10 ml caldo de 

MRS seguindo-se incubação por 16 a 18 horas. Após este período, as culturas 

foram ajustadas a DO600nm = 1, diluídas 1:10 em volume final de 50ml de caldo MRS, 

seguindo-se incubação em anaerobiose. A cultura de B. bifidum 1622A foi incubada 

por 16h em anaerobiose e de B. breve 1101A por 8h.  

3.5 Liofilização 

As amostras foram então centrifugadas 3.700 rpm (2.464 Xg), 10 min em 

temperatura ambiente, e ressuspendidas em 500µl de solução para liofilização [leite 

desnatado Molico a 10% acrescido de 5% de glutamato de sódio (L-Glutamic acid 

monosodium salt hydrate, Sigma-Aldrich,Darmstadt, Alemanha), e 5% de solução de 

dithiothreitol (Sigma-Aldrich)]. Alíquotas de 100µl foram transferidas para criotubos e 

mantidas em freezer -80ºC. As amostras foram então liofilizadas utilizando o 

equipamento Freezone Triad Freezer Dryers (Labconco, Kansas, EUA) ajustado em 

-40ºC, sob vácuo. O material liofilizado foi armazenado em freezer -80ºC.
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3.6 Recuperação das amostras liofilizadas e determinação de UFC  

 

 

As amostras foram ressuspensas em caldo BHI (suplementado com 1mg 

hemina/ml e 0,1mg menadione/ml) por 6 horas e mantidas em câmera de 

anaerobiose, quando então foi realizada a determinação do número de organismos 

viáveis /criotubo. Para os probióticos, as amostras foram ressuspensas em caldo 

MRS, quando então foi realizada a determinação do número de organismos viáveis 

/criotubo. As suspensões bacterianas foram diluídas em série em PBS (pH 7,0) e 

alíquotas de 25µl foram inoculadas em triplicata na superfície de ágar sangue 

hemina/menadione para P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, ágar BSM para 

bifidobactérias e ágar BHI para S. gordonii. Após incubação em câmera de 

anaerobiose por 2-4 dias, as colônias foram contadas e o número de UFC/criotubo 

estimado. Este processo foi repetido a cada 2 meses para avaliação da manutenção 

do número de organismos viáveis/ criotubo. 

 

 

3.7 Animais e condições de manutenção 

 

 

Foram utilizados 96 camundongos da linhagem C57BL/6 SPF (Specific 

Pathogen Free), com 4 semanas de idade, mantidos no biotério de criação de 

camundongos do Depto de Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas, USP, 

em gaiolas com filtros microisoladores, acondicionados em estantes com ventilação, 

criados em condições livres de patógenos. Os animais foram divididos 

aleatoriamente em grupos, sendo 8 animais por grupo experimental. Foram 

realizados dois ensaios independentes. Os animais foram acompanhados 

observando-se o peso, perda de mobilidade e presença de lesões cutâneas. 
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3.8 Antibioticoterapia 

Para reduzir a microbiota residente, e favorecer a colonização por organismos 

isolados de humanos, os animais receberam 1mg de canamicina/ml (38, 101) e 1mg 

de amoxicilina/ml em água, durante 4 dias consecutivos. Nos últimos dois dias de 

tratamento com antibióticos, as cavidades orais dos camundongos foram lavadas 

com gluconato de clorexidina 2% em gel através de um microbrush (38, 101) 

(Peridex; Procter and Gamble). Foi respeitado um intervalo de 2 dias antes do início 

das inoculações com probióticos (3 dias antes do início das inoculações do 

consórcio microbiano).  

3.9 Inoculações do consórcio e dos probióticos 

3.9.1 Inóculo para indução de periodontite experimental 

As amostras liofilizadas de cada um dos microrganismos do consórcio 

microbiano [P. gingivalis (ATCC 33277), P. gingivalis (W83), P. intermedia (17), S. 

gordonii (DL1) e F. nucleatum (ATCC 25586)] foram recuperadas acrescentando 1ml 

de caldo infusão de cérebro e coração (BHI, BD; Becton; Dickinson and Company, 

Sparks; EUA) suplementado com hemina (10 mg/ml; Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Alemanha) e menadione (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), seguindo-

se incubação em condições de anaerobiose em câmara de anaerobiose (85% N2, 

5%H2 e 10% CO2) à 37ºC por 6 horas. Alíquotas de 50µl com 2x1012 UFC/ml de

cada bactéria foram adicionadas a 750µl de solução de PBS em 2% 

carboximetilcelulose  (LabSynth Produtos para laboratório, ltda, São Paulo, Brasil) 

(38,101). 
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3.9.2 Inoculação do consórcio microbiano para indução de periodontite 

experimental 

 

 

Os animais dos grupos P+ foram inoculados por 25 dias, sendo 5 

dias/semana durante as cinco primeiras semanas do ensaio. As inoculações foram 

realizadas através da administração do volume de 50µl contendo 1011 UFC/ml de 

cada bactéria, diretamente na cavidade oral dos animais com o auxílio da agulha de 

gavagem (figura 3.9.4.1). Animais controles inoculados apenas com veículo (PBS 

em 2% carboximetilcelulose) foram também avaliados. 

 

3.9.3 Inóculo das amostras de Probióticos  

 

As amostras liofilizadas de B. breve 1101A e B. bifidum 1622A foram 

ressuspensas em 1ml de caldo Lactobacilli MRS (BD; Becton; Dickinson and 

Company, Sparks; EUA). Alíquotas de 50µl contendo 2x1010 UFC/ml de cada uma 

das cepas probióticas foram adicionadas em 950µl PBS em 2% carboximetilcelulose 

(101). 

 

3.9.4 Inoculações das amostras de Probióticos 

 

Os animais dos grupos B+ foram inoculados 1X/dia, durante todo o período 

experimental (45 dias). As inoculações foram realizadas através da administração do 

volume de 50µl contendo 109 UFC/ml de cada bactéria (38), diretamente na 

cavidade oral dos animais com o auxílio da agulha de gavagem. Animais controles 

B-, inoculados apenas com veículo (PBS em 2% carboximetilcelulose), foram 

também avaliados. 
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Figura 3.2 -. Inoculação oral de camundongo C57BL/6 com auxilio de agulha de gavagem 

Fonte: O autor 

3.10 Obtenção das amostras 

Quarenta e cinco dias após a inoculação inicial com o consórcio microbiano, 

os camundongos foram anestesiados com uma associação de ketamina (Dopalen 

10%, Laboratório Vertbrands, Brasil) e xilazina (Ansedan 2%, Laboratório 

Vertbrands, Brasil), diluída em solução salina fosfatada PBS (8 g NaCl, 1 g KCl, 3,5 

g Na2HPO4 e 1 g KH2PO4) estéril, em proporções de 5,4% de ketamina, 8,6% de 

xilazina e 86% PBS estéril, administrada via intraperitoneal (300 µl por animal). 

Amostra de sangue foi obtida por punção intracardíaca, a fim de minimizar a 

contaminação, e os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. O 

sangue foi centrifugado a 461 Xg por 10 minutos e o soro armazenado a −80°C. 

Amostras de tecido gengival, foram coletadas, com auxilio de pinça das duas 

hemiarcadas da maxila, permitindo a remoção de todo o tecido gengival da 

superfície maxilar ao redor dos molares dos camundongos, segundo a técnica 

descrita por Mizraji (168). Parte do tecido gengival foi imediatamente transferida para 

solução de RNAlaterTM  Stabilization Solution (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

Vilnius, Lituânia), para análise da expressão gênica e armazenadas a -80°C, 
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Amostras do biofilme oral foram obtidas com auxílio de microbrush estéril passado 

10X na cavidade oral de cada animal. Também foram obtidos o fígado e o baço, 

além de conteúdo do intestino delgado e linfonodos cervicais, inguinais e braquiais. 

As amostras de biofilme oral, fígado, conteúdo intestinal e parte do baço e foram 

imediatamente transferidas para tampão TRIS EDTA, pH 8.0 (Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific, Vilnius, Lituânia). Parte do tecido gengival, parte do baço e os 

linfonodos foram imediatamente transferidos para meio de cultura de células RPMI 

1640 (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, EUA), como descrito no item 3.14, para 

determinação do fenótipo de células T. Após a remoção do tecido gengival, uma 

hemimaxila foi transferida para tubo contendo solução de formaldeído a 4% e assim 

mantida por 24 horas à temperatura ambiente, seguindo-se transferência para 

solução salina fosfatada -PBS (8g NaCl; 1g KCl; 3,5g Na2HPO4; 1g KH2PO4) e 

armazenamento a 4°C até a análise por microtomografia computadorizada. 

