
1 
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRÃO PRETO 

Departamento de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo Facial e Periodontia 

 

 

 

 

 

“Síndrome Metabólica e Periodontite: um estudo em 

roedores das conexões patofisiológicas envolvidas e dos 

efeitos de microrganismos probióticos administrados 

como estratégia terapêutica e/ou preventiva”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANDRÉ LUIS GOMES MOREIRA 

 

       RIBEIRÃO PRETO 

                   2022 

 



2 
 

ANDRÉ LUIS GOMES MOREIRA 

 

 

“Síndrome Metabólica e Periodontite: um estudo em 

roedores das conexões patofisiológicas envolvidas e dos 

efeitos de microrganismos probióticos administrados 

como estratégia terapêutica e/ou preventiva”. 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo, para obtenção do título de Doutor em Odontologia (Periodontia).  

Área de concentração: Periodontia  

Orientador: Prof. Dr. Michel Reis Messora 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        RIBEIRÃO PRETO 

                   2022 



3 
 

Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio 
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MOREIRA, A. L. G. Síndrome metabólica e Periodontite: um estudo em roedores 

das conexões patofisiológicas envolvidas e dos efeitos de microrganismos probióticos 

administrados como estratégia terapêutica e/ou preventiva. 2022. Tese (Doutorado) 

– Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2022. 

O propósito deste estudo foi avaliar diferentes mecanismos imunológicos, 

microbiológicos, genéticos e metabólicos envolvidos na correlação entre a perda óssea 

alveolar decorrente da doença periodontal (DP) experimental e a síndrome metabólica 

(SM) induzida por dieta hipercalórica rica em gorduras (HFD) em ratos, bem como os 

possíveis efeitos do agente probiótico Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 

como estratégia terapêutica e/ou preventiva para a associação DP-SM. Foram utilizados 

96 ratos Wistar Hannover machos divididos em grupos com SM e sem SM. Esses dois 

grandes grupos foram aleatoriamente subdivididos em subgrupos com e sem DP induzida 

por ligaduras e de acordo com o protocolo alimentar recebido (grupos tratados com 

probiótico - P e grupos não tratados com probióticos), constituindo as seguintes situações: 

SM (com SM, n = 12) e C (sem SM, n = 12); SMP (com SM e tratado com P, n = 12) e 

CP (sem SM e tratado com P, n = 12); SMDP (Com SM e com DP, n = 12) e DP (sem 

SM e com DP, n = 12); SMDPP (com SM, com DP e tratado com P, n = 12) e DPP (sem 

SM, com DP e tratado com P, n = 12) . Os animais dos grupos SM receberam HFD durante 

16 semanas para indução da SM. Nos grupos CP, DPP, SMP e SMDPP, o probiótico B. 

lactis HN019 foi adicionado diariamente na água dos animais na proporção de 1 x 10¹º 

UFC/mL. Todos os animais ingeriram a mesma quantidade de probiótico durante todo o 

período experimental. O consumo de probióticos não ultrapassou 8 semanas e foi iniciado 

na 8a semana experimental. Na 14a semana do estudo, a DP foi induzida por meio da 

colocação de ligaduras que permaneceram durante 14 dias nos primeiros molares 

inferiores dos animais dos grupos DP, DPP, SMDP e SMDPP. Todos os animais foram 

eutanasiados 16 semanas após o início do experimento. Foram avaliados: parâmetros 

metabólicos, antropométricos e pressão arterial invasiva; níveis de proteinúria; aspectos 

histopatológicos e histomorfometricos dos tecidos periodontais, hepáticos, intestinais e 

esplênico; perfil de adipocinas de tecido gorduroso branco (qRT-PCR) e perfil 

microbiológico das fezes (qRT-PCR). Os dados foram analisados estatisticamente (p < 

0,05). A SM promoveu diversas alterações nos parâmetros imunológicos, 

microbiológicos, genéticos e metabólicos analisados. O grupo SM apresentou valores de 
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peso, índice de massa corporal, circunferência abdominal, colesterol total, triglicerídeos, 

ácidos graxos, glicemia em jejum, HOMA-IR, pressão arterial média, expressão gênica 

de receptor de leptina (LEPR), nicotinamida fosforibosil transferase (NAMPT) e proteína 

ligante de ácidos graxos tipo 4 (FABP4), percentual de hepatócitos gordurosos (esteatose 

hepática) e perda de inserção conjuntiva periodontal significativamente maiores que 

aqueles do grupo C (p < 0,05). No ambiente intestinal, observou-se menor altura de 

vilosidades - AV (íleo) e de profundidade de criptas - PC (duodeno e íleo) no grupo SM 

quando comparado ao grupo C. A colocação de ligaduras foi capaz de reproduzir os 

eventos de perda óssea e de inserção conjuntiva nos tecidos periodontais. Os grupos 

SMDP e DP apresentaram maior perda de osso alveolar e de inserção conjuntiva do que 

os grupos SM e C, respectivamente (p < 0,05). Considerando os dados de perda óssea 

alveolar, correlações fortes foram encontradas com os seguintes parâmetros: esteatose 

hepática, expressão gênica de NAMPT, ácidos graxos, PC e proteinúria; correlações 

moderadas foram encontradas com a expressão gênica de LEPR; e correlações fracas 

foram encontradas com os níveis de Bacteroidetes nas fezes. O grupo SMDP, o qual 

apresentava diversos parâmetros imunológicos, microbiológicos, genéticos e metabólicos 

alterados, apresentou maior perda de osso alveolar do que o grupo DP (p < 0,05). A 

terapia probiótica foi capaz de reduzir nos grupos SMP e SMDPP as alterações de 

diversos parâmetros que se correlacionaram com a perda óssea alveolar. Diferenças 

significativas foram observadas entre os grupos SM e SMP em triglicerídeos, LDL, ácidos 

graxos, LEPR, NAMPT, AV (íleo), PC (íleo), razão AV/PC (íleo) e percentual de 

hepatócitos gordurosos. Quando se compara os grupos SMDP e SMDPP, diferenças 

significativas foram observadas em colesterol total, triglicerídeos, ácidos graxos, FABP4, 

LEPR, NAMPT, percentual de hepatócitos gordurosos, AV (duodeno, jejuno e íleo), 

razão AV/PC (duodeno, jejuno e íleo) e proporções de Firmicutes e Bacteroidetes nas 

fezes. O grupo SMDPP apresentou menor perda de osso alveolar e de inserção conjuntiva 

quando comparado ao grupo SMDP (p < 0,05). Dentro dos limites desse estudo, pode-se 

concluir que: i) alguns  fatores microbiológicos, genéticos e metabólicos podem explicar 

a maior susceptibilidade ao desenvolvimento de DP com maior gravidade em animais 

com SM; ii) a terapia probiótica utilizando B. lactis HN019 em animais com SM e DP é 

capaz de modular diversos fatores microbiológicos, genéticos e metabólicos, promovendo 

impacto significativo na redução da gravidade dos danos ocasionados pela DP nos tecidos 

periodontais. 
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MOREIRA, A. L. G. Metabolic Syndrome and Periodontitis: a pathophysiological 

connections study and effects of probiotic microorganisms administered as a 

therapeutic and/or preventive strategy in rodents. 2022. Tese (PhD) – School of 

Dentistry of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

The purpose of this study was to evaluate different immunological, microbiological, 

genetic and metabolic mechanisms involved in the correlation between alveolar bone loss 

resulting from experimental periodontal disease (PE) and metabolic syndrome (MS) 

induced by a high-fat hypercaloric diet (HFD) in rats, as well as the possible effects of 

the probiotic agent Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 as a therapeutic and/or 

preventive strategy for the PE-MS association. Ninety-six male Wistar Hannover rats 

were divided into groups with and without MS. These two large groups were randomly 

subdivided into subgroups with and without ligature-induced PE and according to the 

food protocol received (groups treated with probiotic - P and groups not treated with 

probiotics), constituting the following situations: MS (with MS, n = 12) and C (without 

SM, n = 12); MSP (with SM and treated with P, n = 12) and P (without SM and treated 

with P, n = 12); MSPE (With SM and with PD, n = 12) and PE (without SM and with PD, 

n = 12); MSEPP (with MS, with PE and treated with P, n = 12) and EPP (without SM, 

with DP and treated with P, n = 12). The animals in the MS groups received HFD for 16 

weeks to induce MS. In the P, EPP, MSP and MSEPP groups, the probiotic B. lactis 

HN019 was added daily to the animals' water at a rate of 1 x 10¹º CFU/mL. All animals 

ingested the same amount of probiotic throughout the experimental period. The 

consumption of probiotics did not exceed 8 weeks and started in the 8th experimental 

week. In the 14th week of the study, PE was induced by placing ligatures that remained 

for 14 days on the lower first molars of the animals in the PE, EPP, MSEP and MSEPP 

groups. All animals were euthanized 16 weeks after the start of the experiment. The 

following were evaluated: metabolic, anthropometric and invasive blood pressure 

parameters; proteinuria levels; histopathological and histomorphometric aspects of 

periodontal, hepatic, intestinal and splenic tissues; white fat tissue adipokine profile 

(qRT-PCR) and stool microbiological profile (qRT-PCR). Data were statistically 

analyzed (p < 0.05). MS promoted several changes in the immunological, 

microbiological, genetic and metabolic parameters analyzed. The MS group presented 

values of weight, body mass index, waist circumference, total cholesterol, triglycerides, 

fatty acids, fasting glucose, HOMA-IR, mean arterial pressure, leptin receptor (LEPR) 
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gene expression, nicotinamide phosphoribosyl transferase (NAMPT) and fatty acid 

binding protein type 4 (FABP4), percentage of fatty hepatocytes (hepatic steatosis) and 

loss of periodontal connective attachment were significantly higher than those in group 

C (p < 0.05). In the intestinal environment, lower villus height - AH (ileum) and crypt 

depth - CD (duodenum and ileum) were observed in the MS group when compared to the 

group. The placement of ligatures was able to reproduce the events of bone loss and 

connective attachment in periodontal tissues. The MSEP and PE groups showed greater 

loss of alveolar bone and conjunctival attachment than the MS and C groups, respectively 

(p < 0.05). Considering the alveolar bone loss data, strong correlations were found with 

the following parameters: hepatic steatosis, NAMPT gene expression, fatty acids, P and 

proteinuria; moderate correlations were found with LEPR gene expression; and weak 

correlations were found with levels of Bacteroidetes in feces. The MSEP group, which 

had several altered immunological, microbiological, genetic and metabolic parameters, 

showed greater alveolar bone loss than the PE group (p < 0.05). Probiotic therapy was 

able to reduce changes in several parameters that correlated with alveolar bone loss in the 

MSP and MSEPP groups. Significant differences were observed between the SM and 

SMP groups in triglycerides, LDL, fatty acids, LEPR, NAMPT, AH (ileum), CD (ileum), 

AH/CD ratio (ileum) and percentage of fatty hepatocytes. When comparing the SMDP 

and SMDPP groups, significant differences were observed in total cholesterol, 

triglycerides, fatty acids, FABP4, LEPR, NAMPT, percentage of fatty hepatocytes, AH 

(duodenum, jejunum and ileum), AH/CD ratio (duodenum, jejunum and ileum) and 

proportions of Firmicutes and Bacteroidetes in feces. The SMDPP group showed less 

loss of alveolar bone and conjunctival attachment when compared to the MSEP group (p 

< 0.05). Within the limits of this study, it can be concluded that: i) some microbiological, 

genetic and metabolic factors can explain the greater susceptibility to the development of 

more severe PE in animals with MS; ii) probiotic therapy using B. lactis HN019 in 

animals with MetS and PE is able to modulate several microbiological, genetic and 

metabolic factors, promoting a significant impact on reducing the severity of damage 

caused by PE in periodontal tissues. 

Keywords: Rats, metabolic syndrome, periodontitis, probiotics 
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Figura 1: Delineamento do estudo experimental. 

Figura 2: A) Fio de seda em posição para indução da doença periodontal no primeiro 

molar inferior. 

Figura 3. Valores relativos (%) e desvios-padrão dos parâmetros antropométricos obtidos 

nos diferentes grupos experimentais em relação ao Grupo C. A) Peso; B) Circunferência 

abdominal; C) IMC. Letras diferentes representam diferença significativa entre os grupos 

sem SM e seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 4.  Valores relativos (%) e desvios-padrão dos parâmetros metabólicos obtidos nos 

diferentes grupos experimentais em relação ao Grupo C. A) Triglicerídeos; B) LDL; C) 

Colesterol total; D) HDL; E) Ácidos graxos. *diferença significativa entre os grupos; 

letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos sem SM e seus 

respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 5 - Médias da AUC para os diferentes grupos experimentais. Letras diferentes 

representam diferenças significativas entre os grupos. (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 6: Valores relativos (%) de parâmetros metabólicos obtidos nos diferentes grupos 

experimentais em relação ao Grupo C: A) HOMA-IR; B) Glicemia em jejum. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre os grupos sem SM e seus 

respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 7:  Valores relativos (%) de pressão arterial obtidos nos diferentes grupos 

experimentais em relação ao Grupo C:  A) Pressão média; B) Pressão sistólica. *diferença 

significativa entre os grupos. Letras diferentes representam diferenças entre grupos sem 

SM e seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 8 - Médias e desvios-padrão de proteinúria para os grupos C, CP, DP, DPP, SM, 

SMP, SMDP e SMDPP. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças significativas entre grupos sem SM e seus respectivos controles 

com SM (Anova, Tukey, p < 0,05).  

Figura 9: Imagens histológicas da região interproximal entre 1º e 2º molares inferiores, 

com aumento de 40x dos grupos: C (A), CP (B), DP (C), DPP (DP), SM (E), SMP (F), 

SMDP (G) e SMDPP (H). 

Figura 10: Imagens histológicas da região de bifurcação do 1º molar inferior, com 

aumento de 20x (A1-H1) e 40x (A2-H2), dos grupos C (A1, A2), CP (B1, B2), DP (C1, 

C2), DPP (D1, D2), SM (E1, E2), SMP (F1, F2), SMDP (G1, G2) e SMDPP (H1, H2) . 

Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 20x (1); 40x (2). OA = osso 

alveolar; TF = teto da bifurcação; setas pretas = vasos sanguíneos; estrela = osteoblastos; 
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cabeça de seta preta preenchida = fibras colágenas desconexas com a presença de edema 

intersticial; triângulos = infiltrado inflamatório; cabeça de seta preenchida = fibras 

colágenas interpostas entre o osso alveolar e o cemento radicular. 

Figura 11 - Análise histomorfométrica dos tecidos periodontais. Médias e desvios-padrão 

da área sem osso para os grupos DP, DPP, SMDP e SMDPP, com comparações entre os 

grupos. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes representam diferenças 

entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 12 - Análise histomorfométrica dos tecidos periodontais. Médias e desvios-padrão 

da perda de inserção interproximal para os grupos C, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e 

SMDPP, com comparações entre os grupos. *diferença significativa entre os grupos. 

Letras diferentes representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos 

controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 13: Tecidos esplênicos dos grupos C (A), CP (B); DP (C); DPP (D); SM (E); SMP 

(F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original  2,5x. 

Setas: cápsula. 

Figura 14: Tecidos esplênicos dos grupos C (A-1), CP (B-1); DP (C-1); DPP (D-1); SM 

(E-1); SMP (F-1); SMDP, (G-1). SMDPP (H-1). Coloração: Hematoxilina e Eosina. 

Aumento original 20x. PALPS = Bainha periarteriolar linfática ;  PV = Polpa vermelha; 

ELIPSE = folículos linfáticos da polpa branca; Retângulos = Grânulos de hemossiderina. 

Figura 15. Análise histomorfométrica dos tecidos hepáticos. Médias e desvios-padrão do 

percentual de células gordurosas para os grupos C, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP, 

com comparações entre os grupos. *diferença significativa entre os grupos. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre grupos sem SM e seus respectivos 

controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 16- Imagens histológicas dos tecidos hepáticos dos grupos C (A), CP (B); DP (C); 

DPP (D); SM (E); SMP (F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e Eosina. 

Aumento original = 20x.  Estrela = hepatócitos em cordões; seta = área de fibrose; estrela 

= degeneração de hepatócitos; elipse = esteatose. 

Figura 17 – Imagens histológicas dos tecidos intestinais dos grupos C (A), CP (B); DP 

(C); DPP (D); SM (E); SMP (F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e 

Eosina. Aumento original = 10x e 40x (retângulo destacado). 

Figura 18 - Análise histomorfométrica dos tecidos intestinais. Médias e desvios-padrão 

de altura de vilosidade (AV) e profundidade de cripta (PC) para os grupos C, DP, DPP, 

SM, SMP, SMDP e SMDPP, com comparações entre os grupos. Na coluna I estão 
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representadas a Altura de vilosidade; Na coluna II estão representadas a Profundidade de 

cripta; Na coluna III estão representadas a Razão AV/PC. Na linha I estão representados 

os tecidos do duodeno; na linha II estão representados os tecidos do jejuno; na linha III 

estão representados os tecidos do íleo.* diferenças significativas entre os grupos. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre grupos sem SM e seus respectivos 

controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

Figura 19- Médias e desvios-padrão da expressão relativa FABP4/Actina para todos os 

grupos experimentais. *diferença significativa entre os grupos; Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (p < 

0,05). 

Figura 20 - Médias e desvios-padrão da expressão relativa LEPR/Actina para todos os 

grupos experimentais. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (p < 

0,05). 

Figura 21- Médias e desvios-padrão da expressão relativa NAMPT/Actina para os todos 

os grupos experimentais. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (p < 

0,05). 

Figura 22. Médias e desvios-padrão das variações percentuais para as contagens de 

bactérias na 16ª semana em relação aos valores obtidos no baseline nas fezes dos grupos 

C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP.  Valores positivos demonstram aumentos 

nas contagens de microrganismos e valores negativos indicam redução. A) Bacteroidetes 

(grupos sem SM); B) Bacteroidetes (grupos com SM); C) Firmicutes (grupos sem SM); 

D)  Firmicutes (grupos com SM); E) Lactobacilos (grupos sem SM); F) Lactobacilos 

(grupos com SM);  G) Bifidobacterium (grupos sem SM); H) Bifidobacterium (grupos 

com SM). 
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Tabela 1: Composição dos protocolos alimentares que foram utilizados no experimento 

Tabela 2: Sequência iniciadora 5’-3’ foward (F) e reverse (R) utilizadas para 

quantificação de Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacilos e Bifidobacterium por meio de 

qRT-PCR. 

Tabela 3: Médias dos níveis glicêmicos dos diferentes grupos distribuídos ao longo do 

tempo. Letras diferentes, em cada tempo, representam diferenças estatísticas entre os 

grupos.  

a- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo C (ANOVA, Tukey p < 0,05).  

b- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo CP (ANOVA, Tukey p < 

0,05). 

c- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo DP (ANOVA, Tukey p < 

0,05).  

d- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo DPP (ANOVA, Tukey p < 

0,05).  

Tabela 4. Correlação entre perda óssea alveolar na região de bifurcação e diversos 

parâmetros  microbiológicos, genéticos e metabólicos. PO = Perda óssea; AC Graxo = 

ácidos graxos; Bact = Bacteroidetes; ESTEAT = Esteatose; PROT = Proteinúria; Cripta 

= profundidade de cripta. a Valor significante para a correlação de Spearman (p < 0,05); b
 

Tendência de diferença estatística ( p < 0,1 e > 0,05). 
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1.1. Doença periodontal  

A Doença Periodontal (DP) se apresenta como uma resposta inflamatória 

exacerbada do hospedeiro frente a uma microbiota patogênica e tem alta complexidade 

quanto à sua etiologia, classificação, tratamento e manutenção1,2. O complexo microbiano 

coloniza as regiões sulculares entre a superfície do dente e a margem gengival e leva, por 

meios diretos e indiretos, à perda de inserção, formação de bolsa periodontal e perda óssea 

alveolar3. Todavia, o biofilme, per si,  é responsável por uma baixa proporção de 

variações na expressão da DP4. 

A DP é a condição bucal mais comum da população humana, afetando cerca de 

50% da população mundial5, 6. Segundo dados da Organização Mundial da Saúde6, em 

comparação com os países desenvolvidos, as nações em desenvolvimento apresentam 

maior prevalência de cálculo e sangramento à sondagem entre adolescentes. A proporção 

de adolescentes com cálculo varia de 35% a 70% nos países em desenvolvimento, 

enquanto foi de 4% a 34% nos países desenvolvidos6. Da mesma forma, 14-47% das 

populações adultas nos países desenvolvidos tinham depósitos de cálculo em comparação 

com 36-63% dos adultos nos países em desenvolvimento. No entanto, os países 

desenvolvidos apresentam maior percentual de indivíduos com bolsas periodontais de 4 

a 5 mm6. Um levantamento epidemiológico realizado nos Estados Unidos demonstrou 

que um em cada dois americanos com idade superior a  30 anos possui DP7. Neste estudo, 

47% da amostra examinada, representando 64,7 milhões de adultos, apresentava 

periodontite nas formas leve (8,7%), moderada (30%) e severa (8,5%). Para adultos com 

65 anos de idade ou mais, o percentual de ocorrência de periodontite moderada ou severa 

foi de 64%7. Embora muitas vezes seja negligenciada, a DP e a perda de elementos dentais 

podem afetar diretamente a qualidade de vida dos indivíduos, uma vez que a boca (em 

sua integridade) é crucial para reprodução de sons, aparência, alimentação, socialização 

e saúde geral8. Nesse cenário, a saúde pública, as Universidades e pesquisadores 

constituem papel fundamental no desenvolvimento de estratégias para promoção de saúde 

periodontal, diagnóstico precoce, tratamento efetivo e, principalmente, conscientização 

de pacientes e cirurgiões-dentistas sobre a importância da DP e seu impacto na saúde 

integral do indivíduo, na qual se inclui: qualidade de vida, saúde bucal e sistêmica. 

Hajishengallis e Lamont9 propuseram um novo modelo de patogênese periodontal 

baseado nos conceitos de sinergismo e disbiose polimicrobiana. Foi proposto que a 

destruição periodontal é desencadeada após um desequilíbrio da comunidade microbiana 
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e, não somente, por periodontopatógenos específicos, como proposto previamente10. Já 

foi demonstrado que alterações na comunidade microbiana (disbiose) do biofilme 

dentário estão associadas a mudanças no estado clínico dos tecidos do hospedeiro11. 

Fatores de risco adquiridos e ambientais (ex.: diabetes mellitus12, tabagismo13, 

hipertensão14 e obesidade15), bem como algumas características geneticamente 

transmitidas podem acentuar a resposta inflamatória decorrente da agressão bacteriana e, 

eventualmente, a suscetibilidade à DP4.  De fato, há um ciclo contínuo de interação 

hospedeiro-bactéria, no qual a inflamação pode ser gatilho para uma disbiose do 

microbioma e o inverso também é verdadeiro16. Desse modo, a estabilidade da 

composição microbiana do biofilme parece ser um bom preditor da saúde periodontal.  

 

1.2. Sindrome metabólica  

A magnitude da resposta imunoinflamatória, em nível celular e molecular, é ditada 

pelas características genéticas e epigenéticas do hospedeiro associadas às várias 

exposições sistêmicas/ambientais17, 18. Nesse contexto, tem sido sugerido que o processo 

inflamatório poderia atuar como um elo entre a periodontite e doenças sistêmicas, tais 

como doenças cardiovasculares (DCVs) ateroscleróticas ou síndrome metabólica (SM)19.  

A SM é uma doença altamente prevalente e multifatorial, sendo caracterizada, 

principalmente, pela presença de, pelo menos, três das seguintes patologias: 

hiperglicemia, obesidade, alteração nos níveis de colesterol e triglicerídeos e 

hipertensão20. Atualmente, esta síndrome tem despertado amplo interesse no campo da 

saúde, uma vez que é apontada como fator preponderante para a ocorrência de eventos 

cardiovasculares. Constata-se que cada componente da SM, individualmente, aumenta 

em até três vezes o risco para as DCVs21. Acredita-se que o estado contínuo pró-

inflamatório do indivíduo pode contribuir para o seu desenvolvimento. A Proteína C-

reativa, que é uma proteína plasmática reagente de fase aguda produzida pelo fígado, 

apresenta-se em uma concentração muito baixa em indivíduos sadios. Contudo, na 

presença de infecções ou de estímulos inflamatórios, sua concentração aumenta em até 

1.000 vezes. É considerada um indicador sensível de inflamação, com conexão positiva 

com a resistência à insulina, hiperinsulinemia compensatória, algumas manifestações da 

SM e com o  risco de DCVs 22, 23. 

O grupo das doenças crônicas não transmissíveis, como as comorbidades da SM, 

são causas importantes de morte no Brasil. São inúmeros fatores de risco relacionados a 



39 
 

este tipo de doença, cuja atenuação pode colaborar para o declínio da mortalidade. 

Estudos têm demonstrado que a mortalidade coronariana cardiovascular é maior nos 

indivíduos com SM devido aos hábitos alimentares ocidentais, atingindo dezenas de 

milhões de indivíduos em todo o mundo24-26.  A identificação precoce, tratamento e 

prevenção da SM é um grande desafio para ser superado, visto que o mundo, atualmente, 

enfrenta uma epidemia de excesso de peso e estilo de vida sedentário. Não obstante, as 

comorbidades da SM têm sido reportadas, amplamente, como fatores de risco para a DP, 

outro grande problema de saúde pública mundial12, 13,14, 15, 18, 20,27, 28 28,29. 

 

1.3. Plausibilidade biológica do elo Doença periodontal-Síndrome Metabólica 

A periodontite pode predispor os indivíduos ao desenvolvimento de SM por meio 

de mecanismos desencadeados pela translocação de bactérias orais e / ou seus produtos 

para a circulação sanguínea. Essas bactérias podem provocar processos inflamatórios que 

iniciam ou exacerbam a SM18. Embora o mecanismo que explica essa conexão não seja 

bem definido, acredita-se que as doenças inflamatórias crônicas podem aumentar a 

inflamação sistêmica e aumentar o risco de DCVs e diabetes, com evidências de que o 

risco está associado à gravidade da inflamação30, o que dá suporte a uma conexão direta 

entre o aumento da inflamação e a SM. 

Já existe um lastro de evidências que permite inferir que há uma via de mão dupla 

entre DP e SM. Um estudo envolvendo uma população tailandesa31 concluiu que a SM 

pode ser considerada um forte fator de risco para a periodontite e ressaltou a importância 

dos cirurgiões-dentistas considerarem a relação SM-DP na determinação de condutas 

terapêuticas periodontais. Um estudo acompanhou 1.023 indivíduos que realizaram 

exames médicos e odontológicos entre 2002 e 2006 e nos quais todos os componentes da 

SM estavam dentro dos valores padrões em 2002. A associação entre a presença de bolsas 

periodontais e a conversão positiva dos componentes da SM foi investigada usando 

análise de regressão logística múltipla, odds ratio (ORs) e intervalos de confiança de 95% 

(ICs). A presença de bolsas periodontais foi associada a uma conversão positiva de um 

ou mais componentes metabólicos durante o período de observação de 4 anos, sugerindo 

que a prevenção da doença periodontal pode prevenir a síndrome metabólica32. Uma 

metanálise demonstrou que indivíduos com SM apresentam probabilidade duas vezes 

maior de desenvolver DP do que a população em geral33. Essa via se torna mais evidente, 

na medida em que foi demonstrado que há benefícios do tratamento periodontal não 
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cirúrgico, por meio de raspagem e alisamento radicular (RAR), em pacientes portadores 

de SM e DP. Após a RAR, foram observados nos indivíduos tratados a redução das 

concentrações de Interleucina 1β (IL-1β) e Interleucina 6 (IL-6) no fluido crevicular 

gengival (FCG),  de Proteína C reativa, da contagem de leucócitos total e triglicerídeos, 

bem como  um aumento de lipoproteína de alta densidade (HDL)34-38.   

Diversos mecanismos têm sido propostos para explicar a associação entre SM e 

DP, tais como o deslocamento sistêmico de bactérias periodontais16, 39, a liberação de 

citocinas inflamatórias pelo tecido periodontal ou adiposo40, o estresse oxidativo35, 41, 42 

(EO), a presença de lipoproteínas pró-aterogênicas43, a obesidade abdominal35, 44, a 

reatividade cruzada e o mimetismo molecular bacteriano45. Entre esses mecanismos, o 

EO parece ser um elo plausível capaz de ligar a fisiopatologia de ambas as condições, 

permitindo hipotetizar um relacionamento bidirecional entre elas. 

O EO é uma condição na qual o equilíbrio entre a produção e a inativação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) torna-se interrompida46. As ROS têm um papel 

essencial em uma variedade de sistemas fisiológicos, mas, em uma condição de EO, 

contribuem para a disfunção celular. As condições presentes na SM (dislipidemia, 

hipertensão e hiperglicemia) promovem aumento de EO. Além disso, um aumento da 

ingestão calórica eleva a atividade metabólica, o que resulta em produção aumentada de 

ROS e resistência à insulina. Os pacientes obesos necessitam, então, de maiores doses de 

insulina para manter a homeostase da glicose no sangue. Esta condição, conhecida como 

hiperinsulinemia, pode evoluir para o diabetes mellitus tipo 242,47. A consequente 

hiperglicemia e um estado de oxidação promovem a gênese de produtos finais de 

glicosilação avançada (AGE)42. Os AGEs podem atuar causando apoptose em 

osteoblastos e fibroblastos48, o que pode influenciar na homeostase do osso alveolar e na 

progressão da periodontite. A alta expressão de receptores de AGEs nos tecidos 

periodontais49 é um achado importante que pode explicar a sensibilidade desses tecidos 

aos produtos derivados do dano oxidativo. Da mesma forma que em indivíduos com SM, 

diversos estudos têm demonstrado um aumento nos produtos do dano oxidativo no sangue 

periférico de pessoas com periodontite quando comparadas a indivíduos sem 

periodontite50-52. Portanto, este estado pró-oxidativo acentuado e a redução da capacidade 

antioxidante encontrada em indivíduos com periodontite pode levar a uma diminuição da 

sensibilidade à insulina, a qual pode ser agravada em indivíduos com uma dieta rica em 

gordura42.  
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O tecido adiposo branco é descrito como um órgão endócrino que secreta uma 

ampla variedade de fatores chamados adipocinas. As adipocinas são moléculas 

pleiotrópicas produzidas, majoritariamente, por adipócitos que contribuem para o 

chamado estado inflamatório de baixo grau de indivíduos obesos, criando um grupo de 

aberrações metabólicas, incluindo doenças autoimunes e inflamatórias que afetam as 

articulações e os ossos53, 54. A ideia de que a obesidade pode contribuir para a periodontite 

por meio de níveis alterados de adipocinas, como a adiponectina, é apoiada por um estudo 

por Zhang et al.55. Os autores usaram um modelo experimental de periodontite em 

camundongos knock-out para adiponectina, além da obesidade induzida por dieta, para 

avaliar o potencial terapêutico da adiponectina. Curiosamente, a infusão de adiponectina 

sistêmica inibiu a infiltração de células inflamatórias, a atividade dos osteoclastos e a 

perda óssea alveolar nos camundongos. Este estudo demonstra que a adiponectina tem 

efeitos benéficos sobre o periodonto e sugere que níveis reduzidos de adiponectina, como 

observado na obesidade, podem representar um mecanismo patogênico pelo qual a 

obesidade contribui para a periodontite. 

Alguns estudos revelaram que as adipocinas, como visfatina, leptina e 

adiponectina, são produzidas nas células periodontais e reguladas por bactérias 

periodontopatogênicas56-60. Desta forma, as adipocinas também podem representar um 

mecanismo pelo qual as infecções periodontais podem impactar em doenças sistêmicas. 

Na maioria dos pacientes obesos, um tecido adiposo disfuncional liga a obesidade a outras 

manifestações, como DCVs e SM61. Essa disfunção é causada por um desequilíbrio 

complexo entre fatores genéticos e ambientais, que se caracteriza por hipertrofia dos 

adipócitos, hipóxia e inflamação61. A consequência direta dessa disfunção é que a 

secreção de adipocina é desviada para um padrão de secreção aterogênica, diabetogênica 

e pró-inflamatória. De acordo com a literatura recente, todas as adipocinas conhecidas 

são marcadamente desreguladas quando há acúmulo anormal de gordura abdominal, 

promovendo distúrbios metabólicos e cardiovasculares59, 62, 63. As adipocinas foram 

recentemente propostas como novos biomarcadores e reguladores da SM, dada a 

associação da concentração plasmática das adipocinas e da SM64. Entre as diferentes 

adipocinas, a leptina, a nicotinamida fosforibosil transferase (NAMPT ou visfatina) e 

proteína ligante de ácidos graxos tipo 4  (FABP4) foram identificadas como fatores 

relevantes envolvidos nas interações entre o metabolismo e os distúrbios periodontais57, 

65, 66. Pesquisas recentes sugerem que a leptina pode ser um fator importante que liga a 

obesidade à síndrome metabólica e às DCVs67. Além disso, várias observações clínicas 
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apoiam uma associação entre os níveis destas adipocinas e disfunção metabólica 

relacionada à obesidade65, 68-70.  

As adipocinas não apenas regulam a sensibilidade à insulina e o gasto de energia, 

mas também a cicatrização de feridas e a inflamação. Enquanto a visfatina, a leptina e a 

resistina possuem características pró-inflamatórias, a adiponectina exerce efeitos anti-

inflamatórios. A obesidade leva a um aumento da síntese de adipocinas pró-inflamatórias 

e diminuição da produção de adipocinas anti-inflamatórias. O desequilíbrio entre as 

adipocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias resulta em um estado inflamatório de 

baixo grau, conforme observado na obesidade e no diabetes mellitus71, 72. Pensa-se que as 

adipocinas não contribuem apenas para o estado de inflamação subclínico na obesidade, 

mas que tais moléculas também podem exercer um elo crítico entre obesidade e infecção 

periodontal. O aumento dos níveis plasmáticos de adipocinas pró-inflamatórias, conforme 

observado em uma série de doenças sistêmicas, pode tornar os indivíduos afetados mais 

suscetíveis à infecção e destruição periodontais55. 

A visfatina é produzida predominantemente por macrófagos e adipócitos no tecido 

adiposo e foi originalmente denominado como fator 1 de aumento de colônias de células 

pré-B73. Esta molécula é capaz de estimular a produção de moléculas inflamatórias, de 

ativar o fator nuclear-KB (NF-KB), sendo responsável pela síntese do dinucleotídeo 

nicotinamida adenina, essencial para o metabolismo celular73. A visfatina induz a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e também atua como fator quimiotático. Esta 

adipocina estimula uma variedade de células a sintetizar mediadores inflamatórios e 

proteases e pode inibir a apoptose em células inflamatórias. Níveis plasmáticos 

aumentados de visfatina foram encontrados em uma série de doenças e condições 

inflamatórias, como diabetes tipo 2, obesidade, SM, aterosclerose, câncer, artrite 

reumatoide e sepse74. A redução do peso corporal por meio de exercícios físicos pode 

levar à diminuição dos níveis de visfatina. Uma vez que os níveis plasmáticos de visfatina 

encontram-se aumentados na obesidade, especula-se que esta adipocina pode aumentar a 

inflamação periodontal e, assim, aumentar o risco de periodontite ou cicatrização 

periodontal comprometida em indivíduos obesos. Curiosamente, a visfatina também foi 

detectada no FCG, sendo que esta adipocina pode estar aumentada na gengivite e 

periodontite, independentemente da presença de obesidade75. Após a implementação da 

terapia periodontal não cirúrgica, suas concentrações foram reduzidas nos pacientes 

periodontais76, 77. Estas observações sugerem que a visfatina também pode ser produzida 
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localmente no periodonto e regulada por infecção bacteriana e / ou inflamação, 

desempenhando assim um papel na patogênese da periodontite. 