 

 

3.11  Microtomografia computadorizada (MicroCT) 

 

 

A perda óssea alveolar foi determinada usando um microtomógrafo 

(SkayScan 1176 versão 1.1, Bélgica) a 45kV de voltagem, 550uA de corrente, 

8,71µm tamanho do pixel, filtro de aluminío 0,2mm. As hemimaxilas foram 

escaneadas e as imagens analisadas calculando o volume ósseo (CTAnalyser soft- 

ware Version 1.15.4.0, Skyscan) da região que compreende a maxila entre a mesial 

do primeiro molar até a mesial do segundo molar (102,103). 

 

 

3.12  Determinação dos níveis de P. gingivalis em amostras de biofilme 

oral, fezes do conteúdo intestinal, fígado e baço  

 

 

A extração do DNA das amostras de biofilme oral, conteúdo intestinal (fezes), 

fígado e baço foi realizada com a utilização do kit Meta-G-Nome™ DNA Isolation - 

MGN0910 (Epicentre, EUA). com auxílio do Mini-BeadBeater (BioSpec 3110BX Mini-

BeadBeater-1 High Energy CellDisrupter) por 20 segundos, duas vezes. Após a 
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extração, a quantidade e qualidade do DNA foi estimada por espectrometria 

(Nanodrop ND1000 - Thermo Fisher Scientific Inc.). Os níveis de P. gingivalis foram 

determinados por PCR em tempo real, usando pares de primers específicos para P. 

gingivalis (5´-TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA ACC-3´ e 5´-ACG TCA CCA CCT 

CCT TC-3´) (104,105). A reação foi composta de 1µl de DNA da amostra (contendo 

10ng/µl de DNA), 5µl de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituânia); 0,25µl de cada primer (concentração final 

25pMol) e 3,5ul de água livre de RNAse (UltraPure™ DNase/RNase-Free Water, 

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A reação foi ajustada a 50º C / 2 

min., 95º C / 10 min., seguindo-se 40 ciclos a 95º C / 15 seg., 60ºC / 1min, em 

termociclador StepOne Plus (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA).  

A curva padrão foi obtida pela amplificação de 16SrRNA de P. gingivalis ATCC 

33277 em PCR convencional. A reação foi composta de 2,5µl (10X PCR buffer), 1µl 

(1,5mM de MgCL2, 0,7µl (100µl de cada dNTP), 0,3µl (0,3U Taq Polymerase, 1µl do 

DNA da amostra, 18,5µl água livre de RNAse (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA) e 0,5µl de cada primer (na concentração 12,5pMol). Após 

corrida eletroforética em gel de agarose em tampão Tris-Acetato-EDTA, a banda 

única foi excisada e o fragmento purificado com a utilização do kit Ilustra™ GFX™ 

PCR DNA (GE Healthcare, Amershan, UK).  O produto de DNA foi quantificado 

Qubit® (InvitrogenTM) e calculado o número de cópias de DNA de P. gingivalis 

utilizando o site: http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html. O produto de DNA foi diluído em 

série e utilizado nas concentrações entre 108 a 101 cópias na reação em tempo real, 

como descrito. Com base na equação da reta obtida com a curva padrão (eficiência 

~ 100%) foi realizado o cálculo para determinação do número de cópias de 

16SrRNA de P. gingivalis:  

Os dados foram relatados como número de cópias de 16SrRNA de P. 

gingivalis/µg de DNA de cada amostra.  

Nº de cópias= valor do CT-valor da intersecção entre os eixos x e y 

-(valor da inclinação da reta da curva padrão) 

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html
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3.13  Estudo da expressão gênica (RT-PCR) 

 

 

As amostras de tecido gengival foram submetidas à extração de RNA 

utilizando TRizol LS Reagente (Invitrogen Life Technologies), conforme instruções 

do fabricante com auxílio do Mini-BeadBeater (BioSpec 3110BX Mini-BeadBeater-1 

High Energy CellDisrupter) por 20 segundos, duas vezes. Foi utilizado 1,0 ml de 

TRizol por fragmento de tecido gengival. Após a incubação por 30 minutos, foram 

adicionados 100µl de clorofórmio (LabSynth – São Paulo/ Brasil), seguindo-se 

incubação por 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugação (12.000 xg/ 15 

minutos/ 4oC). O RNA na fase aquosa foi precipitado com isopropanol (LabSynth) e 

os sais removidos com lavagem por duas vezes com etanol (75%) (LabSynth). Após 

a secagem em temperatura ambiente, o RNA resultante foi ressuspendido em água 

livre de RNAse (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA/EUA), e tratado com desoxirribonuclease (AmbionTM 

DNase I, RNase-free, Life Technologies, Carlsbad, CA/EUA) por 15 minutos a 25oC. 

A enzima foi inativada pelo calor (65oC por 10 minutos) e o RNA foi quantificado por 

mensuração em espectrofotômetro 260 e 280nm (Nanodrop Technologies ND-1000- 

DE/ EUA) e então utilizado para a síntese de cDNA. 

A síntese da fita de cDNA foi realizada utilizando aproximadamente 100ng de 

RNA, com o uso do kit SuperScriptTM ViloTM Synthesis Kit para RT-PCR (Invitrogen 

Life Technologies), conforme as instruções do fabricante. Foram adicionados 4µl de 

5X VILOTM Reaction Mix, 2µl de 10X SuperScriptTM Enzyme Mix, 1µl de RNA 

(100ng/ml) e adicionado água para obter um volume total de 20µl da reação. Foram 

utilizados como controles: a) reação sem adição de RNA, b) com adição de RNA e 

sem adição de Super Script Enzime Mix. 

Após o ciclo inicial de 10 minutos a 25oC, a reação foi realizada por 1 hora a 

42oC e então o material foi submetido a 85oC por 5 minutos. O cDNA foi estocado a -

20°C até o momento do uso. 

O PCR quantitativo foi realizado em um termociclador StepOne Plus System 

(Applied Biosystems) para análise da expressão gênica. Foram utilizados primers e 

sondas comerciais Taqman (Applied Biosystem) para camundongos: tlr-2 

(Mm01213946_g1), tlr-4 (Mm00445273_m1), nlrp3 (Mm04210224_m1), il-1β 

(Mm00434228_m1) e tnf-α (Mm00443258_m1  e β-actin (Mm00607939_s1). Cada 
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reação foi realizada utilizando 0,5µl 20x TaqMan™ Gene Expression Assay 

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituânia), 5µl 2x PCR Master Mix 2x 

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituânia), 2µl de cDNA (100ng), 2,5µl 

água RNase free (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA/EUA). 

Nestes ensaios a quantificação relativa da expressão dos genes alvo foi feita 

pelo método do ΔΔCT, utilizando o gene β-actina como controle endógeno (106). 

3.14 Estudo das subpopulações de células T 

A caracterização das subpopulações de células T Treg e Th17, conforme 

estudos anteriores (107–109), foi realizada utilizando o tecido gengival removido da 

maxila direita, baço e linfonodos cervical, inguinal e braquial de todos os grupos 

experimentais. As amostras foram coletadas e imediatamente colocadas em meio 

RPMI 1640 (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com NaHCO3, 

penicilina/estreptomicina/gentamicina e 0,28  de enzima (Wunsch/ mL de liverase 

blendyme Cl, Pen Strep., Gibco by Life Technologies., New York; EUA). As células 

foram dissociadas utilizando o Kit Tumor Dissociation mouse (Miltenyi Biotec Inc., 

Auburn; EUA) de acordo com as recomendações do fabricante com auxílio do 

aparelho gentle MACSTM Octo Dissociator with Heaters (Miltenyi Biotec Inc., Auburn; 

EUA). As células T auxiliares foram determinadas por marcação fluorescente, 

seguida de análise de citometria de fluxo utilizando partículas de compensação 

como padrão interno (Anti.-Rat and Anti-Hamster Ig κ/Negative Control 

Compensation Peticles Set, BD Comp Beads, EUA) e anticorpos monoclonais 

comerciais (BD; Becton; Dickinson and Company, San Diego; EUA), diluídos 1:200, 

de acordo com as instruções do fabricante. As células mortas e debris celulares 

foram excluídos pela marcação com anticorpo Fixable Viability Stain 570. Para a 

citometria, alíquotas contendo 10µl de células de cada amostra foram coradas com 

azul de tripan e contadas no Countess™ Automated cell conter (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituânia). Cerca de 1-10X106 células foram 

transferidas para um tubo e marcadas para determinação da viabilidade celular, 
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utilizando o kit BD Horizon™ Fixable Viability Stain 570 (BD; Becton; Dickinson and 

Company, San Diego; EUA), seguindo-se incubação por 20 minutos a temperatura 

ambiente protegida da luz. As células foram lavadas com 1ml de FBS e precipitadas 

por centrifugação (250XG por 10 minutos/4oC). A marcação de linfócitos CD4+ foi 

realizada com anticorpos monoclonais para CD3 (APC-Cy™ 7 Rat Anti-Mouse CD3 

Molecular Complex), CD4 (FITIC Rat Anti-Mouse CD4), e CD45 (BV510 Rat Anti-

Mouse CD45) pela adição de 25µl de cada anticorpo diluído 1:200, seguindo-se 

incubação por 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A seguir, as 

células foram fixadas e permeabilizadas com auxílio do kit BD Pharmingen™ Mouse 

Foxp3 Buffer Set (BD; Becton; Dickinson and Company, San Diego; CA, EUA). As 

células foram suspensas em 1ml de FBS, centrifugadas a 500XG por 5 minutos e as 

células precipitadas foram fixadas com 1ml da solução de fixação durante 30 

minutos a 4ºC, sob proteção de luz. A permeabilização foi realizada pela adição de 

1ml da solução de permeabilização e manutenção por 30 minutos a 37ºC sob 

proteção de luz. Após lavagem das células com 1ml de FBS, as células foram 

precipitadas por centrifugação 500xg por 5 minutos, e ressuspensas em soluções 

com os anticorpos monoclonais para marcação de linfócitos Treg e Th17. Alíquotas 

de 25µl de cada anticorpo [Alexa Flour® 647Rat anti-MOUSE Foxp3 (Treg), e BV421 

Mouse Anti-Mouse RORγt (Th17)] diluídos 1:200O foram adicionadas às células, 

seguindo-se incubação overnight, a 4oC, ao abrigo da luz. As células foram 

centrifugadas e ressuspensas em 50µl de FBS e analisadas por citometria de fluxo, 

utilizando o citômetro BD FACSCanto™ II (BD; Becton; Dickinson and Company, 

San Diego;CA, EUA), e comprimento de onda adequado para cada fluoróforo.  

100.000 eventos foram reunidos em uma região de linfócitos vivos com base em 

padrões de dispersão frontal e lateral e analisados utilizando o programa FlowJo 

10.6 (BD; Becton; Dickinson and Company, San Diego; EUA). 

 

 

3.15  Determinação dos níveis de citocinas 

 

 

As amostras de soro foram analisadas quanto aos níveis de IL-10 e TNF-α 

através de ELISA, utilizando kit BD Opteia Mouse ELISA Set (BD; Becton; Dickinson 

and Company, San Diego; CA, EUA). Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 
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o anticorpo de captura para cada citocina e incubadas overnight a 4ºC. Após este

período, 100µl de amostras de soro de cada animal, em duplicata, diluído 1:5 em 

PBS, pH 7,0 foram adicionados aos poços. Uma curva padrão foi realizada para 

cada citocina com concentração inicial de 500 pg/ml, em diluição seriada (1:2). As 

placas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, e após este período 

adicionados 100µl do anticorpo de detecção (diluído 40:10000) Após incubação por 

1 hora em temperatura ambiente, foi realizada a revelação da reação pela adição de 

100µl da solução de substrato e manutenção por 30 minutos em temperatura 

ambiente, sob abrigo da luz, seguindo-se adição de 50µl de ácido sulfúrico para 

bloquear a reação. A cada etapa, os poços foram lavados com PBS-Tween (PBS pH 

7,0 acrescido de 0,5% tween 20, Sigma–Aldrich, Darmstadt, Alemanha). A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro (Microplate Manager® Software Version 5.2.1. Bio-

Rad Laboratories, INC. Hercules, EUA) ajustado no comprimento de onda de 

450nm.  

3.16 Análise estatística 

Os dados foram testados em relação a normalidade com teste estatístico 

Kolmogorov-Sminorv com correlação de Llilliefors e a homogeneidade de variâncias 

foi avaliada pelo teste F. Foi utilizado o teste ANOVA de sentido único seguido do 

teste de Comparação Múltipla de Tukey para análises estatísticas de dados normais. 

A significância estatística foi estabelecida em p<0,05. As análises foram realizadas 

utilizando-se o pacote estatístico GrahphPad Prisma® Versão 6.0 (Software 

GraphPad, La Jolla, CA, EUA). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Liofilização de probióticos e patógenos 

Os dados obtidos com culturas de P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, 

S. gordonii e dos probióticos liofilizados indicaram que as condições utilizadas foram

adequadas para a manutenção da viabilidade microbiana quando estes foram 

estocados em freezer a -80ºC por até 6 meses.  

Optamos por utilizar as culturas dos organismos orais liofilizados como 

inóculo visando oferecer as condições apropriadas para a colonização oral. Por isso 

as amostras bacterianas liofilizadas foram ressuspensas em caldo BHI e mantidas 

sob condições anaeróbicas a 37ºC por 6 horas.  

Os probióticos foram ressuspensos em meio de cultura, ajustada a 

concentração de acordo com o número de organismos viáveis/tubo de cada lote, 

para serem imediatamente usados como inóculo. Esta opção deveu-se ao uso 

comum de probióticos na sua forma liofilizada.  

O número de células viáveis por tubo foi avaliado e determinado o protocolo 

para a inoculações de maneira a permitir que 1X1011 UFC de cada microrganismo 

do consórcio e 1X109 UFC de cada probiótico fossem utilizados nos inóculos 

ressuspensos na solução de carboximeticelulose a 2% em PBS. Os dados da 

recuperação dos organismos orais variaram entre os lotes, mas foram utilizados os 

lotes que apresentavam 1020 e 1013 UFC/tubo de cada cepa. 

4.2 Efeitos colaterais e ganho de peso induzido pelos diferentes tratamentos 

O estudo in vivo foi realizado sem maiores intercorrências, não sendo 

observados efeitos colaterais dos diferentes tratamentos a que os animais foram 

submetidos como alteração na pelagem, alterações comportamentais ou de 

locomoção que indicassem comprometimento visível. Os dados de ganho de peso 

ao final dos ensaios de cada um dos grupos avaliados estão apresentados na figura 
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4.1, indicando um ganho de peso menor nos animais do grupo P+B+ (1101) 

comparado ao SHAM. Após a eutanásia, as amostras obtidas foram avaliadas 

quanto à perda óssea alveolar. 

 

 

Figura 4.1 - Média e desvio padrão do ganho de peso dos animais em gramas determinado pela 
diferença entre o peso final (após 45 dias de  experimentação) e inicial nos grupos 
submetidos aos diferentes tratamentos: SHAM (controle negativo: Veículo consórcio 
microbiano + Veículo Probiótico), P+B- (Consórcio Microbiano + Veículo Probiótico), P-
B+ (1101) (Veículo consórcio microbiano + Probiótico B. breve 1101A), P+B+ (1101) 
(consórcio microbiano + Probiótico B. breve 1101A), P-B+ (1622) (Veículo consórcio 
microbiano + Probiótico B. bifidum 1622A), P+B+ (1622) (consórcio microbiano + 
Probiótico B. bifidum 1622A). * Diferença estatisticamente significante em relação ao 
controle (SHAM), ANOVA, comparação Múltipla de Tukey, p <0,05%.  

 
 
 

 
Fonte: O autor 

 

 

 



59 

4.3 Perda óssea alveolar 

A análise da perda óssea alveolar foi realizada pela estimativa do volume 

ósseo na região que compreende mesial do primeiro molar até a mesial do segundo 

molar da maxila direita, como apresentado na figura 4.2. Os dados indicaram que o 

volume ósseo (pixels3) diferiu entre os grupos SHAM e P+B- e entre os grupos 

SHAM e P+B+ (1101) (ANOVA, p <0,05%), como mostrado na figura 4.3. Portanto, o 

modelo utilizado de indução de doença periodontal experimental foi efetivo, uma vez 

que a inoculação oral do consórcio microbiano foi capaz de induzir a perda óssea 

nos animais. O tratamento com probióticos não levou a redução do volume ósseo, 

não havendo diferença entre os grupos SHAM e P-B+, tanto para o grupo que 

recebeu B. breve 1101A quanto para B. bifidum 1622A. No entanto, o volume ósseo 

apresentado pelo grupo que recebeu o consórcio microbiano associado ao probiótico 

B. breve 1101A [P+B+ (1101)] foi menor que o observado no grupo SHAM,

indicando que este probiótico não foi capaz de controlar a perda do osso alveolar 

induzida pela inoculação com o consórcio microbiano. Por outro lado, o grupo que 

recebeu o consórcio microbiano associado ao probiótico B. bifidum 1622A [P+B+ 

(1622)] apresentou volume ósseo semelhante ao grupo SHAM, sugerindo que este 

probiótico foi capaz de controlar a perda óssea alveolar nos animais submetidos à 

periodontite experimental. No entanto, deve ser ressaltado que o volume ósseo 

deste grupo não diferiu do volume observado nos grupos P+B- e P-B+ (1622).  
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Figura 4.2 – Representação da área analisada (mesial do primeiro molar até a mesial do segundo 

molar da maxila direita) para mensuração do volume ósseo. Figura 4.2 A ilustra a 
análise para o grupo SHAM, figura 4.2 B para o grupo P+B-, figura 4.2 C para o grupo 
P-B+ (1101), figura 4.2 D para o grupo P+B+ (1101), figura 4.2 E para o grupo P-B+ 
(1622), e figura 4.2 F para o grupo P+B+ (1622). 