A leptina é outra adipocina derivada do tecido adiposo secretada 

proporcionalmente ao tamanho e número de adipócitos. Da mesma forma que a visfatina, 

os níveis plasmáticos de leptina são aumentados na obesidade e diminuídos após a perda 

de peso71, 78.  Embora a leptina seja produzida principalmente pelo tecido adiposo, essa 

adipocina também é sintetizada, em menores concentrações, em outros tecidos. As suas 

principais funções são a inibição do apetite, estímulo do gasto de energia e modulação do 

metabolismo lipídico e ósseo, além de efeitos na coagulação, hematopoiese, função das 

células B pancreáticas e sensibilidade à insulina67. Além disso, a leptina regula os 

processos imunoinflamatórios, principalmente com ações pró-inflamatórias79. Estudos 

têm reportado que a DP resulta em níveis plasmáticos aumentados de leptina e a terapia 

periodontal causa uma diminuição nesses níveis plasmáticos. Contudo, alguns estudos 

também demonstraram que os níveis de leptina encontram-se reduzidos no FCG e nos 

tecidos gengivais de pacientes com doença periodontal em comparação com indivíduos 

periodontalmente saudáveis57, 80-82. Os efeitos da leptina são mediados pela ligação desta 

adipocina ao seu receptor (LEPR). Devido ao splicing alternativo do gene LEPR, existem 

seis isoformas de LEPR. Alguns estudos82-84 também se concentraram na síntese local de 

leptina e seu receptor de comprimento total em tecidos periodontais, demonstrando que a 

leptina e seu receptor de comprimento total são produzidos no ligamento periodontal, 

células ósseas gengivais e alveolares. Após a ligação ao receptor, uma série de vias 

intracelulares e fatores de transcrição são ativados.  

As ações regulatórias da leptina e da visfatina sobre a síntese de mediadores 

inflamatórios e proteases foi outro foco de alguns estudos. Em fibroblastos do ligamento 

periodontal, a leptina provoca significativa supra regulação de Fator de Necrose Tumoral 

alfa (TNF-α) e downregulation de ciclooxigenase 2, enquanto a visfatina provoca um 

aumento da atividade do Fusobacterium nucleatum85, 86. A visfatina aumenta 

significativamente a síntese de metaloproteinase da matriz 1 (MMP-1) e ligante de 

quimiocina 2 (CCL2), sendo que seus níveis são afetados pela IL-1β e pela 

Porphyromonas gingivalis86 . Sendo assim, a visfatina pode contribuir para o 

desenvolvimento da periodontite por meio da regulação positiva de MMP-1 e CCL2 em 

células do ligamento periodontal. Níveis aumentados de visfatina, como encontrados em 

indivíduos obesos, são um mecanismo pelo qual a obesidade pode conferir um risco 

aumentado de periodontite. Além disso, os sinais microbianos e inflamatórios podem 
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aumentar a síntese de visfatina em células do ligamento periodontal e, assim, contribuir 

para o aumento dos níveis gengivais e séricos desta adipocina, como encontrado na 

periodontite86. 

A FABP4, também conhecida como proteína de adipócito 2 (aP2), é um fator 

crucial para a homeostase e a resistência, mas mal adaptada a condições de excesso de 

nutrientes ou estresse crônico. Resumidamente, FABP4 é uma das proteínas mais 

abundantes em adipócitos87 80, com papéis na manutenção da homeostase dos adipócitos, 

regulando a lipólise e a adipogênese. Em condições de lipólise, como jejum, sugere-se 

que a FABP4 ligue-se a ácidos graxos livres no citoplasma,  sendo capaz de modular a  

atividade de enzimas lipolíticas88,, promovendo a liberação de lipídios no interior da 

celular. Essa resposta é benéfica para a sobrevivência no contexto de inanição, quando 

tecidos podem utilizar lipídios como fonte de energia89. No entanto, na obesidade, onde 

há tecido adiposo abundante, resistência à insulina e lipólise descontrolada, a FABP4 está 

constantemente sendo ativada. Isso leva a efeitos negativos a jusante em diversos tecidos, 

incluindo o fígado, o sistema cardiovascular e o pâncreas90. Há relatos que indicam que 

o nível sérico de FABP4 sofre redução  após o tratamento  periodontal66, 91.  Ressalte-se 

que a FABP4 é uma proteína de transporte intracelular para ácidos graxos, e é 

intimamente associada a doenças sistêmicas por sua ligação a ácidos graxos de cadeia 

longa saturados e insaturados92. Considerando que a FABP4 é um fator de risco 

importante para várias doenças, o estudo de Li et al.92 promove uma indagação relevante, 

não apenas na correlação entre os níveis circulantes de FABP4 e periodontite, mas 

também na contribuição potencial da periodontite para a progressão de doenças 

sistêmicas. O desenvolvimento e a progressão dessas doenças dependem principalmente 

de alterações patológicas nas células do parênquima, mas também foi sugerido que 

ativação de macrófagos por vários estímulos microambientais desempenha um papel 

crítico nesta progressão, bem como nas defesas contra vários agentes prejudiciais93. 

Portanto, os macrófagos podem fazer parte de uma rede de comunicação que liga a 

periodontite às doenças sistêmicas. Os patógenos periodontais agem diretamente nos 

macrófagos próximos em tecido periodontal e são capazes de migrar para vários tipos de 

tecidos e afetam macrófagos residentes66. Consequentemente, pode ser muito importante 

analisar a ativação de macrófagos induzida por patógenos periodontais e as respostas 

celulares subsequentes para descobrir os mecanismos moleculares de doenças sistêmicas. 

A expressão de FABP4 em macrófagos, bem como em adipócitos, pode desempenhar um 

papel na progressão de doenças sistêmicas, modulando a absorção de ácidos graxos.  



45 
 

Recentemente, demonstrou-se que a infecção por P. gingivalis ou F. nucleatum 

induz significativamente a expressão de FABP4, uma das mais importantes adipocinas 

que desempenham um papel na progressão de doenças metabólicas. A expressão de 

FABP4 induzida por patógeno periodontal em macrófagos promove a captação de lipídios 

por essas células66. A expressão de FABP4 induzida por patógeno periodontal foi 

dependente da via c-Jun N-terminal cinase  (JNK). A inibição de JNK reduziu a captação 

de lipídios pela redução da expressão de FABP4. Desta forma, é possível acreditar que os 

patógenos periodontais podem estimular a captação de lipídios em macrófagos 

modulando a expressão de FABP466. Esses achados apoiam fortemente a hipótese de que 

a periodontite pode afetar a progressão de várias doenças sistêmicas, como a SM e vice-

versa.  

 

1.4. Estratégias terapêuticas para a associação SM-DP - nova perspectivas? 

Considerando que o efetivo controle de uma das condições (SM ou DP) resultará 

numa melhora da outra, é importante ressaltar que a RAR, mesmo considerada padrão 

ouro no tratamento da periodontite, não produz os resultados clínicos satisfatórios em 

casos graves quando usada isoladamente em pacientes altamente suscetíveis à 

periodontite94. Isso provavelmente ocorre porque a RAR sozinha é incapaz de produzir 

uma mudança suficientemente profunda na ecologia microbiana oral95, a fim de produzir 

uma nova comunidade microbiana estável e compatível com a saúde periodontal. Desse 

modo, o uso de estratégias terapêuticas adjuvantes ao tratamento clínico periodontal 

convencional parece ser necessário em pacientes portadores de SM. Existem evidências 

de que a resposta inflamatória sistêmica influencia a composição do biofilme96. Tem sido 

demonstrado que o uso associado de antimicrobianos sistêmicos e RAR pode ter um 

impacto maior sobre os marcadores de inflamação sistêmica em pacientes com DP97, 98 

quando comparado ao uso isolado da RAR. Uma maior redução da inflamação sistêmica 

poderia ter um impacto direto na melhora das comorbidades da SM. Entretanto, nenhum 

efeito adicional da terapia antibiótica à RAR durante o tratamento periodontal básico foi 

observado na pressão arterial, nos níveis de triglicerídeos e no estado metabólico geral de 

pacientes portadores de SM e DP. A magnitude do efeito adicional da terapia antibiótica 

nos parâmetros clínicos periodontais também pareceu reduzida nesses pacientes99. 

Portanto, novas abordagens preventivas e de tratamento mais eficazes para gengivite e 

periodontite, alicerçadas nos avanços da compreensão da modulação de resposta do 
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hospedeiro e resolução da inflamação, bem como no gerenciamento direto da microbiota 

são urgentemente necessários. 

O uso de probióticos tem atraído o interesse da comunidade científica como uma 

nova alternativa para o tratamento da periodontite, uma vez que os mesmos podem ter 

ações antimicrobianas e, também, são capazes de modular a resposta imuno-inflamatória 

do hospedeiro100. Eles são definidos como microrganismos vivos, principalmente 

bactérias, seguros para o consumo e capazes de produzirem efeitos benéficos para a saúde 

do hospedeiro quando ingeridos em quantidades suficientes101. A introdução de 

probióticos visando promover a saúde periodontal considera três fatores etiológicos 

determinantes da periodontite: 1) a suscetibilidade do hospedeiro4, 2) a presença de 

bactérias patogênicas10 e 3) a redução ou ausência das então chamadas bactérias 

benéficas102-104 . Neste contexto, requalificar positivamente o ambiente microbiano bucal 

por meio do uso de probióticos é uma estratégia que pode auxiliar na prevenção e no 

tratamento da DP. 

Os estudos que avaliaram os efeitos dos probióticos na prevenção, controle e 

tratamento da DP demonstraram que os mesmos podem promover a redução de 

periodontopatógenos 102, 104, melhorar os parâmetros clínicos periodontais105, 106, diminuir 

os níveis salivares de prostaglandina E2 e MMP,  bem como os níveis de citocinas pró-

inflamatórias no FCG107, inibir o desenvolvimento de gengivite e potencializar os efeitos 

da RAR 105, 108, 109. 

Enquanto a maioria dos estudos que avaliaram os efeitos de probióticos na DP 

investigaram a atuação de cepas do gênero Lactobacillus, poucos estudos avaliaram o 

efeito in vivo de bactérias do gênero Bifidobacterium  102, 104, 106, 107, 109-111    no tratamento 

da DP. Alguns desses estudos observaram que a utilização do Bifidobacterium animalis 

subsp lactis HN019 promoveu um efeito protetor contra a perda óssea alveolar e de 

inserção conjuntiva em ratos com periodontite experimental, modificando parâmetros 

imunoinflamatórios e microbiológicos110, 111. Em um estudo clínico106, foi observado que 

o uso de um iogurte probiótico suplementado com Bifidobacterium pode ter um efeito 

positivo no controle de placa e nos parâmetros inflamatórios periodontais. Estes 

resultados estão em consonância com os achados obtidos, posteriormente, por Invernici 

et al102, 104.   Trinta pacientes foram recrutados e monitorados clinicamente no início do 

estudo (antes da RAR) e após 30 e 90 dias. Os pacientes foram aleatoriamente designados 

para o grupo Teste (RAR + Probiótico, n = 15) ou Controle (RAR + Placebo, n = 15). 

Pastilhas probióticas foram usadas por 30 dias. Tecidos gengivais e saliva foram 
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analisados imunologicamente. Os autores reportaram que o grupo Teste apresentou 

diminuição da profundidade de sondagem e ganho de inserção clínica significativamente 

maiores que aqueles do grupo Controle, após 90 dias. O grupo Teste também demonstrou 

significativamente menos patógenos periodontais dos complexos vermelho e laranja, bem 

como níveis mais baixos de citocinas pró-inflamatórias quando comparado ao grupo 

Controle. Apenas o grupo Teste apresentou aumento no número de cópias de DNA de B. 

lactis HN019 no biofilme subgengival aos 30 e 90 dias. Além disso, o grupo Teste 

apresentou menor índice de placa (30 dias) e menor sangramento gengival (90 dias) 

quando comparado ao grupo controle. Maiores expressões de beta defensina 3 (BD-3), 

receptor toll like-4 (TLR-4) e cluster of differentiation-4 (CD-4) foram observadas nos 

tecidos gengivais no grupo Teste quando comparado ao grupo Controle. E, por fim, os 

autores demonstraram que B. lactis HN019 reduziu a adesão de P. gingivalis a células 

epiteliais bucais e mostrou potencial antimicrobiano contra periodontopatógenos.  

A utilização de probióticos também é uma alternativa promissora no tratamento e 

prevenção da SM 112-117 , podendo atuar nas suas principais comorbidades. Os probióticos 

são capazes de incorporar o colesterol em sua membrana celular, causando uma absorção 

reduzida e, consequentemente, diminuindo os níveis séricos de colesterol total118. Além 

disso, os probióticos produzem hidrolases, que diminuem a absorção do colesterol através 

de uma maior excreção de sais biliares112, 119. Probióticos podem atuar na pressão arterial 

influenciando no EO, no sistema de angiotensina, na inflamação sistêmica (atuando em 

TNF-α, Interleucina 1α - IL-1α e  fator quimioatraente de monócitos 1 - MCP-1) e na 

produção de endotelina e peroxinitrito120, 121. Corroborando a estes achados, foi 

demonstrado que a administração de Lactobacillus fermentum produtores de ácido 

ferúlico em ratos Zucker obesos reduziu os níveis de insulina em jejum, a resistência à 

insulina, os níveis séricos de triglicerídeos, lipoproteína de baixa densidade (LDL) e os 

índices aterogênicos e ateroscleróticos. Além disso, a terapia probiótica aumentou 

significativamente os níveis de HDL, contribuindo para o controle dos marcadores 

envolvidos na patogênese da SM122. 

Atualmente, tem sido proposto que a microbiota do intestino pode estar envolvida 

em doenças metabólicas associadas com a obesidade e a resistência à insulina123.  De fato, 

os seres humanos e a microbiota intestinal estão em uma relação simbiótica. A microbiota 

intestinal desempenha tarefas metabólicas e imunológicas importantes, sendo que 

alterações na sua composição podem prejudicar a homeostasia do organismo. 

Teoricamente, todas as condições sistêmicas associadas ao comprometimento da 
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microbiota intestinal, dramaticamente afetada pela ingestão de dieta altamente rica em 

gorduras,  poderiam ser beneficiadas pela modulação terapêutica desta microbiota124, 125. 

A administração de probióticos contendo Bifidobacterium está associada a uma 

melhor atuação da barreira epitelial do intestino, promovida pelo aumento da expressão 

de proteínas nesta região com reflexos diretos na saúde sistêmica geral126. De fato, a 

modulação dietética da microbiota do intestino com o aumento de Bifidobacterium foi 

capaz de reduzir o acúmulo de gordura visceral (esteatose hepática e gordura 

mesentérica), bem  como melhorar a sensibilidade à insulina em ratos com dieta rica em 

gordura127. Também já foi demonstrado que a administração de Bifidobacterium 

pseudocatenulatum reduziu a esteatose hepática e o número de adipócitos e enterócitos 

em ratos obesos, melhorou a função dos macrófagos e células dendríticas, aumentou a 

produção de citocinas e induziu a proliferação de linfócitos T128. Além disso, a 

administração de Bifidobacterium animalis subsp. lactis em ratos com dieta rica em 

gordura foi capaz de reduzir a infiltração de macrófagos para o interior do tecido adiposo, 

contribuindo para a melhoria da homeostase glicose-insulina e da esteatose hepática 129 .  

A possibilidade de tratar a DP e seus possíveis efeitos na SM com métodos não-

invasivo, menos estressante e de maior compliance pelos pacientes é particularmente 

atraente. Novas abordagens terapêuticas também precisam ser melhor investigadas para 

o tratamento de pacientes portadores de SM e sua comorbidades, já que métodos atuais 

envolvendo modificações do estilo de vida e uso de agentes farmacológicos nem sempre 

são efetivos130,  além de gerar efeitos colaterais pelo uso constante de medicamentos. As 

evidências comentadas até aqui apontam que a utilização de probióticos pode ser uma 

promissora alternativa terapêutica/preventiva para a SM e para a periodontite.  Em um 

estudo prévio realizado por nosso grupo132 , foi demonstrado o potencial protetor da 

terapia probiótica com o Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 nos tecidos 

periodontais de ratos com SM e DP, seja por meio da menor perda óssea interproximal 

ou pela redução dos níveis de citocinas pró-inflamatórias. No entanto, restam muitas 

dúvidas sobre os mecanismos intrínsecos (metabólicos e gênicos) acerca da influência 

que o estado hiper inflamatório vivenciado por indivíduos com SM exerce na progressão 

e agravamento da DP, bem como de que formas o uso do probiótico pode mitigar os 

potenciais danos causados pela associação dessas duas doenças. Sabe-se, por exemplo, 

que as adipocinas podem afetar a progressão e tratamento da DP em indivíduos obesos 58, 

81-84, 86, 131 e que estas substâncias sofrem modulação quando agentes probióticos são 

utilizados132. Contudo, nenhum estudo ainda avaliou o comportamento de adipocinas na 
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associação SM-DP e tratamento com probióticos. O propósito deste estudo será avaliar 

diferentes mecanismos imunológicos, microbiológicos, genéticos e metabólicos 

envolvidos na correlação entre a perda óssea alveolar decorrente de DP experimental e a 

SM induzida por dieta hipercalórica rica em gorduras em ratos, bem como os possíveis 

efeitos do agente probiótico Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 como 

estratégia terapêutica e/ou preventiva para a associação DP-SM.   

Os resultados desta tese poderão ser bastante úteis para o futuro desenvolvimento 

de novos produtos ou estratégias biotecnológicas destinados ao controle do biofilme 

bacteriano bucal por intermédio de parcerias com o setor privado (empresas de produtos 

de higiene bucal e/ou ingredientes alimentícios especializados), bem como para o 

estabelecimento de novos regimes/protocolos voltados para o tratamento e manutenção 

do paciente periodontal com SM. As pesquisas com probióticos no campo da Periodontia 

podem também criar bases sólidas para o estabelecimento de novos produtos capazes de 

substituir o uso sistêmico de antibióticos no tratamento de formas severas de periodontite, 

evitando o desenvolvimento crescente de cepas bacterianas resistentes e outros efeitos 

adversos 
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2. PROPOSIÇÃO 
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2.1. Objetivo Geral  

 

✔ Avaliar diferentes mecanismos imunológicos, microbiológicos, genéticos e 

metabólicos envolvidos na correlação entre a perda óssea alveolar decorrente de 

DP experimental e a SM induzida por dieta hipercalórica rica em gordura em 

ratos, bem como os possíveis efeitos do agente probiótico Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis HN019 como estratégia terapêutica e/ou preventiva para a 

associação DP-SM.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a perda óssea alveolar na região de bifurcação do 1o molar inferior 

por meio de análises histomorfométricas; 

2. Avaliar o conteúdo do infiltrado inflamatório periodontal, extensão da 

inflamação, padrão do tecido conjuntivo e perfil do osso alveolar presente na 

região de bifurcação do 1o molar inferior por meio de análise histopatológica; 

3. Avaliar, histomorfometricamente, os efeitos da DP, da SM e do uso do 

PROB, nos tecidos hepáticos, esplênicos e intestinais; 

4. Avaliar os seguintes parâmetros metabólicos: níveis séricos de glicose, 

colesterol, HDL, LDL triglicerídeos, ácidos graxos livres e insulina de jejum;        

5. Avaliar os seguintes parâmetros antropométricos: peso, índice de massa 

corporal - IMC e circunferência abdominal; 

6. Avaliar a expressão gênica de adipocinas (LEPR, NAMPT e FABP4) no 

tecido adiposo por meio da Reação em Cadeia da Polimerase com 

Transcrição Reversa em tempo real (qRT-PCR); 

7. Avaliar os valores de proteinúria presentes na urina dos animais; 

8. Avaliar o perfil microbiológico intestinal por meio de qRT-PCR a partir de 

amostras de fezes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Cálculo do tamanho da amostra  

Conforme descrito por da Silva et al132, o cálculo de tamanho amostral foi 

realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, 

CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para assegurar poder de 80% na análise estatística 

dos dados obtidos neste estudo foi calculado considerando-se as diferenças das médias e 

desvios-padrão entre os grupos EP e EP-PROB do estudo de Oliveira et al. (2022)133, 

reconhecendo a diferença significante de 0,18 mm2 (δ) entre os grupos, intervalo de 

confiança de 95% (α = 0,05), desvio padrão (σ) de 0,6 mm2, as mudanças na média de área 

sem osso mensurada por meio de análise histomorfométrica na região de bifurcação como 

variável primária, um percentual de perda de animais em torno de 20% e [Zα (1.96) + Zß 

(0.84)]2 = 7.84 O cálculo da amostra por grupo foi baseado na fórmula: n (tamanho 

amostral) ≥ {2[(σ)2/(δ)2]}  x  (Zα  +  Zß)2. Um total de 12 animais por grupo experimental 

foi utilizado. 

 

3.2. Apreciação ética   

Foram respeitados todos os princípios éticos da experimentação animal, bem 

como as normas para a prática didático-científica da vivissecção dos mesmos (Lei 

11.794/2008), a Declaração Universal dos Direitos dos Animais da UNESCO 

(Organização das Nações Unidas para Educação, a Ciência e a Cultura), as normas da 

Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório e a legislação em vigor 

(Lei9605/1998). Somente após a apreciação e aprovação pela Comissão de Ética de Uso 

Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto (FORP) da Universidade 

de São Paulo (USP), esta pesquisa foi realizada (Protocolo nº 2017.1.886.58.9). 

 

3.3. Modelo experimental  

Foram utilizados 96 ratos machos Wistar Hannover com 3 semanas de idade, 

recém desmamados. Os animais foram acomodados em duplas nas gaiolas e submetidos 

a um período de 7 dias de aclimatação com o ambiente e com equipe de execução do 

projeto. A sala foi climatizada a uma temperatura de 22±2°C e com ciclos de 12/12 horas 

claro-escuro. Os animais foram divididos de acordo com o protocolo alimentar adotado: 

metade dos animais recebeu dieta hipercalórica rica em gordura para indução da SM e a 

outra metade recebeu ração padrão. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos 



54 
 

com doença periodontal induzida por ligaduras (DP) e grupos controle (C), nos quais a 

DP não foi induzida134. Cada um desses 2 grupos foi ainda subdividido em 2 subgrupos, 

de acordo com a administração ou não de terapia probiótica, constituindo as seguintes 

situações:  

• Grupo C – ratos alimentados com dieta padrão, sem DP induzida por ligadura e 

sem administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo CP – ratos alimentados com dieta padrão, sem DP induzida por ligadura 

e administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo DP – ratos alimentados com dieta padrão, com DP induzida por ligadura 

e sem administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo DPP – ratos alimentados com dieta padrão, com DP induzida por ligadura 

e administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo SM – ratos alimentados com dieta hipercalórica rica em gordura, sem DP 

induzida por ligadura e sem administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo SMP – ratos alimentados com dieta hipercalórica rica em gordura, sem 

DP induzida por ligadura e administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo SMDP – ratos alimentados com dieta hipercalórica rica em gordura, com 

DP induzida por ligadura e sem administração oral de probiótico (n = 12);  

• Grupo SMDPP – ratos alimentados com dieta hipercalórica rica em gordura, com 

DP induzida por ligadura e administração oral de probiótico (n = 12). 

O experimento foi realizado em quatro replicatas, abrangendo todos os grupos 

experimentais, para minimizar possíveis viés, e seguindo todas as etapas conforme 

delineamento experimental ilustrado na Figura 1. 
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Figura 1: Delineamento do estudo experimental. 

 

3.4. Indução da síndrome metabólica com dieta hipercalórica rica em gordura  

Os animais receberam dieta hipercalórica rica em gordura (Tabela 1) durante 8 

semanas para indução da SM135, 136, preparada especialmente para pesquisa (Rhoster 

Indústria e Comércio - Araçoiaba da Serra, SP, Brasil). A dieta era renovada diariamente, 

fornecida ad libitum, e foi mantida até o final do experimento, totalizando 16 semanas de 

alimentação hipercalórica. Todos os animais foram acompanhados diariamente. Só foram 

incluídos no estudo os animais que, ao final do experimento, apresentaram alterações em 

pelo menos 3 parâmetros metabólicos e antropométricos: peso, perfil lipídico, IMC, 

pressão arterial, glicemia, insulina, homeostasis model assessment for insulin resistance 

(HOMA-IR) e/ou teste de tolerância à glicose, compatíveis com a SM conforme descrito 

em estudos anteriores136, 137. Os animais não submetidos à indução da SM receberam 

ração considerada padrão para alimentação de ratos, também oferecida ad libitum durante 

16 semanas (Tabela 1). 

 

Macronutrientes  Dieta padrão  Dieta hipercalórica rica em 

gordura  
Proteína (% kcal)  20  18,4  
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Carboidrato (%kcal)  70  21,3  

Gordura (%kcal)  10  60,3  

Conteúdo energético (kcal/g)  3,9  5,1  

 

Tabela 1: Composição dos protocolos alimentares que foram utilizados no experimento 

(SILVA, 2021134). 

 

3.5 Indução da doença periodontal experimental com ligadura  

Para a colocação da ligadura nos grupos SMDP, DP, SMDPP e DPP, os animais 

foram anestesiados por meio de injeção intraperitoneal, com solução de Cloridrato de 

Xilazina a 2% (2mg/mL) (Rompum - Bayer Saúde Animal, São Paulo, SP, Brasil) e 

Cloridrato de Ketamina a 10% (10mg/mL) (Dopalen® - Ceva Saúde Animal Ltda., 

Paulínia, SP, Brasil) nas respectivas doses de 10mg/Kg (Xilazina) e 80mg/Kg 

(Ketamina). Após a anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatória, 

a qual permitiu a manutenção da abertura bucal dos mesmos, facilitando o acesso aos 

dentes posteriores da mandíbula. Com o auxílio de porta agulha tipo Castroviejo 

(Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil) e sonda exploradora odontopediátrica (Golgran, São 

Paulo, SP, Brasil), foi colocado fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, São José 

dos Campos, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdo e direito de 

cada animal. Nos animais dos grupos DP, SMDP, DPP e SMDPP, a colocação de 

ligaduras ocorreu na 14a semana do experimento. A presença das ligaduras nos animais 

foi verificada periodicamente e não houve necessidade de substituição para nenhum 

animal. 
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Figura 2: A) Fio de seda em posição para indução da doença periodontal no primeiro 

molar inferior.  

 

 

3.6. Administração do agente probiótico 

Conforme descrito previamente134, B. lactis HN019 (HOWARUTM Bifido, E. I. 

Dupont®, Wilmington, DE, EUA) foi cultivado em meio MRS Agar (Man, Rogosa and 

Sharpe - D ™Lactobacilli MRS Broth, Sparks, MD, EUA) por 48 horas a 37ºC sob 

condições de anaerobiose (GASPAKTM EZ Anaerobe Container System with indicator, 

Sparks, MD, EUA). A seguir, com auxílio de alça esterilizada, o inóculo bacteriano foi 

transferido para tubos de centrifugação tipo Falcon contendo pérolas de vidro e água 

destilada esterilizada. Após homogeneização em agitador de tubos (Phoenix AP 65, 

Araraquara, SP, Brasil), a suspensão foi submetida à diluição decimal seriada até 1010, 

em solução salina tamponada fosfatada (PBS), com pH 7,0. Alíquotas de 100 μL foram 

depositadas em placas de Petri contendo MRS Agar e semeadas com auxílio de bastão de 

vidro esterilizado. Após a semeadura, as placas foram incubadas em anaerobiose, durante 

48 horas a 37oC. A padronização quantitativa dos inóculos foi obtida pela determinação 

da densidade óptica (DO) no comprimento de onda de 625 nm em espectrofotômetro 

(Micronal - AJX -1000, São Paulo, SP, Brasil), bem como por contagem, em duplicata, 

do número de unidades formadoras de colônias (UFC)/mL.  

Nos grupos CP, DPP, SMP e SMDPP, o probiótico B. lactis HN019 foi adicionado 

diariamente na água dos animais na proporção de 1 x 10¹º UFC/mL. Todos os animais 

ingeriram a mesma quantidade de probiótico durante todo o período experimental. O 

consumo de probióticos não ultrapassou 8 semanas e foi iniciado na 8a. semana do 

experimento. 

 

3.7. Eutanásia e coleta de materiais para análise 

Conforme descrito previamente132, todos os animais foram submetidos à eutanásia 

16 semanas após o início dos experimentos. Após avaliação de parâmetros 

antropométricos, aferição de pressão arterial sob sedação inalatória com Isoflurano e 

punção cardíaca sob anestesia geral com solução de Cloridrato de Xilazina a 2% 

(2mg/mL) (Rompum© - Bayer Saúde Animal, São Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de 

Ketamina a 10% (10mg/mL) (Dopalen©- Ceva Saúde Animal Ltda., Paulínia, SP, Brasil) 
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nas respectivas doses de 10mg/Kg (Xilazina) e 80mg/Kg (Ketamina), para coleta de 

amostras de sangue, a eutanásia dos animais foi realizada pela administração de uma dose 

letal (150 mg/kg) de tiopentato de sódio (Thiopentax©, Cristália Produtos Químicos 

Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil). Amostras do intestino delgado, baço e fígado 

foram coletadas para avaliação histopatológica das vilosidades intestinais, hepatócitos e 

polpa esplênica. Todos os órgãos na cavidade abdominal foram removidos para exposição 

do tecido adiposo branco (gordura visceral) na parede posterior. As amostras de tecido 

adiposo branco foram coletadas de cada animal e imediatamente pesadas. Posteriormente, 

foram fragmentadas em blocos de 5 x 5 mm, colocadas em microtubos esterilizados, 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80ºC. 

 

3.8. Parâmetros Antropométricos e Metabólicos  

Conforme descrito previamente132,  todos os animais foram monitorados e 

pesados semanalmente para controle do ganho de massa corporal, parâmetro importante 

para comprovação da obesidade, uma das comorbidades da SM. No baseline e antes da 

eutanásia, foram realizadas medidas de circunferência abdominal com auxílio de fita 

métrica e cálculo do IMC por meio da fórmula: IMC = Peso(kg)/ Altura² (m). Os animais 

estavam sob efeito de anestesia no momento das aferições e a altura considerada teve 

como referência a distância entre o nariz e a região anal dos ratos. Para medida fiel da 

circunferência abdominal, foram realizadas 3 mensurações na região abdominal e a maior 

delas foi adotada. Todas as medidas foram realizadas por um mesmo operador calibrado 

com os animais em decúbito lateral. 

 

3.8.1. Perfil lipídico  

No momento da eutanásia, amostras de sangue foram coletadas via punção 

cardíaca para avaliação de níveis séricos de: colesterol total, LDL, HDL e triglicerídeos. 

As amostras de sangue coletadas foram analisadas pelo Serviço de Análises Clínicas da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (SAC/ FCFRP-USP). Os níveis 

de ácidos graxos livres no soro foram obtidos por meio de kit ELISA específico para ratos 

(Rat Free Fatty Acid ELISA Kit – MyBiosource, Califórnia, EUA). 
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3.8.2. Glicemia em jejum  

Conforme descrito previamente132, no momento da eutanásia, amostras de sangue 

foram coletadas via punção cardíaca para análise dos níveis séricos de glicemia de todos 

os animais e enviadas ao Laboratório de Patologia Clínica, Microbiologia e Hemocentro 

Veterinário (Hemolabvet – Ribeirão Preto, SP, Brasil) que realizou a análise utilizando o 

kit GLICOSE Liquiform (Labtest Diagnóstica S.A. - Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as 

análises foram realizadas após os animais serem submetidos a 12 horas de jejum138. 

 

3.8.3. Teste de Tolerância à Glicose (TTG) 

Conforme descrito previamente132, para comprovação da indução da SM, foi 

realizado também, na 16ª semana o teste de tolerância à glicose35 Resumidamente, após 

12 horas de jejum, os animais foram submetidos à ingestão de solução de glucose com 

concentração de 2g/kg via gavagem e os níveis glicêmicos foram medidos a cada 30 

minutos durante 2 horas com auxílio de glicosímetro de precisão Accu-Check Active 

(Roche Diabetes Care – São Paulo, SP, Brasil).  

 

3.8.4. Dosagem de Insulina  

No momento da eutanásia, amostras de sangue foram coletadas via, punção 

cardíaca, para análise dos níveis séricos de insulina de todos os animais. A análise das 

amostras foi realizada com kit ELISA específico para ratos (Rat Insulin ELISA Kit – 

MyBiosource, Califórnia, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

3.8.5.  Avaliação da Resistência à Insulina 

 A resistência à insulina foi estimada com a avaliação do modelo HOMA-IR, de 

acordo com a fórmula [glicose no plasma em jejum (mg/dL) × insulina no plasma em 

jejum (μU/mL)]/405.  

 

3.8.6. Aferição da Pressão Arterial Média  

Conforme descrito previamente132, a aferição da pressão arterial média por 

método invasivo foi realizada no momento da eutanásia. Para tal avaliação, os animais 

foram mantidos sob anestesia inalatória com isoflurano (mantidos a uma taxa de 5% de 

anestésico e 2,5% de oxigênio) e a artéria femoral foi canulada (3 cm de tubo PE-10 

conectado a 14 cm de tubo PE-50). Ainda com o animal anestesiado, a cânula foi 

conectada a um transdutor de pressão e a pressão arterial média e a pressão arterial 
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sistólica foram registradas por cerca de 5 minutos por um sistema de aquisição de dados 

(MP150CE; Biopac Systems Inc., CA, EUA) conectado a um computador (Acknowledge 

3.2, para o Windows). 

 

3.8.7. Análise de proteinúria 

Para a quantificação de proteinúria, amostras de urina foram coletadas diretamente 

da bexiga, no momento da eutanásia. Foram utilizadas seringas de insulina para a coleta. 

O material foi armazenado em gelo e, em seguida, congelado a -80°C . As amostras foram 

analisadas com teste colorimétrico seguindo as instruções do fabricante (SENSIPROT® - 

Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). 

 

3.8.8. Análises histomorfométrica e histopatológica 

Amostras de tecidos foram coletadas e fixadas em formol tamponado a 10% por 

24h. Após esse período, os espécimes foram: descalcificados em solução de ácido 

etilenodiamino tetra-acético 7% (EDTA) (apenas as hemi mandíbulas), desidratados com 

soluções crescentes de álcool etílico, diafanizados com solução de xilol e incluídos em 

parafina. As hemi mandíbulas receberam cortes seriados de 6 μm seguindo o plano mésio-

distal. Os tecidos hepáticos e esplênicos receberam cortes seriados de 6 μm seguindo o 

longo eixo dos órgãos. Os tecidos intestinais (jejuno, duodeno e íleo) receberam cortes 

seriados de 6 μm seguindo a orientação da luz intestinal, de forma que as vilosidades 

ficassem posicionadas perpendicularmente à luz intestinal. Os cortes obtidos foram 

corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para análise com microscopia de luz. Para 

análise histométrica, as imagens dos cortes histológicos foram capturadas por uma câmera 

digital acoplada a um microscópio de luz e mensurações foram realizadas com o auxílio 

de um sistema de análise de imagens digitalizadas e software específico (ImageLab 2000, 

Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil). 