 

 
Fonte: O autor 
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Figura 4.3 - Dados de volume ósseo (média e desvio padrão) (pixels3) da hemi-maxila direita de 
camundongos C57BL/6 após 45 dias de diferentes tratamentos: SHAM (controle 
negativo: Veículo consórcio microbiano + Veículo Probiótico), P+B- (Consórcio 
Microbiano + Veículo Probiótico), P-B+ (1101) (Veículo consórcio microbiano + 
Probiótico B. breve 1101A), P+B+ (1101) (consórcio microbiano + Probiótico B. breve 
1101A), P-B+ (1622) (Veículo consórcio microbiano + Probiótico B. bifidum 1622A), 
P+B+ (1622) (consórcio microbiano + Probiótico B. bifidum 1622A). *Diferença 
estatisticamente significante em relação ao controle (SHAM), ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 

Fonte: O autor 
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4.4 Detecção de patógenos periodontais 

 

 

Para quantificação de P. gingivalis foi realizada a amplificação de 16SrRNA 

de P. gingivalis usando como DNA molde, o DNA extraído de amostras de biofilme 

oral, fezes, fígado e baço dos animais dos diferentes grupos. Os dados foram 

normalizados em relação aos valores de CT observados no grupo SHAM, como 

pode ser observado na figura 4.4.  Existem diferenças na capacidade da reação 

possivelmente pela qualidade do próprio DNA, oriundo de diferentes tecidos. Por 

isso, o negativo foi considerado para cada tipo de amostra distintamente. Pode ser 

observado que a inoculação oral do consórcio microbiano não induziu a colonização 

persistente da cavidade oral ou de diferentes orgãos dos camundongos C57BL/6 por 

P. gingivalis, visto que o intervalo entre a última inoculação e a eutánásia foi de 12 

dias. Por outro lado, os dados sugerem que a administração de B. brevis 1101A no 

grupo submetido também ao consórcio microbiano [P+B+(1101)] favoreceu a 

colonização por P. gingivalis no fígado. 
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Figura 4.4 - Número de cópias de DNA de P. gingivalis detectada por RT-qPCR. As amostras de DNA 
de biofilme oral (Figura 4.4 A), fezes (Figura 4.4 B), fígado (Figura 4.4.C) e baço (Figura 
4.4.D) dos grupos: SHAM (controle negativo: Veículo consórcio microbiano + Veículo 
Probiótico), P+B- (Consórcio Microbiano + Veículo Probiótico), P-B+ (1101) (Veículo 
consórcio microbiano + Probiótico B. breve 1101A), P+B+ (1101) (consórcio microbiano 
+ Probiótico B. breve 1101A), P-B+ (1622) (Veículo consórcio microbiano + Probiótico B.
bifidum 1622A), P+B+ (1622) (consórcio microbiano + Probiótico B. bifidum 1622A). As
amostras de foram obtidas do após a eutanásia, ao término do período experimental de
45 dias. * ANOVA - Comparação Múltipla de Tukey, p < 0,05P+B+ (1622) (consórcio
microbiano + Probiótico B. bifidum 1622A). As amostras de foram obtidas do após a
eutanásia, ao término do período experimental de 45 dias. *Diferença estatisticamente
significante em relação ao controle (SHAM), # diferença estatisticamente significante em
relação ao P+B-, ANOVA, comparação Múltipla de Tukey, p <0,05%

Fonte: O autor 
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4.5 Expressão gênica relativa no tecido gengival 

 

 

A análise da expressão gênica dos genes que codificam as citocinas pró-

inflamatórias IL-1 β e TNF- α revelou que a administração do consórcio microbiano 

não foi capaz de induzir a expressão destes genes no tecido gengival ao final do 

período experimental, 12 dias após a última inoculação, como apresentado na figura 

4.5. No entanto, a administração do probiótico B. breve 1101A foi capaz de induzir a 

expressão de il-1β no tecido gengival, isoladamente [P-B+(1101)] ou no grupo que 

recebeu a inoculação do consórcio microbiano [P+B+(1101)] (figura 4.5A). Contudo, 

a administração do consórcio (P+B-) parece regular negativamente tnf-α (não 

significante), observação corroborada pela redução da regulação positiva da 

transcrição relativa de tnf-α induzida por B. breve 1101A no grupo que recebeu o 

consórcio [P+B+(1101)] em relação ao grupo que recebeu apenas esta cepa 

probiótica [grupo P-B+(1101)]. Além disso, o probiótico B. bifidum 1622A não induziu 

a expressão de tnf-α ou il-1β quando usado isoladamente [P-B+(1622) similar ao 

SHAM], mas regulou positivamente tnf-α na presença do consórcio microbiano 

[P+B+(1622) maior que SHAM e que P+B-]   (figura 4.5B). 

Os dados da expressão de genes associados a receptores indicam que o 

probiótico B. breve 1101A induz a expressão de tlr2, mas esta regulação positiva foi 

suprimida pela inoculação com o consórcio microbiano. Por outro lado, ambos os 

probióticos regularam positivamente a expressão de tlr4, na ausência e presença do 

consórcio microbiano, enquanto nrlp3 foi regulado positivamente apenas pelo 

probiótico B. breve 1101A, e esta regulação positiva foi suprimida pelo consórcio 

microbiano, tanto na ausência (SHAM) como na presença de probióticos (figura 4.6). 
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Figura 4.5 - Expressão relativa dos genes il1-β (Figura 4.5 A) e tnf-α (Figura 4.5 B) por RT-qPCR em 
tecido gengival dos diferentes grupos: SHAM (controle negativo), P+ (inoculados com 
consórcio microbiano), P-B+ (1101) (inoculado com o probiótico B. breve 1101A), P+B+ 
(1101) (consórcio + probiótico), P-B+ (1622) (inoculado com o probiótico B.bifidum 
1622A) e P+B+ (1622) (consórcio + probiótico). As amostras foram obtidas do após a 
eutanásia, ao término do período experimental de 45 dias. *Diferença estatisticamente 
significante em relação ao controle (SHAM), # diferença estatisticamente significante em 
relação ao P+B-, ANOVA, comparação Múltipla de Tukey, p <0,05% 

Fonte: O autor 

A 
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Figura 4.6 - Expressão relativa dos genes tlr2 (Figura 4.6 A), tlr4 (Figura 4.6. B) e nlrp3 (Figura 4.6 C) 
por RT-qPCR em tecido gengival dos diferentes grupos: SHAM (controle negativo), 
P+B- (inoculado com consórcio microbiano), P-B+ (1101) (inoculado com o probiótico B. 
breve 1101A), P+B+ (1101) (consórcio + probiótico B. breve 1101A), P-B+ (1622) 
(inoculado com o probiótico B.bifidum 1622A) e P+B+ (1622) (consórcio + probiótico 
B.bifidum 1622A). As amostras foram obtidas após a eutanásia, ao término do período 
experimental de 45 dias. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle 
(SHAM), # diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, 
comparação Múltipla de Tukey, p <0,05% 

 

 

 

 

Fonte: O autor 

 

 

4.6  Estudo das subpopulações de células T  

 

 

Foram realizadas as análises das subpopulações de linfócitos T em tecido 

gengival, linfonodos e baço utilizando os anticorpos anti - CD4, CD3, CD45, FOXp3, 

e ROR-γt (BD; Becton; Dickinson and Company, Sparks; EUA) para os grupos 

SHAM (animais inoculados apenas com veículo), P+B- (animais inoculados apenas 

com o consórcio microbiano), P- B+(1101) (animais inoculados apenas com 

probiótico B. breve 1101 A), P+ B+(1101) (animais inoculados com consórcio de 

patógenos periodontais e probiótico B. breve 1101 A), P-B+(1622) (animais 

inoculados apenas com probiótico B. bifidum 1622 A), P+B+(1622) (animais 

inoculados com consórcio microbiano e probiótico B. bifidum 1622 A). Na estratégia 

utilizada para análises selecionamos a população de linfócitos, em seguida 

selecionamos as células vivas. Após a seleção da população utilizamos os filtros 

para determinar as células CD45+ CD3+ CD4+ (Figura 4.7), em seguida analisamos, 
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dentro da população duplo positiva para linfócitos Th, as células Treg  (FOXp3+ ) e 

Th17 (RORγt+). Pela escassez de tecido gengival, as amostras foram analisadas em 

pool do tecido gengival de 4 animais de cada grupo, sendo realizados 2 pools de 

células de 4 animais, totalizando a análise do tecido gengival de 8 animais. 