  

3.8.8.1. Mandíbula 

Foram analisadas as condições histopatológicas dos tecidos periodontais na região 

de bifurcação do 1o molar inferior, considerando: conteúdo do infiltrado inflamatório 

periodontal, extensão da inflamação, padrão do tecido conjuntivo e perfil do osso alveolar 

presente. 
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Na análise histométrica, foram realizadas, na raiz distal do 1o molar inferior, 

medidas lineares para avaliar o nível de inserção conjuntiva (NIC), o qual foi calculado 

mensurando-se em µm a distância entre a junção cemento-esmalte (JCE) e a inserção 

conjuntiva. Na região de bifurcação do 1o molar mandibular foi também calculada a área 

sem osso alveolar em mm2, como descrito previamente139. Para cada animal, foi obtida 

uma média dos valores de dois cortes analisados. 

 

3.8.8.2. Intestino delgado 

Para a análise histométrica, três cortes foram selecionados de cada uma das 

amostras de duodeno, jejuno e íleo. As seguintes medidas foram realizadas: i) Altura de 

Vilosidades (AV) – mensuração da distância vertical do topo da vilosidade até a junção 

vilosidade-cripta em 10 vilosidades por corte histológico; ii) Profundidade de Cripta (PC) 

– mensuração da distância vertical da junção cripta-vilosidade até o limite mais inferior 

da cripta em 10 criptas por corte histológico. Os valores de AV e PC de cada animal foram 

representados pela média dos valores obtidos com a análise dos três cortes histológicos. 

 

3.8.8.3. Baço 

Os cortes obtidos foram submetidos à análise histopatológica para avaliação da 

espessura da cápsula, integridade das estruturas presentes nas polpas vermelha e branca 

e eventuais alterações patológicas presentes. 

 

3.8.8.4. Fígado 

Os cortes obtidos foram submetidos à análise histométrica para avaliação dos 

níveis de esteatose. A esteatose foi avaliada de forma semi-quantitativa, considerando-se 

a porcentagem de células com esteatose seguindo uma escala de 5 graus: 0, ausente ou 

presente em <5% de hepatócitos; +1, ≥ 5% e <25%; +2, ≥ 25% e <50%; +3, ≥ 50 % e 

<75%; e +4, ≥ 75% 140.   

 

3.9. Análise da expressão gênica – qRT-PCR em tempo real 

O ácido ribonucleico (RNA) foi isolado pelo kit de extração SV Total RNA 

Isolation System (Promega, Inc., Madison, WI, EUA) conforme protocolo do fabricante, 

incluindo tratamento com a enzima DNAse para eliminar qualquer resíduo de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) genômico. Um micrograma do RNA total isolado foi 

transcrito reversamente para DNA complementar (cDNA) com o High-Capacity cDNA 
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Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Inc., Forster City, CA, EUA), o qual 

possui random hexamers, conforme protocolo do fabricante. A análise da expressão 

gênica de LEPR, NAMPT e FABP4 foi realizada por qRT-PCR utilizando TaqMan 

GenEx Assay (Applied Biosystems, Inc., Forster City, CA, EUA). Para isto, cada cDNA 

foi amplificado utilizando o gene constitutivo β-actina como controle endógeno para a 

normalização. A amplificação foi realizada no CFX96 Touch™ Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA) por 40 ciclos, 

conforme protocolo do fabricante. A fluorescência foi coletada para cada ciclo de 

amplificação e os dados analisados pelo método  2-ΔΔCt para quantificação da expressão 

relativa. 

 

3.10. Perfil microbiológico intestinal - Coleta de fezes e qRT-PCR 

A coleta de fezes foi realizada para todos os animais no baseline  e 16 semanas 

após o início do experimento. Para que as fezes fossem coletadas frescas, os animais 

foram colocados em caixas individualmente por poucos minutos, sob supervisão, até que 

fosse possível realizar a coleta das fezes defecadas naquele instante. Todas as amostras 

foram coletadas com auxílio de pinça estéril, colocadas em tubo estéril e imediatamente 

armazenas em freezer -80ºC. 

O DNA genômico foi extraído e purificado a partir de amostras de fezes usando 

kit específico para esse fim (DNeasy Power Soil® Kit – Qiagen, Hiden, Alemanha) 

conforme as instruções do fabricante. A pureza e a quantificação do DNA foram avaliadas 

com um espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e por 

meio de quantificação fluorimétrica (Qubit Fluorometric Quantification - Thermo 

Scientific, Wilmington, DE, EUA), considerando as razões de A 260/280 e A 260/230 

dadas pelo espectro de absorbância máxima em 260 nm. Foram admitidas apenas 

amostras com A 260/280 entre 1,8 a 2,0 (DNA). A partir dos dados obtidos na 

quantificação, as amostras foram diluídas com água nuclease-free (Invitrogen UltraPure 
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DNase⁄RNase-Free Distilled Water - Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) até 

serem padronizadas na concentração de 10ng/μL. 

Em seguida, a análise por qRT-PCR foi realizada em microplacas de 96 poços 

(MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate - Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

EUA) e com o termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, EUA). Misturas de reações de qRT-PCR “master mix” (total de 10 μL) 

foram utilizadas contendo a proporção de 5 μL de Faststart SYBR Green (Roche 

Diagnostics Ltd), 0,25 μl de cada primer específico - Foward (F) e Reverse (R) (Exxtend 

Solução em Oligos, Paulínia, São Paulo, Brasil) - para 4 μL de água nuclease-free e 0,5 

μL de DNA. As sequências iniciadoras para Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacilos e 

Bifidobacterium, assim como o protocolo de termociclagem e padronização da curva 

foram executados conforme as referências citadas na Tabela 2210,211. 

 

 

Tabela 2: Sequência iniciadora 5’-3’ foward (F) e reverse (R) utilizadas para 

quantificação de Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacilos e Bifidobacterium por meio de 

qRT-PCR. 
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3.11. Variáveis de resultado 

Foi definida como variável primária deste estudo as diferenças entre os grupos na 

área sem osso na região de bifurcação analisada por meio de histomorfometria. Os demais 

parâmetros (peso, circunferência abdominal, IMC, glicemia em jejum, HOMA-IR, 

pressão arterial, perfil lipídico - colesterol total, LDL, HDL, triglicerídeos e ácidos 

graxos, expressão gênica relativa de adipocinas - NAMPT, LEPR e FABP4, histométricos 

- NIC,  percentual de hepatócitos gordurosos, AV, PC e relação AV/PC, proteinúria e 

microbiológico de fezes) foram definidos como variáveis secundárias. 

3.12. Análise estatística 

As análises foram realizadas com o software Bioestat Graphpad Statmate 2.0 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O animal foi considerado como a 

unidade estatística. Foi adotado nível de significância de 5% (p < 0,05). Os dados foram 

apresentados como médias e desvios-padrão. Os dados antropométricos e metabólicos 

para caracterização da SM foram apresentados como valores proporcionais àqueles 

obtidos no Grupo C. A distribuição dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Para 

os dados que apresentaram distribuição normal, foram selecionados testes paramétricos 

para análises das diferenças intergrupos. Testes não paramétricos foram aplicados para os 

dados com distribuição não normal. 

Todas as avaliações histométricas foram realizadas por um examinador calibrado. 

Para calibração dos examinadores, um terço da amostra foi avaliada em dois períodos de 

tempo com um intervalo de 48 horas. Na calibração de mensuração de variáveis 

contínuas, foi calculado o erro padrão das médias obtidas em cada tempo e o percentual 

médio de mudança do erro padrão entre os dois tempos. Um examinador era considerado 

calibrado quando o percentual médio de mudança do erro padrão das medidas realizadas 

nos dois intervalos de tempo era inferior  a 10%. Na calibração de mensuração de 

variáveis ordinais, o coeficiente de correlação intraclasse (CCI) foi utilizado. Valores de 

CCI maiores que 90% foram considerados para assegurar a calibração dos examinadores. 

A significância das diferenças entre os grupos para as variáveis antropométricas, 

metabólicas, histométricas e de expressão gênica relativa foi determinada pela análise de 

variância (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey. As diferenças estatísticas para 

o perfil microbiológico foram avaliadas pelo Teste t. A correlação de Spearman foi 

utilizada para avaliar as relações entre a perda óssea alveolar (área sem osso na região de 
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bifurcação) e todos os demais parâmetros metabólicos, microbiológicos, histométricos e 

gênicos investigados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1 Parâmetros antropométricos (Peso, Circunferência abdominal, Índice de 

massa corporal (IMC)) 

Ao longo do estudo, foi observado um aumento de peso em todos os animais de 

todos os grupos experimentais (Figura 3). Conforme pode ser visto na Figura 3, as 

comparações intergrupos para os valores relativos de delta obtidos (Valores 16 semanas 

- Valores baseline) demonstram aumento de peso, de circunferência abdominal e de IMC 

significativamente maiores para os grupos com SM quando comparados aos grupos sem 

SM (p < 0,05). 

 

Figura 3. Valores relativos (%) e desvios-padrão dos parâmetros antropométricos 

obtidos nos diferentes grupos experimentais em relação ao Grupo C. A) Peso; B) 

Circunferência abdominal; C) IMC. Valores apresentados como delta (16 semanas - 

Baseline) entre os grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, 

p < 0,05). 

 

4.2. Perfil lipídico (LDL, HDL, Colesterol total, Ácidos Graxos) 

Em relação aos níveis séricos de colesterol total, os grupos SM e DP apresentaram 

maiores concentrações quando comparados ao grupo C (p < 0,05). O uso do probiótico 

promoveu uma redução dos níveis de colesterol total no grupo SMDPP em relação ao 

grupo SMDP (p < 0,05) (Figura 4C).  

O grupo SM apresentou uma taxa mais elevada de LDL em relação ao grupo C (p 

< 0,05). Os animais dos grupos SMP e SMDPP mostraram uma redução de LDL em 

 



67 
 

relação aos animais do grupo SM (p < 0,05) (Figura 4-B). Para as taxas de HDL, não 

foram encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (figura 4-D).  

Os animais dos grupos SM, SMDP e SMDPP mostraram maiores taxas de  

triglicerídeos em relação aos grupos C, DP e DPP, respectivamente (p < 0,05). Não houve 

diferenças entre os animais do grupo SMP em relação ao grupo CP. Além disso, os 

animais com SM, com ou sem DP, tratados com terapia probiótica (SMP e SMDPP) 

apresentaram menores concentrações de triglicerídeos quando comparados aos grupos 

com as mesmas condições que não receberam probiótico (SM e SMDP) (p < 0,05) (Figura 

4-A).  

Observou-se que os grupos SM e SMDPP apresentaram maiores níveis séricos de 

ácidos graxos quando comparados aos grupos C e DPP (p < 0,05). O grupo SMDP 

apresentou valores de ácidos graxos maiores em relação ao grupo SM (p < 0,05) (Figura 

4-E). 

 

Figura 4.  Valores relativos (%) e desvios-padrão dos parâmetros metabólicos 

obtidos nos diferentes grupos experimentais em relação ao Grupo C. A) Triglicerídeos; 

B) LDL; C) Colesterol total; D) HDL; E) Ácidos graxos. *diferença significativa entre os 
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grupos; letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos sem SM e 

seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.3. Perfil glicêmico (HOMA-IR, Glicemia em jejum, Teste de Tolerância à 

Glicose) 

Observou-se que os grupos C, CP, DP e DPP apresentaram menores valores nas 

análises de HOMA-IR, glicemia em jejum e Teste de Tolerância à Glicose (TTG) em 

relação aos grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP, respectivamente.  

Os valores de glicemia obtidos, distribuídos ao longo do tempo, no TTG estão 

representados na Tabela 3 para todos os grupos. A área sob a curva (AUC) do gráfico 

obtida para cada grupo está representada na Figura 5. Os animais dos grupos SM, SMP, 

SMDP e SMDPP apresentaram maiores valores de AUC quando comparados aos seus 

respectivos controles (C, CP, DP e DPP), com diferenças significativas entre eles (p < 

0,05).  

Observou-se que os grupos C, CP, DP e DPP apresentaram menores valores para 

HOMA-IR, em relação aos grupos SM, SMP, SMDP e SMDPP, respectivamente (Figura 

6-A).  

Notou-se uma diferença significativa entre os grupos C e SM (p < 0,05) (Figura 6-B). 

     Grupos Experimentais - Valores de Glicemia (mg/dL) 

TEMPO 

(minutos) 

C CP DP DPP SM SMP SMDP SMDPP 

0 78,3 82 90,5 91,6 97,3  a,b 95,1 a,b 86,5 a,b 102,6 a,b  

30 159,3 128,5 124,8 133,6 155,5 a,b 161,8 a,b 130 a,b 145,5 a,b,d 

60 128,8 123,5 125,8 124,3 158,5 a,b 148,8 143,8 163 a,b,d 

90 107,1 103,8 114,1 106,5 138 a,b 141,1 a,b 141,16 a,b,d 151,5 a,b,c,d 

120 91,6 93,5 97,3 101,3 126,6 a,b 134,3 a,b 129,8 a,b,c 131,1 a,b,d 
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Tabela 3 - Teste de Tolerância à Glicose. Médias dos níveis glicêmicos dos diferentes 

grupos distribuídos ao longo do tempo. Letras diferentes, em cada tempo, representam 

diferenças estatísticas entre os grupos.  

a- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo C (ANOVA, Tukey p < 0,05).  

b- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo CP (ANOVA, Tukey p < 

0,05). 

c- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo DP (ANOVA, Tukey p < 

0,05).  

d- Diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo DPP (ANOVA, Tukey p < 

0,05).  

  

Figura 5 - Médias da AUC para os diferentes grupos experimentais. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre os grupos com SM e seus 

respectivos controles sem SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
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Figura 6: Valores relativos (%) e desvios-padrão de parâmetros glicêmicos obtidos nos 

diferentes grupos experimentais em relação ao Grupo C. A) HOMA-IR; B) Glicemia em 

jejum. Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos sem SM e 

seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.4. Aferição da Pressão Arterial Média  

  Os animais dos grupos SM, SMP, SMDPP e SMDPP apresentaram valores de 

pressão sistólica significativamente (p < 0,05) maiores que aqueles dos grupos C, CP, DP 

e DPP, respectivamente (Figura 7). O Grupo DP também apresentou maiores valores de 

pressão sistólica quando comparado aos grupos C e CP (p < 0,05). Para pressão média, 

os grupos SM, SMP e SMDP apresentaram valores significativamente (p < 0,05) maiores 

que aqueles dos grupos C, CP e DP, respectivamente (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
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Figura 7:  Valores relativos (%) de pressão arterial obtidos nos diferentes grupos 

experimentais em relação ao Grupo C.  A) Pressão média; B) Pressão sistólica. *diferença 

significativa entre os grupos. Letras diferentes representam diferenças entre grupos sem 

SM e seus respectivos controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.5. Análise de proteinúria 

As médias e desvios-padrão de proteinúria podem ser observados na Figura 8.  O 

grupo SMDP apresentou valores médios significativamente maiores que o grupo SMDPP. 

Destaca-se a maior concentração de proteínas encontradas no grupo DP quando 

comparado ao grupo C (p < 0,05) (Figura 8).  Observou-se uma diferença significativa 

entre os grupos SM e C (p < 0,05) (Figura 8). 
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Figura 8 - Médias e desvios-padrão de proteinúria para os grupos C, CP, DP, DPP, 

SM, SMP, SMDP e SMDPP. *diferença significativa entre os grupos. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre grupos sem SM e seus 

respectivos controles com SM (Anova, Tukey, p < 0,05).  

 

4.6. Análises histomorfométrica e histopatológica 

4.6.1. Mandíbula 

Os grupos C e CP apresentaram ligamento periodontal com características 

normais, grande quantidade de fibroblastos, vasos sanguíneos e poucas células 

inflamatórias. As fibras colágenas estavam dispostas de modo organizado e perfeitamente 

inseridas no cemento adjacente e osso alveolar (Figuras 10A-2 e 10B-2). Na região 

interproximal, entre o 1o e 2o molares inferiores, notou-se a preservação do epitélio 

juncional e do epitélio do sulco (Figuras 9A e 9B). Foi possível observar que, nos grupos 

SM e SMP, algumas trabéculas ósseas se apresentavam com espessura mais reduzida e 

os espaços medulares estavam menores e uma disposição menos organizada das fibras 

colágenas (Figuras 10E-2 e 10F-2).  

As características histológicas apresentadas pelos grupos DP e SMDP foram 

semelhantes. Ambos os grupos apresentaram tecido conjuntivo altamente desorganizado, 

com fibras irregularmente dispostas e edema intersticial moderado a intenso, presença de 

células inflamatórias (Figuras 10D2- e 10G2) e poucos fibroblastos. No grupo SMDP, 

um intenso infiltrado foi identificado em todo o tecido conjuntivo da área de bifurcação. 

Além disso, as amostras deste grupo apresentavam características de necrose óssea nesta 

região (Figura 10G-2). O tecido ósseo e cemento radicular na região de bifurcação 

apresentaram intensa destruição e contorno irregular (Figura 10G-2). Na região 

interproximal, em ambos os grupos, entre o 1o e 2o molares, foram observados danos 

estruturais no epitélio sulcular e migração apical do epitélio juncional (Figuras 9C e 9G).  

Os grupos DPP e SMDPP, quando comparados aos grupos DP e SMDP, 

respectivamente, apresentaram tecido conjuntivo mais celularizado, menor edema 

intersticial, menor infiltrado inflamatório e fibras colágenas melhor dispostas e 

organizadas entre o osso alveolar e o cemento (Figuras 10C-2, 10H-2, 10D-2 e 10G-2, 

respectivamente). O tecido ósseo na região de bifurcação dos Grupos DPP e SMDPP 
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apresentava contorno irregular e arquitetura plana resultante do processo de reabsorção 

óssea. O cemento radicular apresentava contorno regular e menores áreas de reabsorção. 

Na região interproximal, entre o 1o e 2o molares inferiores, observou-se danos estruturais 

de menor intensidade no epitélio sulcular (Figuras 9D e 9H) e menor deslocamento apical 

do epitélio juncional.   

As médias e desvios-padrão da área sem osso na região de bifurcação e do NIC, 

bem como o resultado das comparações entre os grupos podem ser observados nas figuras 

11 e 12. 
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Figura 9: Imagens histológicas da região interproximal entre 1º e 2º molares inferiores, 

com aumento de 40x dos grupos: C (A), CP (B), DP (C), DPP (DP), SM (E), SMP (F), 

SMDP (G) e SMDPP (H). Setas pretas = junção cemento-esmalte; Setas brancas = adesão 

epitelial; M1 = primeiro molar inferior; M2 = segundo molar inferior. 
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Figura 10: Imagens histológicas da região de bifurcação do 1º molar inferior, com 

aumento de 20x (A1-H1) e 40x (A2-H2), dos grupos C (A1, A2), CP (B1, B2), DP (C1, 

C2), DPP (D1, D2), SM (E1, E2), SMP (F1, F2), SMDP (G1, G2) e SMDPP (H1, H2) . 

Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 20x (1); 40x (2). OA = osso 
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alveolar; TF = teto da bifurcação; setas pretas = vasos sanguíneos; estrela = osteoblastos; 

cabeça de seta preta preenchida = fibras colágenas desconexas com a presença de edema 

intersticial; triângulos = infiltrado inflamatório; seta preenchida = fibras colágenas 

interpostas entre o osso alveolar e o cemento radicular. 

  

Figura 11: Análise histomorfométrica dos tecidos periodontais. Médias e desvios-padrão 

da área sem osso em bifurcação para os grupos DP, DPP, SMDP e SMDPP, com 

comparações entre os grupos. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM 

(ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
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Figura 12: Análise histomorfométrica dos tecidos periodontais. Médias e desvios-padrão 

da perda de inserção interproximal para os grupos C, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e 

SMDPP, com comparações entre os grupos. *diferença significativa entre os grupos. 

Letras diferentes representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos 

controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.6.2. Baço  

No grupos C e CP, o baço estava recoberto por uma cápsula delgada, com 

parênquima formado por polpa vermelha (PV) e polpa branca (PB) (Figuras 14A e B; 14 

A-1 e B-1). Uma zona abaixo da cápsula apresentou-se formada, principalmente, por 

sinusóides sanguíneos da PV (Figuras 14 A-1 e B-1). Na porção mais interior, a PV 

apresentava sinusóides sanguíneos e cordões esplênicos (Figuras 14 A-1 e B-2). A PB 

apresentava agregações de linfócitos circundando as arteríolas centrais (Figura 14). A 

bainha periarteriolar linfática (PALPS) foi observada no interior da PB (Figuras 14 A-1 

e  B-1). 

Nos grupos DP (DP e DPP), o baço apresentou PB aparentemente expandida 

(Figuras 13 C e D). Cápsula espessada foi observada com congestão acentuada dos 

sinusóides sanguíneos subcapsulares da PV. Grânulos de hemossiderina dispersos foram 

notados na PV. Foi observado um infiltrado inflamatório mononuclear em várias regiões 

da PV (Figuras 14 C-1 e D-1). Os folículos linfáticos da PB apresentavam-se maiores em 

comparação com aqueles dos grupos controles. Os folículos linfáticos do grupo DPP 

apresentaram-se com menor tamanho em relação àqueles do grupo DP. 

Os grupos SM e SMP (Figuras 13 E e F) mostraram ampla expansão da PV em 

relação à PB. Foi observada a presença de sinusóides sanguíneos subcapsulares em 

diversas áreas e cápsula conjuntiva espessada nos animais do grupo SM quando 

comparados àqueles do grupo SMP. Aparentemente, as trabéculas de tecido conjuntivo 

estavam com maior espessura nos animais do grupo SM. Algumas regiões, no grupo SM, 

apresentavam depósitos de hemossiderina marrom. Os folículos linfáticos da PB eram 

aparentemente maiores em comparação com aqueles do grupo SMP (Figuras 13 G e H). 

O tratamento com o probiótico no grupo SMDPP resultou em uma melhor 

aparência esplênica, quando comparado ao grupo SMDP. Os cortes histológicos desse 
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grupo mostraram uma estrutura esplênica mais organizada (Figuras 14G e H). O baço dos 

animais do grupo SMDPP apresentava uma cápsula mais fina e com menor congestão dos 

sinusóides sanguíneos subcapsulares da PV (Figuras 14 G-1 e H-1). A estrutura da PV, 

nos animais do grupo SMDPP era semelhante àquela dos grupos sem DP (Figuras 14G-1 

e H-1). Além disso, menos agregações de grânulos de hemossiderina foram notadas na 

PV no grupo SMDPP quando comparado ao grupo SMDP. Os folículos da PB 

encontravam-se diminuídos em comparação àqueles do grupo SMDPP (Figuras 14 G1 e 

H-1). 

 

Figura 13: Tecidos esplênicos dos grupos C (A), CP (B); DP (C); DPP (D); SM (E); SMP 

(F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original  2,5x. 

Setas: cápsula. 
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Figura 14: Tecidos esplênicos dos grupos C (A-1), CP (B-1); DP (C-1); DPP (D-1); SM 

(E-1); SMP (F-1); SMDP, (G-1). SMDPP (H-1). Coloração: Hematoxilina e Eosina. 

Aumento original 20x. PALPS = Bainha periarteriolar linfática;  PV = Polpa vermelha; 

ELIPSE = folículos linfáticos da polpa branca; Retângulos = Grânulos de hemossiderina. 

 

4.6.3. Fígado  

As médias e desvios-padrão do percentual de células gordurosas para os grupos 

C, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP, bem como o resultado das comparações entre 
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os grupos podem ser observados na Figura 15. Os grupos SM e SMDP apresentaram 

maior percentual de esteatose quando comparados aos grupos C e CP, respectivamente (p 

< 0,05). O grupo DP apresentou maior percentual de células gordurosas quando 

comparado ao grupo C (p < 0,05). Os grupos DPP e SMDPP apresentaram menor 

percentual de esteatose quando comparados aos seus respectivos controles (p < 0,05).Nos 

grupos C e CP (Figuras 16A e B), os hepatócitos encontravam-se enfileirados e com 

contornos preservados. O tecido conjuntivo frouxo do espaço-porta tinha aspecto normal. 

Esta região apresentava vasos sanguíneos não congestos e vasos linfáticos de aspecto 

normal. Notou-se a existência de poucas células de Kupfer. Observou-se que os ductos 

biliares e os vasos do espaço-porta apresentavam características compatíveis com 

normalidade. Os tecidos hepáticos no grupo DP (Figura 16C) mostraram uma ligeira 

constrição da veia central com congestão, perda parcial da organização dos hepatócitos 

em cordões de degeneração e perda de contorno típico. Notou-se aumento do número de 

células de Kupfer, bem como presença de discreta fibrose próximo à área portal Além 

disso, notou-se a presença de esteatose microgoticular ao redor da veia central. No grupo 

DPP (Figura 16D), foi possível observar uma reversão moderada do quadro degenerativo 

observado no grupo DP. Observou-se melhor arquitetura, contorno e disposição celular, 

menor quantitativo de células com micro gotículas de gordura, menor presença de células 

de Kupfer.  

No grupo SM (Figura 16E), os hepatócitos exibiram conformação medular 

alterada, organização em cordões, degeneração e perda de contorno. Além disso notou-se 

a presença de esteatose intensa e extensa, bem como fibrose na área portal. Os ductos 

biliares e os vasos do espaço-porta apresentavam características normais. A proporção de 

hepatócitos com esteatose no grupo SMDP (Figura 16F) foi maior do que aquela 

observada nos grupos SM, SMP e DP (Figuras 16E, F e D).   
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Figura 15. Análise histomorfométrica dos tecidos hepáticos. Médias e desvios-padrão do 

percentual de células gordurosas para os grupos C, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP, 

com comparações entre os grupos. *diferença significativa entre os grupos. Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre grupos sem SM e seus respectivos 

controles com SM (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
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Figura 16: Imagens histológicas dos tecidos hepáticos dos grupos C (A), CP (B); DP (C); 

DPP (D); SM (E); SMP (F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e Eosina. 

Aumento original = 20x.  Estrela = hepatócitos em cordões; seta = área de fibrose; elipse 

= esteatose. 

 

4.6.4. Intestino delgado  

     Os animais com periodontite (grupos DP e SMDP) apresentavam defeitos nas 

vilosidades, estratificação epitelial, degeneração da lâmina basal e presença de células 

inflamatórias, predominantemente células polimorfonucleadas, no intestino delgado 

(Figura 17C). A periodontite, isoladamente, provocou o encurtamento acentuado das 

vilosidades e redução da PC no jejuno dos animais sem SM (Figura 17C). Por sua vez, 
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observou-se a proliferação de células epiteliais e aumento das vilosidades no intestino dos 

animais com SM (Figura 17E). Tais alterações estavam ausentes ou apresentadas em 

menor magnitude em animais do grupo DPP (figura 17D).   

Os resultados histométricos observados (Figura 18) podem ser agrupados em 4 

pontos principais: 

i) Impacto da DP na redução de AV e PC 

A DP reduziu AV e PC de forma significativa apenas nos grupos sem SM. No duodeno, 

jejuno e íleo observou-se menor AV no grupo DP quando comparado ao grupo C. No 

jejuno e íleo observou-se menor PC no grupo DP quando comparado ao grupo C.  

 

ii) Impacto da SM na redução de AV e PC 

No íleo observou-se menor AV no grupo SM quando comparado ao grupo C. No duodeno 

e íleo observou-se menor PC no grupo SM quando comparado ao grupo C.  

 

iii) Impacto da terapia probiótica nos grupos sem SM 

O grupo DPP apresentou maior AV quando comparado ao grupo DP no duodeno, jejuno 

e íleo. No íleo, uma maior razão AV/PC foi observada no grupo DPP quando comparado 

ao grupo DP.   

 

iv) Impacto da terapia probiótica nos grupos com SM 

O grupo SMDPP apresentou maior AV, bem como maior razão AV/PC quando 

comparado ao grupo SMDP no duodeno, jejuno e íleo.  
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Figura 17: Imagens histológicas dos tecidos intestinais dos grupos C (A), CP (B); DP (C); 

DPP (D); SM (E); SMP (F); SMDP, (G). SMDPP (H). Coloração: Hematoxilina e Eosina. 

Aumento original = 10x e 40x (retângulo destacado). LC= Criptas de Lieberkühn; Setas 

laranjas=células calciformes. 
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Figura 18: Análise histomorfométrica dos tecidos intestinais. Médias e desvios-padrão de 

altura de vilosidade (AV) e profundidade de cripta (PC) para os grupos C, DP, DPP, SM, 

SMP, SMDP e SMDPP, com comparações entre os grupos. Na coluna I estão 

representadas a AV; Na coluna II estão representadas a PC; Na coluna III estão 

representadas a Razão AV/PC. Na linha I estão representados os tecidos do duodeno; na 

linha II estão representados os tecidos do jejuno; na linha III estão representados os 

tecidos do íleo.* diferenças significativas entre os grupos. Letras diferentes representam 

diferenças significativas entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM 

(ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.7. Análise da expressão gênica – qRT-PCR em tempo real 

4.7.1. Expressão relativa FABP4/Actina 

As médias e desvios-padrão da expressão relativa FABP4/Actina podem ser 

observados na Figura 19. O Grupo DP apresentou maior valor nesta expressão, quando 

comparado ao grupo C (p<0,05). O grupo SMDP apresentou maior expressão de 
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FABP4/Actina quando comparado aos grupos SMP e SMDPP (p < 0,05). Maiores 

expressões de FABP4/Actina foram observadas nos grupos SM e SMDP quando 

comparados aos seus respectivos controles sem SM (p < 0,05). 

 

Figura 19: Médias e desvios-padrão da expressão relativa FABP4/Actina para todos os 

grupos experimentais. *diferença significativa entre os grupos; Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM 

(ANOVA, Tukey, p < 0,05). 

 

4.7.2. Expressão relativa LEPR/Actina 

As médias e desvios-padrão da expressão relativa LEPR/Actina podem ser 

observados na Figura 20. Os grupos DP e SMDP apresentaram maiores expressõesde 

LEPR/Actina quando comparados aos grupos C e SM, respectivamente (p < 0,05). Foi 

observada maior expressão de LEPR/Actina nos grupos SM e SMDP quando comparados 

aos grupos C e DP.   
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Figura 20: Médias e desvios-padrão da expressão relativa LEPR/Actina para todos os 

grupos experimentais. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (p < 

0,05). 

4.7.3. Expressão relativa NAMPT/Actina 

As médias e desvios-padrão da expressão relativa NAMPT/Actina podem ser 

observados na Figura 21. O Grupo DP apresentou maiores valores de expressão relativa 

de NAMPT/Actina, quando comparado aos grupos C e DPP (p < 0,05). O grupo SM 

apresentou maior expressão de NAMPT/Actina em relação aos grupos C e SMP ( p < 

0,05). Observou-se diferença estatisticamente significativa entre os grupos SMDP e 

SMDPP (p < 0,05). 

.     
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Figura 21: Médias e desvios-padrão da expressão relativa NAMPT/Actina para os todos 

os grupos experimentais.. *diferença significativa entre os grupos. Letras diferentes 

representam diferenças entre grupos sem SM e seus respectivos controles com SM (Teste 

t, p < 0,05). 

 

4.8.Perfil microbiológico intestinal – qRT-PCR 

O grupo SMDPP apresentou menor proporção de Bacteoidetes, em comparação ao 

grupo SMDP (figura 22 B). O grupo DP apresentou redução de Bacteroidetes (Figura 

22A) e elevação de Firmicutes quando comparado ao grupo C (p < 0,05). O grupo 

SMDPP, quando comparado ao grupo SMDP, apresentou menores variações percentuais 

de Firmicutes e maiores reduções de Bacteroidetes (Figuras 22 B e 22 D) (p < 0,05). O 

Grupo SMP apresentou menor variação percentual nas contagens de  Firmicutes (Figura 

22D), em relação ao grupo SMDP (p < 0,05). Todos os grupos apresentaram reduções 

percentuais nas contagens de Lactobacilos em relação ao baseline (Figuras 22E e 22F). 

Foi observada maior redução nas contagens de Lactobacilos (Figura 22F) no grupo SM 

quando comparado aos grupos SMDP e SMDPP (p < 0,05).  O grupo SMP apresentou 

maiores reduções percentuais de Lactobacilos quando comparado ao grupo SMDP (p < 

0,05). Não foram encontradas diferenças significativas nas comparações para as variações 

percentuais de Bifidobacterium entre os grupos com e sem SM (Figuras 22G e 22H) 
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Figura 22: Médias e desvios-padrão das variações percentuais para as contagens 

de bactérias na 16ª semana em relação aos valores obtidos no baseline nas fezes dos 

grupos C, CP, DP, DPP, SM, SMP, SMDP e SMDPP.  Valores positivos demonstram 

aumentos nas contagens de microrganismos e valores negativos indicam redução. A) 

Bacteroidetes (grupos sem SM); B) Bacteroidetes (grupos com SM); C) Firmicutes 

(grupos sem SM); D)  Firmicutes (grupos com SM); E) Lactobacilos (grupos sem SM); 

F) Lactobacilos (grupos com SM);  G) Bifidobacterium (grupos sem SM); H) 

Bifidobacterium (grupos com SM). 

 

4.9.Correlação entre perda óssea alveolar e SM e parâmetros microbiológicos, 

genéticos e metabólicos. 

A tabela 4 apresenta diferentes parâmetros microbiológicos, genéticos e 

metabólicos envolvidos em significativa correlação com a perda óssea alveolar. 
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Considerando os dados de perda óssea alveolar, correlações fortes foram encontradas com 

esteatose hepática, expressão relativa de NAMPT, ácidos graxos, profundidade de cripta 

e proteinúria; correlações moderadas foram encontradas com LEPR; e correlações fracas 

foram encontradas com Bacteroidetes. 

. 