Observamos, em amostras de tecido gengival (figuras 4.8 e 4.9), que o 

consórcio microbiano [grupo P+B-] não induziu alteração na proporção de células 

Treg, ou Th17 em relação ao SHAM. Os grupos que receberam a cepa B.breve 

1101A na presença [P+B+ (1101)] e ausência do consórcio microbiano [P-B+ 

(1101)], mas não os grupos que receberam B. bifidum 1622A, apresentaram maior 

proporção de células Th17 em relação ao SHAM e ao grupo P+B-. Por outro lado, 

ambos os probióticos B. breve 1101A e B. bifidum 1622A [grupos P-B+ (1101), P+B+ 

(1101), P-B+ (1622) e P+B+ (1622)] não levaram alteração na frequência de Treg 

em relação SHAM e ao grupo P+B-.  

Em amostras de baço não houve diferença na frequência de Treg ou de Th17 

no grupo P+B- em relação ao SHAM (figura 4.10 e 4.11). Porém ambos probióticos 

inoculados sozinhos ou concomitantes ao consórcio microbiano [grupos P-B+ 

(1101), P+B+ (1101), P-B+ (1622) e P+B+ (1622)] levaram a uma redução na 

frequência de Treg e ao aumento na frequência de Th17 em relação ao SHAM e ao 

grupo P+B-. 

Não houve diferenças na frequência de Treg e Th17 para o grupo P+B- em 

amostras de linfonodos em relação ao grupo SHAM (figura 4.11 e 4.12). Ambos 

probióticos inoculados sozinhos ou concomitantes ao consórcio microbiano [grupos 

P-B+ (1101), P+B+ (1101), P-B+ (1622) e P+B+ (1622)] não levaram a alterações

nas frequências de Treg e Th17 em relação ao SHAM e ao grupo P+B-. 

Em resumo, a inoculação de B. breve 1101A isoladamente ou associado ao 

consórcio microbiano levou ao aumento de Th17 no tecido gengival e no baço, além 

disso, levou a uma redução de Treg no baço. Por outro lado, o probiótico B. bifidum 

1622A também induziu a redução de Treg e aumento da proporção de Th17 no 

baço, mas não alterou o fenótipo de Treg e Th17 no tecido gengival. 



68 

Figura 4.7 - Estratégia empregada para determinação das subpopulações de linfócitos em tecido 
gengival, baço, e linfonodos. Após a seleção dos linfócitos pelo tamanho e granulação 
(Figura 4.7 A), as células mortas e debris foram excluídas da análise (Figura 4.7 B). As 
células foram coradas para múltiplos marcadores de superfície para caracterizar 
linfócitos T auxiliares (CD45

+
 CD3

+
 CD4+) (Figuras 4.7 C, D e E), e determinada a 

população de linfócitos Treg (Figura 4.7 F) pela determinação da expressão do fator de 
transcrição p3 (FOXp3

+
 ) e de Linfócitos Th17 (Figura 4.7 G) pela expressão de  RORγt .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor 

 

A B 

C 
D E 

F G 



69 

Figura 4.8. Determinação da população Treg em tecido gengival de camundongos C57BL6 dos 
grupos controle (SHAM Figura 4.8 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com 
consórcio microbiano (P+B- figura 4.8 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) 
(animais inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.8 A c), P+ B+ 
(1101) (animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. 
breve 1101 A Figura 4.8 A d), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico 
B. bifidum 1622 Figura 4.8 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.8 A f). Em 4.7 A. Representação de um 
experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição.  Em figura 4.8 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (SHAM), # 
diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 

 
 
 
 

 

 

Fonte: O autor 
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Figura 4.9. Determinação da população Th17 em tecido gengival de camundongos C57BL6 dos 
grupos controle (SHAM Figura 4.9 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com 
consórcio microbiano (P+B- Figura 4.9 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) 
(animais inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.9 A c), P+ B+ 
(1101) (animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. 
breve 1101 A Figura 4.9 A f), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico B. 
bifidum 1622 Figura 4.9 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.9 A f). Em 4.8 A. Representação de um 
experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição.  Em figura 4.9 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (SHAM), # 
diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 
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Figura 4.10. Determinação da população Treg em baço de camundongos C57BL6 dos grupos 
controle (SHAM Figura 4.10 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com consórcio 
microbiano (P+B- Figura 4.10 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) (animais 
inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.10 A c), P+ B+ (1101) 
(animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. breve 
1101 A Figura 4.10 A d), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico B. 
bifidum 1622 Figura 4.10 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.10 A f). Em 4.9 A. Representação de 
um experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição.  Em figura 4.10 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (SHAM), # 
diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

Fonte: O autor 
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Figura 4.11. Determinação da população Th17 em baço de camundongos C57BL6 dos grupos 
controle (SHAM Figura 4.11 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com consórcio 
microbiano (P+B- Figura 4.11 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) (animais 
inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.11 A c), P+ B+ (1101) 
(animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. breve 
1101 A Figura 4.11 A d), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico B. 
bifidum 1622 Figura 4.11 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.11 A f). Em 4.10 A. Representação de 
um experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição.  Em figura 4.11 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (SHAM), # 
diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 
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Figura 4.12. Determinação da população Treg em linfonodo de camundongos C57BL6 dos grupos 
controle (SHAM Figura 4.12 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com consórcio 
microbiano (P+B- Figura 4.12 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) (animais 
inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.12 A c), P+ B+ (1101) 
(animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. breve 
1101 A Figura 4.12 A d), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico B. 
bifidum 1622 Figura 4.12 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.12 A f). Em 4.11 A. Representação de 
um experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição.  Em figura4.12 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. Não há diferenças estatísticas entre os grupos -, ANOVA, comparação Múltipla 
de Tukey, p <0,05%. 

Fonte: O autor 

A B 
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Figura 4.13. Determinação da população Th17 em linfonodo de camundongos C57BL6 dos grupos 
controle (SHAM Figura 4.13 A a) e dos grupos submetidos a inoculação com consórcio 
microbiano (P+B- Figura 4.13 A b) e tratados com os probióticos  P- B+ (1101) (animais 
inoculados apenas com probiótico B. breve 1101 A Figura 4.13 A c), P+ B+ (1101) 
(animais inoculados com consórcio de patógenos periodontais e probiótico B. breve 
1101 A Figura 4.13 A d), P-B+ (1622) (animais inoculados apenas com probiótico B. 
bifidum 1622 Figura 4.13 A e), P+B+ (1622) (animais inoculados com consórcio 
microbiano e probiótico B. bifidum 1622 Figura 4.13 A f). Em 4.12 A. Representação de 
um experimento para determinação da subpopulação de linfócitos T reg (Foxp3+). A 
porcentagem de células expressando o fator de transcrição Foxp3 e mostrada em cada 
condição. Em figura 4.13 B. Expressão de linfócitos T reg (Foxp3+) a partir dos dados 
obtidos com análises em dois ensaios, cada um formado com tecido gengival de três 
animais. Não há diferenças estatísticas entre os grupos -, ANOVA, comparação Múltipla 
de Tukey, p <0,05%. 
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4.7 Determinação dos níveis séricos de citocinas 

A análise de citocinas séricas por ELISA revelou que não há diferenças nos 

níveis de IL-10 entre animais dos grupos SHAM e P+B-. No entanto, diferindo do 

esperado, os probióticos induziram redução nos níveis desta citocina 

imunoregulatória, particularmente naqueles grupos inoculados também com os 

patógenos (Figura 4.15). Por outro lado, não houve diferença nos níveis séricos de 

TNF-α entre os grupos (Figura 4.15).  

Figura 4.14 - Nível sérico de IL-10 avaliado em amostras de soro, por ELISA, dos diferentes grupos: 
SHAM (controle negativo), P+ (inoculados com consórcio microbiano), P-B+ (1101) 
(inoculado com o probiótico B. breve 1101A), P+B+ (1101) (consórcio + probiótico), P-
B+ (1622) (inoculado com o probiótico B.bifidum 1622A) e P+B+ (1622) (consórcio + 
probiótico). As amostras foram obtidas do após a eutanásia, ao término do período 
experimental de 45 dias. *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle 
(SHAM), # diferença estatisticamente significante em relação ao P+B-, ANOVA, 
comparação Múltipla de Tukey, p <0,05% 

Fonte: O autor 
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Figura 4.15 - Nível sérico de TNF-α avaliado em amostras de soro, por ELISA, dos diferentes grupos: 

SHAM (controle negativo), P+ (inoculados com consórcio microbiano), P-B+ (1101) 
(inoculado com o probiótico B. breve 1101A), P+B+ (1101) (consórcio + probiótico), P-B+ 
(1622) (inoculado com o probiótico B.bifidum 1622A) e P+B+ (1622) (consórcio + 
probiótico). As amostras foram obtidas do após a eutanásia, ao término do período 
experimental de 45 dias. Não há diferenças entre os grupos, ANOVA, comparação 
Múltipla de Tukey, p <0,05% 

 
 

 
 
 
 Fonte: O autor  
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5 DISCUSSÃO 

No presente estudo, optamos por utilizar um modelo de periodontite 

experimental induzida por um consórcio bacteriano de isolados humanos, formado 

por P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia e S. gordonii. Como P. gingivalis é um 

colonizador tardio do biofilme dental, considera-se que a colonização com outros 

microrganismos favoreceria a colonização pelo patógeno (32). 