  
     PO  

AC 

GRAXO 
BACT LEPR NAMPT ESTEAT GLICEMIA PROT CRIPTA 

PO  

r 1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     

p 
* 

AC GRAXO 
r 0,8095 1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  p 0,0218a * 

BACT 
r 0,1142 -0,00726 1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  p 0,0153a 0,9864 * 

LEPR 
r 0,6667 0,9214 0,1937 1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  p 0,0831b 0,0011 a  0,6458 * 

NAMPT 
r 0,8144 0,9469 -0,1761 0,865 1 

  

  

  

  

  

  

  

  p 0,0186 a 0,0004 a 0,6765  0,0055 a * 

ESTEAT 
r 0,7619 0,8479 -0,0401 0,8474 0,4031 1 

  

  

  

  

  

  p 0,0368 a 0,0078 a 0,9248 0,0079 a 0,006 a * 

GLICEMIA 
r 0,6667 0,9323 0,0589 b 0,9598 0,949 0,9593 1   

  

  

  p 0,0831 b 0,0007 a 0,8904 0,0002 a 0,003 a 0,0002 a * 

PROT 
r 0,8095 0,8234 -0,0117 0,7725 0,9182 0,9187 0,8895 1   

  p 0,0218 a 0,0120 a 0,9781 0,0246 a 0,0013a 0,0013a 0,0031a * 

CRIPTA 
r -0,7619 -0,9319 0,01156 -0,9605 -0,9406 -0,9268 -0,9808 -0,8626 1 

p 0,0368 a 0,0008 a 0,9783 0,0001 a 0,0005 a 0,0009a <0,0001a 0,0058 a * 

 

Tabela 4: Correlação entre perda óssea alveolar na região de bifurcação e diversos 

parâmetros microbiológicos, genéticos e metabólicos. PO = Perda óssea; AC Graxo = 

ácidos graxos; Bact = Bacteroidetes; ESTEAT = Esteatose; PROT = Proteinúria; Cripta 

= profundidade de cripta. a Valor significante para a correlação de Spearman (p < 0,05); b
 

Tendência de diferença estatística  (p <0,1 e > 0,05) 
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5.  DISCUSSÃO 
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A SM e a DP são  um problema de saúde pública mundial sendo responsáveis por 

dezenas de milhões de mortes anualmente 24, 141.  Globalmente, a periodontite afeta entre 

45% e 50% dos adultos em sua forma mais branda e a doença mais grave afeta de 9 a 

11% da população adulta mundial142-144. Em condições de saúde periodontal, existe uma 

harmoniosa relação entre um biofilme associado à saúde e uma resposta 

imunoinflamatória proporcional do hospedeiro. A periodontite surge após o 

estabelecimento de uma disbiose em pessoas suscetíveis, a qual tem ligação com a quebra 

do equilíbrio da resposta imunoinflamatória, o que proporciona danos ao tecido 

conjuntivo mediados pelo hospedeiro e perda óssea alveolar 145, 146. O resultado final da 

DP, quando não tratada, é a perda do dente, redução da função mastigatória, pior estado 

nutricional, baixa autoestima e qualidade de vida e uma associação com maior 

mortalidade devido às comorbidades da SM 147, 148. Indivíduos com SM são quase duas 

vezes mais predispostos a desenvolver periodontite do que o restante da população 33, Em 

contrapartida, a periodontite aumenta o risco de deteriorização dos parâmetros 

metabólicos e inflamatórios sistêmicos desses indivíduos. Dessa forma, investigações de 

novas estratégias de prevenção ou tratamento para ambas as condições são urgentemente 

necessárias e podem proporcionar um impacto significativo nos programas de saúde 

pública mundiais. 

O conceito de modular a microbiota intestinal por meio do uso de bactérias 

específicas para melhorar o metabolismo do hospedeiro ganhou considerável interesse 

nos últimos anos. Nessa perspectiva, estudos pré-clínicos 110, 111, 132, 149 e clínicos102, 104-

106, 109, 150 demonstraram que a utilização de probióticos pode ser uma promissora 

alternativa terapêutica/preventiva para a SM e para a periodontite. Todavia, as evidências 

disponíveis não são robustas o suficiente e, por isso, requerem um corpo de comprovações 

melhor alicerçado. O mecanismo exato de como os probióticos exercem seus efeitos ainda 

não são completamente conhecidos e dependem de uma variedade de fatores: a condição 

a ser tratada, a cepa e a concentração dos probióticos usados e o estágio em que são 

introduzidos, a presença de prebióticos ou bactérias entéricas.  Os efeitos dos probióticos 

podem originar-se de três principais modos de ação locais ou sistêmicos 100, 120, 151-153: 

1. Indiretamente, os probióticos competem com os patógenos por nutrientes 

essenciais; eles também podem restringir as capacidades de adesão dos patógenos, 

alterando o pH ambiental152. 
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2. Diretamente, os probióticos estão envolvidos na produção de substâncias 

antimicrobianas (ácido lático, peróxido de hidrogênio, bacteriocinas) que podem matar 

ou inibir o crescimento de patógenos periodontais154. 

3.  Os probióticos podem atuar modulando a resposta imune inata e adaptativa do 

hospedeiro (reduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-1β, 

TNF-α e aumentando a produção de citocinas antiinflamatórias, como IL-10) e 

melhorando a integridade da barreira intestinal155.  

No presente estudo, foi investigada a progressão da DP em animais com ou sem 

SM, tratados ou não com a cepa probiótica Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

HN019. A escolha desse gênero bacteriano levou em consideração seus efeitos nos 

tecidos periodontais 110, 111, 139, 156  também, efeitos capazes de atenuarem as comorbidades 

da SM 157-160. 

Ao analisar os resultados do presente estudo, o método de indução experimental 

da SM merece algumas considerações. Selecionou-se um modelo de SM induzida por 

dieta. Tal modelo tem como principal vantagem a mimetização natural do 

desenvolvimento da SM, conforme visto em humanos. Portanto, optou-se por um modelo 

experimental utilizando dieta com alto teor de gordura136. Tal modelo tem considerável 

capacidade de mimetizar os eventos vistos em humanos33 incluindo o lento e progressivo 

ganho de peso e alterações do metabolismo lipídico. Portanto, este modelo experimental 

pode ser amplamente utilizado para estudar a interação da dieta nas manifestações de 

dislipidemia e resistência à insulina. A adoção de dieta com alto teor de gordura em 

roedores resultou em alterações antropométricas no presente estudo. Os animais dos 

grupos com SM apresentaram maior ganho de peso, circunferência abdominal e IMC 

quando comparados aos animais sem SM, corroborando os resultados obtidos em estudos 

prévios 128, 136. 

No que se refere ao método de indução da DP, é importante ressaltar que existem 

diversos modelos experimentais em roedores. No presente estudo, optou-se pelo modelo 

de indução por ligadura. A instalação de ligaduras provoca reabsorção óssea alveolar 

progressiva, sugerindo duas fases distintas: fase aguda (0 e 14 dias) e fase crônica (15 e 

21 dias)128, 161.  Neste estudo, a ligadura foi mantida por 14 dias e verificou-se, 

periodicamente, a sua presença e posicionamento correto durante todo o experimento.    

    No presente estudo, os efeitos sistêmicos da terapia probiótica foram avaliados 

na análise de diversos parâmetros em animais com ou sem SM e com ou sem DP. Para 

entender melhor os meios pelos quais a terapia probiótica reduziu a gravidade da DP em 
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animais com SM, é fundamental tentar compreender, primeiramente, os mecanismos 

pelos quais SM e DP podem estar relacionadas. Animais do grupo SMDP apresentaram 

maior perda de osso alveolar quando comparados aos animais do grupo DP. Maior perda 

de inserção conjuntiva foi observada no grupo SM quando comparado ao grupo C. Ainda, 

neste estudo, os animais do grupo SM foram bastante diferentes dos animais do grupo C 

ao se analisar parâmetros antropométricos, metabólicos, genéticos e histométricos  

Alguns desses parâmetros foram fortemente correlacionados com a perda óssea alveolar 

e direcionarão esta primeira linha de discussão. 

No presente estudo, animais sem DP e com SM, apresentaram maior expressão de 

LEPR, NAMPT e FABP4 quando comparados aos animais sem DP e sem SM. De fato, 

os níveis plasmáticos de LEPR são aumentados na obesidade e diminuídos após a perda 

de peso 24, 67. Luo et al.58 demonstraram o impacto da periodontite na expressão gênica de 

LEPR, NAMPT e FABP4. Sabe-se que há aumento da circulação de LEPR durante os 

períodos de inflamação mediada por LPS e citocinas como TNF e IL-1b66, 162, indicando 

que a LEPR pode exercer um efeito inflamatório através de um mecanismo dependente 

de citocinas pró-inflamatórias A mudança nos níveis séricos de LEPR pode modular a 

função dos imunócitos, bem como das células periodontais. Nas células do ligamento 

periodontal, a LEPR induz a regulação negativa do Fator de Crescimento Transformador 

Beta 1 (TGF-β1), reduzindo a capacidade regenerativa tecidual 84. Então, a maior 

expressão de LEPR na presença de SM pode ser um fator capaz de explicar a maior 

susceptibilidade dos tecidos periodontais ao desenvolvimento de DP. Além da LEPR, 

níveis aumentados de NAMPT e FABP4, como encontrados em indivíduos obesos, 

podem, também, representar um mecanismo pelo qual a obesidade pode conferir um risco 

aumentado de periodontite 56, 57, 59, 65, 141, 142. Células inflamatórias, como monócitos e 

macrófagos, induzem e regulam diversas funções imunológicas ao estabelecer contato 

intercelular íntimo com inúmeros receptores celulares. Existem indícios de uma relação 

direta entre o aumento da expressão do NAMPT e a piora de um quadro inflamatório 

sistêmico, agravamento de disfunção endotelial, instabilidade da placa em síndromes 

coronarianas e aterosclerose na doença arterial coronariana 163.  Células inflamatórias, 

como monócitos e macrófagos, induzem e regulam diversas funções imunológicas ao 

estabelecer contato intercelular íntimo com inúmeros receptores celulares. O NAMPT é 

capaz de elevar significativamente a expressão de receptores quimiotáticos de celas T e 

B164.  



95 
 

A FABP4 é expressa, principalmente, em adipócitos e macrófagos e desempenha 

papéis importantes no desenvolvimento de resistência à insulina e aterosclerose92.  Os 

níveis circulantes de FABP4 estão associados a vários aspectos da SM e doenças 

cardiovasculares 92, 142. Recentemente, foi demonstrado66 que patógenos periodontais são 

capazes de estimular a captação de lipídios por macrófagos modulando a expressão de 

FABP4 nos tecidos periodontais. Estes achados apoiam fortemente a hipótese de que a 

periodontite pode afetar a progressão de várias doenças sistêmicas por meio da relação 

entre o metabolismo lipídico e inflamação a partir do looping de ativação de macrófagos 

e secreção de FABP4.  Sabe-se também que os fibroblastos gengivais produzem 

constitutivamente NAMPT, e esta síntese é significativamente aumentada pela IL-1β e 

pelas bactérias orais P. gingivalis e F. nucleatum 56. A expressão e os níveis de  NAMPT 

estão significativamente aumentados em tecidos gengivais de pacientes com periodontite 

56, 65. Desta forma, considerando os achados de NAMPT e FABP4 é possível inferir que 

indivíduos com SM apresentam maior suscetibilidade e propensão a desenvolver quadros 

mais gravosos de DP, quando comparados a indivíduos normossistêmicos. 

No presente estudo, é possível afirmar que o grupo SM apresentou alterações 

aberrantes no metabolismo lipídico, em comparação ao grupo C, o que pode ter 

contribuído para uma maior susceptibilidade dos animais com SM no desenvolvimento 

da periodontite experimental. É importante ressaltar que animais sem indução da 

periodontite experimental, como aqueles do grupo SM, apresentaram maior perda de 

inserção conjuntiva quando comparados aos animais do grupo C, o que demonstra um 

reflexo direto das condições sistêmicas alteradas nos tecidos periodontais 

independentemente da colocação de ligaduras. Os resultados deste estudo apontam que 

há uma significante e forte correlação positiva entre a perda óssea alveolar e a elevação 

das concentrações séricas de ácidos graxos. De fato, a dislipidemia é uma importante 

característica que está presente na SM e é representada por altos níveis de triglicerídeos 

e ácidos graxos, bem como baixos níveis de HDL 165, 166. Estudos recentes demonstraram 

que a periodontite está associada à dislipidemia (redução de HDL e elevação de LDL e 

triglicerídeos) e que há uma associação entre o perfil bacteriano bucal e alterações no 

perfil lipídico167, 168. Embora o mecanismo exato não seja totalmente compreendido, uma 

relação de mão dupla entre periodontite e dislipidemia parece existir. A dislipidemia pode 

contribuir para um risco aumentado de periodontite em virtude da capacidade de ácidos 

graxos e lipídios induzirem a secreção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, em um 

cenário de dislipidemia, a capacidade do HDL em estimular o excesso de fluxo de 
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colesterol dos tecidos periféricos e transportá-lo para o fígado para excreção se tornam 

prejudicadas. É importante considerar que  HDL tem propriedades antimicrobianas, 

antioxidantes e anti-inflamatórias169-171. Portanto, níveis reduzidos de HDL e níveis 

aumentados de triglicerídeos e LDL causam um estado pró-inflamatório grave. A 

dislipidemia pode também causar alterações nas respostas inflamatórias mediante o 

desafio imposto por patógenos periodontais132.  

No presente estudo, foi detectado que os grupos com SM apresentaram alterações 

no metabolismo glicêmico em comparação com o grupo C. Os níveis de glicemia 

apresentaram também uma correlação positiva (r= 0,66; p = 0,08) com a perda óssea 

alveolar. Os defeitos na ação da insulina no metabolismo da glicose incluem deficiências 

na capacidade do hormônio de suprimir a produção de glicose pelo fígado e rim e mediar 

a captação e o metabolismo da glicose em tecidos sensíveis à insulina. Diversos estudos 

demonstraram que alterações no metabolismo dos açúcares estão presentes na SM 30, 61, 

113, 132, 172. A suscetibilidade e gravidade das DP são afetadas pela hiperglicemia. Estudos 

em animais e humanos concordam que o diabetes mellitus aumenta os eventos 

inflamatórios no tecido periodontal, prejudica a formação de novo osso e aumenta a 

expressão do ligante do fator nuclear kappa-Β (RANKL) em resposta ao desafio 

bacteriano50, 52, 173, 174. Altos níveis de glicose, espécies reativas de oxigênio e produtos 

finais de glicação avançada são encontrados no periodonto de indivíduos diabéticos e 

levam ao aumento da ativação de NF-Kβ e expressão de citocinas inflamatórias, como 

TNF-α e IL-1 50, 51,  fato este que gera um prejuízo às funções de vários tipos de células 

nos tecidos periodontais173.  A resposta inflamatória também modifica a microbiota oral 

tornando-a mais patogênica174. Neste estudo, os animais com SM e DP, apresentaram 

maior perda óssea interproximal e em região de bifurcação quando comparados aos 

animais sem SM e com DP. 

No presente estudo foi observada uma correlação negativa entre a perda óssea 

alveolar e a profundidade de cripta intestinal. Os animais com SM apresentaram menor 

PC no ambiente intestinal (duodeno e íleo) do que os animais do grupo C. Durante os 

fenômenos inflamatórios, tais como aqueles provocados pela SM, a mucosa intestinal 

apresenta perda das células epiteliais das vilosidades em uma taxa que supera a produção 

de novas células oriundas das criptas 175.  Em consequência, tal condição implica no 

aumento de permeabilidade intestinal, desenvolvimento de doenças como a colite 

ulcerativa, doença inflamatória intestinal, Doença de Crohn176. Alterações intestinais 

também podem ser observadas na presença da DP. Em ratos com periodontite induzida, 
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observou-se encurtamento das vilosidades, além da estratificação epitelial, degeneração 

do lâmina basal e infiltração com neutrófilos no intestino delgado, quando comparados 

aos animais do grupo controle (sem DP)177.  Estes resultados corroboram aqueles 

encontrados no presente estudo quando se observa os parâmetros intestinais dos animais 

do grupo DP em comparação ao grupo C. Dessa forma, considerando que SM pode afetar 

o ambiente intestinal e que pode existir uma associação entre DP e doenças inflamatórias 

intestinais178, pode-se inferir que a maior susceptibilidade de animais com SM para o 

desenvolvimento de DP tenha como uma de suas explicações o ambiente intestinal.  

A diabetes mellitus, uma comorbidade da SM,  e/ ou DP podem provocar 

inflamação crônica nos tecidos intestinais136, 177, 179, resultando em aumento da 

permeabilidade intestinal e menor diversidade microbiana na mucosa intestinal. 

Indivíduos portadores de diabetes mellitus têm aumento nas proporções de Firmicutes e 

diminuição dos Bacteroidetes em relação aos indivíduos saudáveis179.   No presente 

estudo, quando se compara os grupos C x DP e SM x SMDP, pode-se constatar que a DP 

aumentou a proporção de Firmicutes no ambiente intestinal dos animais. Da mesma 

forma, enquanto animais sem SM apresentaram uma variação negativa nas proporções de 

Firmicutes ao longo do estudo, uma variação positiva foi observada nos grupos com SM. 

Essas alterações microbiológicas no ambiente intestinal provocadas pela SM e pela DP 

podem ser um fator-chave importante capaz de explicar a associação de ambas as 

condições, bem como suscita a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas para as mesmas focadas na promoção do equilíbrio da microbiota intestinal.  

Neste estudo, o percentual de células hepáticas gordurosas demonstrou-se 

estatisticamente superior nos animais dos grupos SM e SM-DP quando comparados 

àqueles dos grupos C e DP. Isso está em consonância com achados referentes ao perfil 

lipídico e gênico de adipocinas desses animais, parâmetros esses que estavam bastante 

alterados. O fígado é essencial na homeostase lipídica 92, 180, 181 e a esteatose esteve 

frequentemente relacionada aos seus níveis mais elevados de LDL sérico165, 166.   É 

importante ressaltar que o valores de LDL podem sofrer variações em função de 

dislipidemia e presença de DP, conforme demonstrado por Kim, Shin et al. 2018182. O 

EO associado à esteatose causa alterações nos níveis de enzimas e no tecido hepático 

como um todo, especialmente em indivíduos obesos38. Recentemente, um estudo reportou 

que foram encontrados valores de malondialdeido, um biomarcador do EO, mais elevados 

em amostras de fígado de animais com DP quando comparados aos animais controle. 

Esses valores também foram elevados em animais alimentados com uma dieta rica em 
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gorduras quando comparados aos animais alimentados com dieta controle183.  De fato, o 

EO observado na obesidade promove uma deterioração do quadro hepático184, 185 , o que 

pode explicar a maior susceptibilidade dos animais com SM para o desenvolvimento de 

periodontite no presente estudo. 