O emprego de camundogos C57BL/6 infectados por via oral com P. gingivalis 

é um modelo atualmente utilizado em vários estudos. A periodontite experimental 

promovida por P. gingivalis foi demonstrada por vários métodos, como o uso de 

ligadura infectada com P. gingivalis (110–115), o uso de produtos de P. gingivalis 

como a gingipaína (116) ou LPS, e o uso de células vivas de P. gingivalis (38,117–

120). Optamos por utilizar células vivas de P. gingivalis, pois os dados prévios de 

nosso grupo demonstraram que os probióticos inibem a adesão e invasão de P. 

gingivalis em células epiteliais (97), afetam a formação de biofilme de P. gingivalis e 

alteram a expressão de fatores de virulência (ISHIKAWA et al. dados não 

publicados). Além disso, o modelo empregado se aproximaria mais da realidade, 

onde o patógeno coloniza a cavidade oral, e desenvolve a periodontite em ação 

sinérgica com outros microrganismos (121). 

Nossos dados mostraram que o modelo proposto para a indução da doença 

periodontal em animais foi eficiente para induzir reabsorção do osso alveolar com 

perda de cerca de 20% do volume ósseo nos animais inoculados com o consórcio 

de patógenos periodontais, corroborando com os dados presentes na literatura onde 

a inoculação oral com patógenos periodontais como P. gingivalis e F. nucleatum 

levaram a perda óssea em camundongos (38), assim como a inoculação de P. 

gingivalis apenas (36,122). Outros estudos de indução da doença periodontal 

experimental adicionam ao consórcio microbiano P. intermedia (123) e S. gordonii 

(111,124). Em estudo recente neste laboratório, a infecção oral experimental por P. 

gingivalis fimbriada, associada a P. intermedia17, que apresenta alta capacidade de 

agregação a P. gingivalis in vitro (32), induziu maior destruição periodontal em 

camundongos C57BL/6 do que quando uma das espécies foi inoculada 

separadamente (SIMIONATO, et al., dados não publicados).  
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No presente estudo, a análise de P. gingivalis em biofilme dental não revelou 

a presença de P. gingivalis. Estes dados sugerem que a colonização persistente por 

P. gingivalis não foi atingida na cavidade oral dos animais. Além disso, esta espécie 

não foi detectada nas fezes ou no baço. Porém, os dados sugerem que o probiótico 

B. breve 1101A favoreceu a colonização de P. gingivalis no fígado. A saliva 

deglutida por pacientes com periodontite contem cerca de 109 bactérias / ml, em 

1,0-1,5 L / dia, perfazendo um total superior a 1012 bactérias / dia (117). 

Organismos orais são deglutidos e poderiam ultrapassar a barreira intestinal, sendo 

transportados via hematogênica dentro de células imunes e assim como causar 

alterações inflamatórias a distância (125). Além disso, a exposição a patógenos no 

interior da bolsa periodontal pode propiciar as condições para a disseminação 

microbiana via hematogênica. Estudos experimentais prévios mostraram que a 

administração oral de P. gingivalis foi capaz de causar alterações na expressão 

gênica e níveis de citocinas no fígado (120,126), além de induzir aumento da 

concentração de lipídios em hepatócitos e aumento nos níveis de triglicérides (117). 

Apesar disso, a literatura mostra que não há diferenças significativas no microbioma 

do fígado entre os animais inoculados e controle não infectados (127). A colonização 

persistente do intestino por P. gingivalis, por outro lado, não foi ainda relatada. P. 

gingivalis foi detectado no conteúdo jejunal, ileal, e colônico em períodos até 16 

horas após uma única administração oral do microrganismo, mas não após 24 

horas em um estudo de 5 semanas (117). Outros estudos também indicaram que 

P. gingivalis não é encontrado nas fezes dos animais infectados oralmente com este 

microorganismo (120,127).  

A maioria dos estudos utilizando modelos animais não mostra um alto nível de 

colonização persistente por P. gingivalis na cavidade oral, e ainda não há um 

protocolo padronizado que propicie esta colonização similar ao que ocorre no 

homem. A diferença mais dramática no protocolo entre nossos dados e outros 

estudos reside no período entre a última inoculação e a eutanásia. Em muitos 

estudos, este período não é superior a um dia (117,120), mas existem relatos de 2 

semanas (128). O número de inoculação diárias varia de 1 (120) a três vezes ao dia 

(128), e os intervalos entre as inoculações variam consideravelmente, de 

inoculações diárias (129) a 2 vezes por semana (117). No entanto, embora a perda 

óssea e os parâmetros imunológicos tenham sido observados nesses estudos, os 
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níveis de colonização por P. gingivalis não foram relatados 

(38,113,114,117,120,128,130).  

O presente modelo de indução de periodontite é ainda pouco estudado, e 

apresenta muitas diferenças em relação a outros modelos, particularmente aqueles 

que utilizam ligadura, por um curto espaço de tempo. O modelo por ligadura propõe 

indução da doença periodontal por meio do acúmulo de bactérias em torno do fio 

utilizado na ligadura (131), e o acúmulo microbiano leva a reabsorção óssea alveolar 

e alterações no sistema imune, em 7 a 14 dias, sendo o reparo observado após a 

remoção da ligadura.  

P. gingivalis não é capaz de colonizar animais livres de germes  indicando a

necessidade de uma microbiota residente para estabelecer a doença (117).  Por 

outro lado, vários estudos relataram que a reabsorção óssea alveolar foi obtida 

quando os animais receberam tratamento antimicrobiano antes da infecção 

(38,118,119,132), indicando a resiliência da microbiota residente ao agente 

microbiano exógeno. Os mecanismos de probióticos para reduzir a perda óssea 

alveolar em camundongos com periodontite experimental ainda não estão bem 

elucidados. Um estudo recente, mostrou que o grupo de camundongos com 

periodontite induzida por inoculação oral de P. gingivalis e o probiótico L. salivarius 

apresentou menor perda óssea alveolar do que os controle com periodontite (120). 

Outros estudos, realizados em ratos com doença periodontal induzida por ligadura 

sugerem que cepas probióticas de B. animalis foram capazes de reduzir a perda 

óssea nestes animais, além de reduzir os níveis de IL-1β e RANK-L no tecido 

gengival e aumentar os níveis de IL-10 e OPG nos animais com doença periodontal 

inoculados com probióticos (81,82).  

No presente estudo foi realizada a análise da expressão gênica em tecido 

gengival entre os grupos avaliados (SHAM, controle positivo, probiótico B. breve 

1101A, probiótico B. bifidum 1622A, periodontite + probiótico B. breve 1101A, 

periodontite + probiótico B. bifidum 1622A), avaliando-se a expressão de citocinas 

próinflamatórias e de receptores para PAMPS.  

IL-1β e IL-18 diferem das demais citocinas pro-inflamatórias, porque são 

expressas como pro‐IL‐1β e pro‐IL‐18, e devem ser processadas por caspase 1 para 

serem convertidas em citocinas maduras. A ativação de caspase 1 é dependente da 

ativação de inflamassoma, um complexo composto pela caspase 1, pelo receptor 

intracitoplasmático NRL e por uma proteína adaptadora ASC. A ativação dos 
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inflamassomas pode ter um papel benéfico, colaborando com a manutenção da 

homeostase, e é relevante no controle de patógenos (133,134), mas a desregulação 

da ativação dos inflamassomas pode levar à exacerbação de sintomas em doenças 

infecciosas e é relacionada à patogênese de doenças autoimunes e inflamatórias 

(135). Na periodontite, a destruição dos tecidos é associada à regulação positiva de 

receptores associados ao inflamassoma como NRLP3 e AIM2 (55), e da expressão 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e IL-17 (54). Por outro lado, a 

capacidade de ativação de inflamassoma por P. gingivalis é ainda controversa. 

Enquanto alguns estudos indicam que o organismo induz inflamassoma dependente 

de NLRP3 e AIM2 (136), outros dados indicam que P. gingivalis é capaz de inibir a 

indução do inflamassoma, induzido por outros microrganismos como F. nucleatum, o 

que consistiria em um importante fator de evasão das defesas deste 

periodontopatógeno (59). Estes dados contraditórios se relacionam a diferentes 

produtos de P. gingivalis. Estudo in vitro mostrou que produtos secretados por P. 

gingivalis são capazes de induzir o inflamassoma, mas gingipaínas são capazes de 

degradar caspase 1 ativa, inativando os inflamassomas. Além disso, estas proteases 

também degradam outros produtos como IL-1β madura e TNF-α (137). Por outro 

lado, a monoinoculação de P. gingivalis foi capaz de induzir a expressão de pro-IL-

1β, pro-IL-18, e RANKL, e de ativar o inflamassoma NRLP3 dependente em tecido 

gengival, em modelo experimental murino (138). Em macrófagos humanos da 

linhagem THP-1, a síntese de IL-1β é 10X maior quando estas células, ativadas ou 

não com LPS de E. coli, são infectadas pela cepa W83 do que pela cepa ATCC 

33277. No presente estudo, ambas as cepas de P. gingivalis foram utilizadas, 

procurando mimetizar o que ocorre no homem, onde foi demonstrada a colonização 

por múltiplas cepas deste patógeno (104,139).  

Os nossos dados sugerem que, apesar da perda óssea observada no grupo 

P+B-, não foi observado ao final do período experimental, o aumento da expressão 

de il-1β nem de tnf-α neste grupo em relação ao controle. No presente estudo foram 

inoculadas duas cepas de P. gingivalis, W83 e ATCC 3377, que apresentam 

diferenças nos mecanimos associados a virulência. Estudo anterior relatou que a 

cepa W83 não foi capaz de regular positivamente a expressão relativa de TNF-α e 

IL-1β no tecido gengival de camundongos (120). Por outro lado, nossa observação 

pode ser devida à finalização do uso do consórcio microbiano 12 dias antes da 

eutanásia, mas também poderia representar um controle exercido por P. gingivalis, 
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cuja serino-fosfatase serB degrada componentes associados a ativação da via do 

NF-kappaB (125).  

Por outro lado, nossos dados indicam que o probiótico B. breve 1101A foi capaz 

de regular positivamente a expressão de il1-β e tnf-α no tecido gengival (Figura 4.4), 

e que esta regulação positiva foi observada mesmo no tecido gengival dos animais 

que receberam o consórcio microbiano. Estes dados estão de acordo com dados 

prévios de nosso grupo em que B. breve 1101A, mas não B. bifidum 1622A induz a 

expressão de il-1β e tnfα  em macrófagos ativados com PMA ou com P. gingivalis 

ATCC 33277 ou P. gingivalis W83. Outras cepas probióticas, como L. salivarius 

também são capazes de aumentar os níveis de il1-β e de não alterar os níveis de 

tnf-α (120). Além disso, estudos utilizando a cepa probiótica B. animalis 

demonstraram níveis elevados de IL1-β em amostras de tecido gengival de ratos 

com doença periodontal induzida por ligadura (81,82). Deve ser destacado, no 

entanto, que nestes estudos não houve a inoculação de P. gingivalis, cujas 

gingipaínas são capazes de degradar estas citocinas(140–142). Assim, os dados 

aqui demonstrados de que B. breve 1101A levou a regulação positiva de il-1β e de 

nrlp3 nos tecidos gengivais são consistentes, e sugerem que esta cepa é capaz de 

ativar o inflamassoma. Além disso, a adição do consórcio contendo as duas cepas 

de P. gingivalis foi capaz de reduzir a expressão de il-1β induzida pelo probiótico. No 

entanto, apenas com a análise dos níveis desta citocina nos tecidos gengivais, além 

da análise em outros períodos experimentais, como imediatamente após o término 

das inoculações com o consórcio, conclusões definitivas poderão ser obtidas.  

A análise da expressão de genes codificando receptores TLR no tecido 

gengival dos animais dos diferentes grupos revelou regulação positiva na expressão 

de tlr2 induzida pelo probiótico B. breve 1101A, e regulação positiva de tlr4, 

principalmente nos grupos que receberam consórcio microbiano e probióticos 

(Figura 4.6) .  

TLR4 é capaz de reconhecer o LPS de bactérias Gram negativas, em 

conjunto com o CD14 e MD2 (49). No entanto, o LPS de P. givalivalis ativa TLR2 e 

não o TLR4, como a maioria dos LPS de organismos Gram negativos (125,143). Por 

outro lado, outros estudos revelam que embora FimA, a fímbria principal, e o LPS de 

P. gingivalis possam ser reconhecidos por TLR2 (144), as células vivas são

reconhecidas por TLR2 e TLR4 (57,145,146). Um estudo recente (147) mostrou 
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também o reconhecimento de FIMA por TLR4, e que este desencadeia a cascata de 

produção de mediadores inflamatórios como TNF-α, IL-6 e metaloproteases.  

TLR2 reconhece peptidoglicano e ácido lipoteicóico, que estão presentes na 

membrana celular das bactérias Gram-positivas como Lactobacillus e 

Bifidobacterium (148). Consequentemente, camundongos deficientes em TLR2 são 

altamente sensíveis à infecção por bactérias Gram-positivas como Staphylococcus 

aureus (149). O mecanismo pelo qual o TLR2 reconhece uma variedade de 

componentes bacterianos pode ser parcialmente representado pela associação do 

TLR2 ao TLR1 e TLR6 (150,151). O reconhecimento por TLR2 via MyD88 leva a 

produção de TNF-α através da ativação da via NF-κB (152). Estudos recentes 

mostram que a combinação de probiótico L. acidophilus e B. animalis subsp. lactis 

leva ao aumento na expressão de TLR2 em células de colón humano (153). Cepas 

probióticas são capazes de regular positivamente a produção de CXCL-8 via 

reconhecimento do ácido teicóico por TLR2, levando a ativação de NF-κB em 

macrófagos humanos (154) 

TLR4 é detectado no tecido gengival em queratinócitos e fibroblastos sendo 

que a expressão de TLR4 no epitélio gengival atinge seus níveis mais baixos no 

epitélio juncional (155). Patógenos periodontais são capazes de alterar a sinalização 

celular por meio de receptores TLR e consequentemente alterar o perfil inflamatório 

do hospedeiro. É interessante notar que a capacidade de ativar TLR2 ou TLR4 e de 

antagonizar a ativação de TLR4 difere entre amostras de biofilme subgengival de 

pacientes com periodontite crônica e controles com periodonto saudável, sendo que 

o biofilme associado à saúde é antagonista a TLR4 enquanto o associado a doença 

foi agonista deste receptor (156). Foi demonstrado que P. gingivalis é capaz de 

alterar a expressão de TLR2 e TLR4 em outras condições sistêmicas como a 

aterosclerose associada a doença periodontal. Animais inoculados com P. gingivalis 

regulam positivamente a expressão desses receptores em amostras de aorta, 

demonstrando mais uma vez o efeito a distância a P. gingivalis e sua capacidade de 

regular a expressão de genes associados com a resposta inflamatória (126). P. 

gingivalis é capaz de alterar a sinalização por meio do receptor TLR2 em neutrófilos, 

alterando a sua capacidade fagocítica e assim promovendo a sobrevivência do 

patógeno no hospedeiro (57). Portanto, seria esperado aumento da expressão de 

TLR4 nos grupos inoculados com consórcio de patógenos periodontais, como 

observado (Figura 4.6). No entanto, observamos um aumento ainda mais expressivo 
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na expressão de tlr4 nos grupos inoculados com o consórcio microbiano e os 

probióticos B. breve 1101A, ou B. bifidum 1622A. Assim, o aumento da expressão 

de tlr4 no tecido gengival de animais que receberam o consórcio microbiano 

induzido pelos probióticos poderia favorecer o reconhecimento dos patógenos, 

favorecendo em um primeiro momento a destruição tecidual, mas por outro lado esta 

regulação poderia favorecer a eliminação dos patógenos.    

Quando comparados os dados de expressão gênica nos animais com dados in 

vitro produzidos no mesmo laboratório, pudemos observar que tanto o probiótico B. 

breve 1101A quanto o probiótico B. bifidum 1622A foram capazes de reduzir a 

adesão e a invasão de P. gingivalis em células epiteliais, assim como foram capazes 

de reduzir a formação de biofilme multiespécie (formado por P. gingivalis, S. gordonii 

e S. oralis). Os dados de expressão gênica mostraram que em co-cultivo de P. 

gingivalis com os probióticos foram capazes de aumentar a expressão de il1-β, tnf-α, 

tlr2, tlr4 em células epiteliais (97). Porém em todas as análises, foram observadas 

diferenças na ativação do sistema imune e no efeito dos probióticos em relação a 

cepa alvo de P. gingivalis.  

Probióticos do gênero Lactobacillus e do gênero Bifidobacterium são capazes 

de produzir ácido lático que estimula a expressão de TLR4, mas não alteram a 

expressão de TLR2 em macrófagos humanos (157). Por outro lado quando testado 

em células tronco gengivais, os probióticos do gênero Lactobacillus induziram 

aumento na expressão de TLR2 e TLR4 quando co-cultivadas com as células, 

enquanto na presença de P. gingivalis houve uma redução da expressão de TLR2 e 

TLR4 (158). Nossos dados apontam que o B. breve 1101A é capaz de aumentar a 

expressão de TLR2 quando inoculado isoladamente, sugerindo que possa ser 

devido a ação de produção de ácido lático, porém este comportamento não é 

observado para a cepa B. bifidum 1622A. Em contrapartida ambos probióticos 

quando inoculados com o consórcio microbiano induziram aumento na expressão de 

TLR4, sugerindo uma ação sinérgica do LPS bacteriano e o ácido lático produzido 

pelos probióticos.  

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa semi-específica e 

fornece a resposta inicial do hospedeiro a lesões teciduais, traumas e patógenos 

(159). A imunidade inata ativa a imunidade adaptativa e ambas agem altamente 

reguladas juntas para estabelecer e manter a homeostase tecidual. Qualquer 

desregulação dessa interação pode resultar em inflamação crônica e auto-imunidade 
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e é considerada uma das principais causas associadas ao início e progressão de 

doenças inflamatórias mediadas por imune altamente prevalentes, como a 

periodontite (160,161).  

Os linfócitos T reguladores (Tregs) desempenham um papel fundamental no 

controle homeostático da resposta imunoinflamatória do hospedeiro, suprimindo a 

proliferação e produção de citocinas das células T efetoras, principalmente os 

linfócitos T auxiliares (Th) 1 e Th17 (62). No entanto, seu papel durante a 

patogênese da periodontite não foi totalmente esclarecido. De fato, a escassez de 

evidências humanas, bem como a heterogeneidade entre diferentes modelos 

animais que avaliam o papel dos Tregs durante a patogênese da periodontite, 

dificultam a interpretação precisa de sua função e seu potencial para suprimir a 

reabsorção óssea alveolar imune-inflamatória (62,162). 

As células Th17 estão tipicamente envolvidas em respostas pró-inflamatórias 

vigorosas, mas também permanecem nos tecidos, como pele e mucosas, como 

células inativas (163). As funções inflamatórias das células Th17 dependem das 

diferentes combinações de citocinas expressas no ambiente local. Por exemplo, 

demonstrou-se que as células Th17 produzem a citocina anti-inflamatória IL-10 

quando estimulada com IFNα/β, regulando negativamente suas funções 

patogênicas. Em contraste com isso, a IL-23 mostrou reduzir os níveis de expressão 

da IL-10 no desenvolvimento de células Th17 e induzir células Th17 pró-

inflamatórias que produzem IL-17. A exposição ao TGFβ / IL-1β e IL-6 resulta na 

inibição de FOXP3 e na ativação de RORγt, iniciando assim a cascata de 

diferenciação das células Th17 (161,164,165) 

Os nossos dados sugerem que ambos os probióticos são capazes de modular 

a resposta adaptativa celular nos diferentes tecidos. B. breve 1101A foi capaz de 

alterar a frequência de células T de uma maneira independente do consórcio 

microbiano, levando a redução de Treg e ao aumento Th17 no tecido gengival e 

baço. Quando administrado concomitantemente ao patógeno periodontal a 

modulação na frequência de células imunes ficou mais evidente. Os dados sugerem 

também que B. bifidum 1622A foi capaz de alterar a resposta adaptativa celular, 

levando a redução na frequência de células Treg e aumento Th17 no baço.  

Níveis elevados de IL-10 no tecido gengival foram encontrados em animais 

com doença periodontal induzida por ligadura (70), podendo sugerir que a doença 

periodontal pode levar aumento desta citocina e consequentemente induzir a 
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diferenciação de células Th2. A inoculação oral de A. actinomycetencomitans induz 

aumento nos níveis de Treg no tecido gengival, em modelo experimental. Por outro 

lado a inibição de Treg pelo tratamento com anti-GITR (anti-glicocorticóide) resultou 

em maior perda óssea alveolar (166).  

A literatura mostra aumento de Th17 assim como nos níveis de IL-17 em 

animais com doença periodontal induzida por ligadura (70). Foi demonstrado na 

literatura que animais inoculados oralmente com patógenos periodontais, como P. 

gingivalis, também são capazes de induzir o aumento na expressão de Th17 (células 

CD4+ RORγt+ ) no tecido gengival e linfonodos cervicais (167). Entretanto, um estudo 

mais recente mostrou que não houve diferença na proporção de Treg e Th17 em 

amostras de linfonodos mesentéricos e baço em camundongos infectados com P. 

gingivalis e L. salivarius (120). 

Os dados sugerem que o probiótico B. breve 1101A altera os parâmetros 

inflamatórios de uma forma sistêmica e local, diminuindo fatores regulatórios como 

IL-10 sérica e Treg nos diferentes tecidos, ao mesmo tempo em que leva um 

aumento nos fatores pró inflamatórios com regulação positiva da expressão de il-1β, 

tnf-α, tlr2, nlrp3 aumento de Th17 no tecido gengival. A regulação positiva da 

expressão de tlr4 (que é ativado por células vivas de P. gingivalis ) e il-β no tecido 

gengival em associação com aumento de Th17 pode ter contribuído para a perda do 

volume ósseo alveolar mostrada no grupo P+B+ (1101), similar ao grupo P+B-. Além 

disso, a ação deste probiótico na alteração da resposta imune dos animais ficou 

evidenciada no ganho de peso, onde os animais inoculados com P+B+ (1101) 

ganharam 50% menos peso do que animais do grupo SHAM, além de apresentarem 

colonização por P. gingivalis no fígado. Embora Bifidobacterium breve 1101A não 

tenha sido até hoje associado a doenças, os dados sugerem que esta amostra 

utilizada poderia potencializar o efeito inflamatório induzido por patógenos, um 

aspecto que requer maiores estudos.  

Por outro lado, B. bifidum 1622A não levou a alterações expressivas nos 

parâmetros inflamatórios, não induzindo a expressão de il-1β, tnf-α, tlr2, nlrp3 no 

tecido gengival e na produção de TNF-α sérico. Além disso, este probiótico foi capaz 

evitar o aumento da frequência de Th17 no tecido gengival, corroborando com os 

dados de volume ósseo das maxilas, onde os animais do grupo P+B+ (1622) 

apresentaram um volume ósseo semelhante aos animais P-B+ (1622) e SHAM. 

Assim, os dados sugerem ação de modulação de B. bifidum 1622 sobre a resposta a 
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patógenos periodontais, pois, apesar da regulação positiva da expressão de tlr4 no 

tecido gengival no grupo P+B+ (1622), esta não resultou em regulação positiva de 

mediadores inflamatórios.  
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6 CONCLUSÃO 

Frente as limitações do modelo experimental empregado, os dados obtidos 

permitem concluir que:  

A administração oral do probióticos B. bifidum 1622A 

- não afetou o ganho de peso dos animais.

- foi capaz de controlar a perda óssea alveolar induzida pelo consórcio

microbiano 

- promoveu a redução de níveis séricos de IL-10.

- não alterou a expressão de il-1β, tnf-α, tlr2, e nrlp3, mas regulou

positivamente a expressão de tlr4. 

- não foi relacionada a detecção de P. gingivalis na gengiva ou em locais

distantes. 

- alterou a polarização de linfócitos T, promovendo a redução de Treg e

aumento Th17 no baço. 

A administração oral do probióticos B. breve 1101A 

- reduziu o ganho de peso nos animais infectados também pelo consórcio

microbiano. 

- não foi capaz de controlar a perda óssea alveolar induzida pelo consórcio

microbiano 

- promoveu a redução de níveis séricos de IL-10 e aumento de TNF-α.

- promoveu a expressão de genes associados com o processo inflamatório

como il-1β, nrlp3, tlr2 e tlr4. 

- propiciou a presença de P. gingivalis no fígado.

- alterou a polarização de linfócitos T, promovendo a redução de Treg no

baço, e aumento de Th17 no baço e tecido gengival. 

Assim, os dados sugerem que B. bifidum 1622A teria potencial de regular a 

doença periodontal, necessitando de maiores estudos antes da sua indicação 

clínica. Por outro lado, o  potencial pró-inflamatório de B. breve 1101A revelado no 

presente estudo, sugere que seu uso deve ser evitado no controle de doenças de 

caráter inflamatório, como a periodontite. 
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