A doença renal crônica é um problema de saúde pública mundial por ser um 

importante fator de risco para DCVs e morte prematura. Uma estreita associação foi 

encontrada entre a SM e o risco de desenvolver insuficiência renal, clinicamente expressa 

na forma de proteinúria ou doença renal crônica 184-189. Vários mecanismos potenciais, 

incluindo resistência à insulina, aterosclerose renal e inflamação, induzem a deterioração 

da função renal 185, 186, 188.   A DP pode provocar um estado inflamatório aumentado que 

pode ampliar, ou até mesmo iniciar disfunções endoteliais vasculares, bem como 

alterações oxidativas e metabólicas190. Indivíduos com DP tem mais chances de sofrer 

diminuição da função renal190, nefropatia diabética e morte cardiovascular189  e aumento 

da mortalidade com doença renal crônica185.  Desta forma, pode-se sugerir uma 

associação bidirecional entre doença renal crônica e DP.  No presente estudo, foi possível 

notar uma maior proteinúria em animais com DP quando comparados aos animais do 

grupo C. Outrossim, observou-se que os animais com SM, quando comparados aos 

animais sem SM, apresentaram maiores valores para proteinúria, bem como notou-se uma 

correlação significativamente positiva entre a perda óssea alveolar e proteinúria. É 

importante destacar aqui que os animais com SM apresentaram algum grau de disbiose 

intestinal neste estudo. Sabe-se que a microbiota intestinal tem uma relação íntima com a 

função renal. Logo, uma deterioração dessa relação pode resultar no surgimento de 

doenças renais191.  Curiosamente, doenças renais e doenças inflamatórias intestinais 

compartilham algumas semelhanças no que tange à composição do microbioma intestinal. 

Em uma situação de disbiose intestinal, espécies dos gêneros Bacteroidetes e 

Enterobacteriaceae/Proteobacteria  apresentam taxas aumentadas, enquanto outros 

gêneros como Prevotella e Lactobacillus  apresentam taxas reduzidas187, 192, 193.  Estas 

espécies que estão aumentadas são capazes de induzir inflamação local e sistêmica, por 

exemplo,  por meio do comprometimento da barreira intestinal194, aumentando a 

proporção intestinal de linfócitos T helper 17 (TH-17) 195, e permitindo a translocação de 

lipopolissacarídeos (LPS) e componentes bacterianos intestinais para a circulação 

sistêmica196. À medida que a função renal se deteriora, ocorrem várias mudanças na 

filtração renal de água, minerais, resíduos metabólicos e toxinas, bem como na função 

endócrina renal. A insuficiência renal resulta em sobrecarga de fluidos, acúmulo de 
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toxinas urêmicas e produtos residuais, hiperfosfatemia e distúrbios eletrolíticos que 

funcionam em conjunto para promover mudanças na microbiota intestinal por vários 

mecanismos187.  Deste modo, é plausível imaginar que a disfunção da barreira epitelial 

intestinal está associada às doenças renais196, e que há uma relação bidirecional entre 

microbiota intestinal e o sistema renal. 

     A segunda linha de discussão será agora norteada pelo impacto da terapia 

probiótica nos diversos parâmetros correlacionados com a perda óssea alveolar, o que 

pode explicar os mecanismos sistêmicos pelos quais a terapia pode auxiliar no controle 

da DP na presença de SM. Diferenças significativas foram observadas entre os grupos 

SM e SMP em triglicerídeos, LDL, ácidos graxos, LEPR, NAMPT, AV (íleo), PC (íleo), 

razão AV/PC (íleo) e percentual de hepatócitos gordurosos. Quando se compara os 

Grupos SMDP e SMDPP, diferenças significativas foram observadas em colesterol total, 

triglicerídeos, ácidos graxos, FABP4, LEPR, NAMPT, percentual de hepatócitos 

gordurosos, AV (duodeno, jejuno e íleo) relação AV/PC (duodeno, jejuno e íleo) e 

proporções de Firmicutes e Bacteroidetes nas fezes.  

No presente estudo, a SM foi induzida por dieta hipercalórica com alta 

concentração de gordura, com composição semelhante àquela utilizadas em estudos 

prévios111, 139, 156, 157. De fato, todos os animais dos grupos SM apresentaram alterações, 

quando comparados aos animais sem SM para colesterol total, HDL, LDL e ácidos 

graxos.  As alterações desses parâmetros foram atenuadas pela terapia probiótica. O grupo 

SMP apresentou redução significativa de LDL, triglicerídeos e ácidos graxos quando 

comparado ao grupo SM. O grupo SMDPP apresentou redução de 23% nos níveis séricos 

de colesterol total quando comparado ao grupo SMDP. Esses dados são bem suportados 

pela literatura prévia158-160, 197 e podem ser explicados, entre outros fatores, pela 

habilidade de microrganismos probióticos em incorporar colesterol à sua membrana 

celular, reduzindo o total de colesterol intestinal disponível128, 158, 161, 197. Diversos outros 

mecanismos de ação da terapia probiótica, como a modulação da microbiota intestinal,  e 

do sistema imune, bem como a alteração da permeabilidade da barreira intestinal e 

produção de ácidos graxos de cadeia curta podem também estar ligados a esse 

fenômeno128, 160, 198, 199. 

No presente estudo, a proporção de hepatócitos com esteatose nos grupos SMDP 

e SM foi maior do que aquela observada nos grupos SMDPP e SMP, respectivamente.   

Nossos achados sugerem que a associação entre a SM e a DP pode ter um efeito 

colaborativo, levando a danos hepáticos mais graves. Estudos demonstraram que 
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patógenos periodontais podem se mover para o fígado, coração, tecido aórtico e pulmão, 

entre outros tecidos200-202. Além disso, sabe que nos obesos com  DP existe uma produção 

maior de citocinas inflamatórias no tecido adiposo e no fígado do que em não obesos sem 

periodontite203, 204, o que sugere que a inflamação do tecido adiposo é significativamente 

agravada pela periodontite205, 206. O uso de terapia probiótica tem sido proposta por 

diversos estudos devido aos efeitos sobre enzimas hepáticas, triglicerídeos séricos, 

glicemia de jejum e fibrose hepática207-211.   Modelos animais e ensaios clínicos  têm 

mostrado um efeito promissor com o uso da bacterioterapia no tratamento da esteatose102, 

112-116  e da redução de perda óssea vista na DP212-214.  Os probióticos agem alterando a 

composição dos micróbios intestinais, substituindo-os por um pool bacteriano saudável, 

o que resulta na redução da atividade de c-Jun N-terminal cinase (JNKs) e NF-Kβ, que 

em última análise induzem a uma diminuição de TNF-α e uma subsequente diminuição 

da inflamação do fígado116, 117.    

No presente estudo, é possível constatar também o efeito da terapia probiótica na 

redução da expressão gênica de NAMPT, FABP4 e LEPR. As adipocinas, que regulam 

os processos inflamatórios e cicatriciais, quando exageradamente aumentadas, podem 

auxiliar na manutenção de elevados níveis séricos e locais de citocinas pró-inflamatórias 

44. Além disso, na presença da DP, em resposta à agressão de periodontopatógenos, as 

vias de inflamação são ativadas e o tecido adiposo passa a produzir mais citocinas pró-

inflamatórias 45, o que pode aumentar a expressão de NAMPT, FABP4 e LEPR.  A 

redução da inflamação local (no ambiente periodontal) e sistêmica decorrente da terapia 

probiótica pode ser um dos mecanismos capazes de explicar a menor expressão desses 

marcadores gênicos nos grupos SMP e SMDPP quando comparados aos grupos SM e 

SMDP. Em um estudo prévio de nosso grupo4 , foi demonstrado que animais com SM e/ 

ou DP tratados probiótico apresentaram maior concentração de TGF-β nos tecidos 

periodontais quando comparado àqueles não tratados com probióticos, bem como menor 

proporção RANKL/Osteoprotegerina (OPG) e concentrações significativamente menores 

de IL-1β, TNF-α e IL-6.   De fato, algumas revisões sistemáticas215, 216, ensaios clínicos 

102, 104 e estudos pré-clínicos110, 133, 217, 218 oferecem suporte ao uso do probiótico com o 

objetivo de controlar ou reduzir marcadores inflamatórios locais na DP. Essa redução 

local da inflamação pode repercutir nos níveis de NAMPT, FABP4 e LEPR.  Li et al.91 13 

relataram que o nível sérico de FABP4 pode ser reduzido em resposta ao tratamento da 

periodontite. Sabe-se que a FABP4, uma proteína de transporte intracelular de ácidos 

graxos, tem íntima associação com doenças sistêmicas devido sua ligação de alta 
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afinidade a ácidos graxos de cadeia longa, podendo regular a captação, liberação e 

armazenamento de ácidos graxos92, 219, 220.  Kim et al66 demonstraram que os níveis séricos 

de anticorpos contra P. gingivalis correlacionaram-se com os níveis séricos de FABP4 

em humanos. Considerando que FABP4 é um importante fator de risco para diversas 

doenças sistêmicas, estes estudos mostram não apenas a correlação entre os níveis 

circulantes de FABP4 e periodontite, mas também a contribuição potencial da 

periodontite para a progressão de doenças sistêmicas e vice-versa. De modo bastante 

semelhante, outros estudos65, 221, 222 demonstraram uma associação de NAMPT e LEPR 

com as condições periodontais, evidenciando redução da expressão dessas adipocinas 

seguida da melhora do quadro periodontal. Portanto, a redução da inflamação local pela 

terapia probiótica pode explicar as menores expressões dessas adipocinas no grupo 

SMDPP quando comparado ao grupo SMDP. É importante ressaltar ainda que os efeitos 

de probióticos na inflamação sistêmica também podem ter contribuído para esses 

resultados. Existe um corpo robusto de evidências que demonstram que o uso do 

probiótico pode promover redução de marcadores inflamatórios sistêmicos, como IL-1β, 

TNF-α e IL-6 223-227. 

Continuando o raciocínio anterior sobre os efeitos da terapia probiótica na 

expressão de NAMPT, LEPR e FABP4, merece destaque aqui os possíveis efeitos diretos 

de probióticos nessas adipocinas e não apenas seus efeitos indiretos em função da redução 

do quadro inflamatório local ou sistêmico. Sabe que a expressão exacerbada de adipocinas 

pode resultar em acentuada obesidade e acúmulo anormal de ácidos graxos no fígado, 

resultando em fígado gorduroso ou esteatose hepática42, 71, 166. A resistência à insulina é a 

principal causa de distúrbios metabólicos que levam ao acúmulo de gordura113Os ácidos 

graxos livres liberados no sangue aumentam o influxo de ácidos graxos no fígado, 

aumentando o acúmulo de gordura hepática. O mecanismo exato do desenvolvimento da 

esteatose não alcoólica não é totalmente compreendido, mas o acúmulo de gordura 

hepática é considerado uma característica da resistência à insulina na obesidade 

abdominal e tem íntima relação com a SM. Deste modo, o consumo a longo prazo de 

dietas ricas em gordura resultará em: ganho de peso corporal, acúmulo de gordura 

hepática e a proliferação de adipócitos hepáticos, levando à obesidade. Na última década, 

formou-me um lastro bem fundamentado de evidências que apontam para o potencial de 

cepas probióticas na modulação da resposta imune223, 228-231 e exercem efeitos anti-

obesidade207, 208, 232, 233. Em particular, as espécies produtoras de ácido lático, como os  

Lactobacillus, exibem um efeito anti-obesidade ao regular a expressão de genes 
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relacionados à adipogênese232, 234. Assim, os genes lipogênicos são os principais 

reguladores da síntese235 e acúmulo236 de ácidos graxos e diferenciação dos adipócitos237.  

No presente estudo, a administração de B. lactis HN019 reduziu o percentual de 

células gordurosas do fígado nos grupos SMP e SMDPP em comparação com os animais 

dos grupos SM e SMDP, respectivamente, bem como de triglicerídeos séricos 

concomitantemente com a regulação negativa de LEPR, FABP4 e NAMPT em células 

adiposas brancas. Portanto, pode-se aventar a hipótese de que a administração de B. lactis 

HN019 promove regulação negativa de LEPR, FABP4 e NAMPT, resultando em redução 

da gordura corporal e melhora da esteatose hepática em ratos com SM. É possível que os 

ácidos graxos de cadeia curta, produzidos pelo probiótico administrado, exercem um 

efeito anti-obesidade por meio da modulação do metabolismo de lipídios e glicose212, 238, 

239, resultando na redução do tamanho e quantidade dos adipócitos240, 241.  Em outras 

palavras, os ácidos graxos de cadeia curta podem mudar o estado metabólico de 

lipogênese para oxidação de gordura, regulando a expressão de adipocinas. 

No presente estudo, os animais do grupo SMDPP apresentaram menor proteinúria 

em relação ao grupo SMDP. O efeito protetor para a função renal proporcionado pela 

terapia probiótica pode ser explicado, entre outros mecanismos, pela ação dos 

microrganismos probióticos na redução e controle da disbiose intestinal. Sabe-se que 

existe uma relação direta entre microbiota intestinal/inflamação e o sistema renal186, 242-

244, o que pode ser explicado pela sobrecarga de fluidos resultantes da insuficiência renal, 

acúmulo de toxinas urêmicas e produtos residuais e distúrbios eletrolíticos que funcionam 

em conjunto para promover mudanças na microbiota intestinal por vários mecanismos196. 

O uso frequente de iogurte e/ou probióticos está associado à diminuição das chances de 

doença renal proteinúrica245 e pode retardar a progressão da lesão da função renal, 

melhorar o metabolismo da glicose e lipídios e reduzir a inflamação e EO em pacientes 

com doenças renais crônicas216. Acredita-se que a disfunção da barreira epitelial intestinal 

associada as doenças renais187 e que o acúmulo de toxinas urêmicas derivadas do 

intestino239, 246, podem ser, em parte, mediada pela disbiose da microbiota intestinal247. 

No presente estudo, o grupo SMDP apresentou maior proporção de Firmicutes no 

ambiente intestinal, um quadro sugestivo de disbiose, quando comparado ao grupo 

SMDPP. A melhora na função renal do grupo SMDPP quando comparado ao grupo 

SMDP pode também ser explicada pelo controle exercido pela terapia probiótica na DP. 

De fato, pode existir uma associação bidirecional entre doença renal crônica e DP 



103 
 

Neste estudo, a terapia probiótica mudou a morfologia do ambiente intestinal de 

alguns grupos de animais. Uma maior relação AV/PC foi observada no grupo SMDPP 

quando comparado ao grupo SMDP. A altura das vilosidades intestinais, profundidade de 

criptas e razão AV/PC são parâmetros importantes que correlacionam-se com a 

integridade da morfologia e função intestinais248. Alguns estudos já demonstraram249-251  

que o consumo de probióticos exerce influência positiva estimulando o aumento das 

vilosidades intestinais, da profundidade das criptas e da razão AV/PC. Além disso, o 

grupo SMDPP apresentou menor proporção de Firmicutes quando comparado ao grupo 

SMDP. Terapias destinadas às mudanças diretas ou indiretas dessa microbiota intestinal 

podem ser estratégias importantes para controle das comorbidades da SM e controle da 

DP nesses pacientes. O transplante de microbiota intestinal de doadores não portadores 

de diabetes mellitus, por exemplo, para pacientes com SM foi capaz de promover melhora 

na sensibilidade à insulina252. Além dos efeitos diretos de probióticos no ambiente 

intestinal, pode-se também considerar seus efeitos indiretos em função do controle da DP. 

No presente estudo, o grupo SMDPP apresentou DP menos grave e melhores parâmetros 

microbiólogicos e morfométricos intestinais quando comparado ao grupo SMDP. A 

resposta inflamatória que ocorre na DP pode repercutir no microambiente intestinal, bem 

como no arcabouço celular de criptas e vilosidades que formam o intestino humano de tal 

modo que é possível estabelecer um elo entre a DP e outras doenças inflamatórias 

intestinais, especialmente aquelas alterações que atingem o intestino delgado179. Essa 

parte do intestino compreende o duodeno, o jejuno e o íleo, e é responsável pela absorção 

dos nutrientes. No intestino delgado, a presença de bactérias benéficas, quando em 

equilíbrio, desempenha papel essencial nos processos imunológicos, nutricionais e 

patológicos253. Agentes prejudiciais, como, por exemplo, toxinas bacterianas e 

metabólitos, podem danificar a parede epitelial do intestino, uma vez que ocorre a 

disbiose da microbiota e as bactérias nocivas tornam-se predominantes113. Tem sido 

relatado ainda que a microbiota oral disbiótica, presente na DP pode impactar a 

microbiota intestinal, favorecendo o desenvolvimento ou agravamento de doença 

sistêmicas9, 179, 218 Um dos mecanismos propostos é que ulceração do epitélio do sulco, 

presente na bolsa periodontal, permite a entrada bacteriana na corrente sanguínea, bem 

como de mediadores da resposta inflamatória local, os quais, então, disseminam-se para 

diferentes órgãos do corpo humano254. A microbiota intestinal disbiótica pode também 

promover uma resposta inflamatória sistêmica, o que contribuirá para o desequilíbrio da 

microbiota oral9, 179 Essas evidências e hipóteses mostram a complexa relação entre os 
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ecossistemas do eixo boca-intestino e podem explicar a maior severidade da DP nos 

animais do grupo SMDP quando comparados àqueles do grupo SMDPP, uma vez que 

estes últimos receberam uma terapia capaz de mitigar os efeitos locais e sistêmicos da DP 

e da SM. Lourenço et al179 caracterizam o microbioma intestinal de indivíduos com 

diferentes condições periodontais e descobriram que um subconjunto de espécies, de fato, 

se correlaciona significativamente com sangramento e destruição do tecido periodontal, 

ou seja, há ambientes intestinais diferentes a depender das condições de saúde ou doença 

no ambiente bucal.  

No presente estudo, a terapia probiótica não alterou de forma significativa as 

proporções de Bifidobacterium e Lactobacillus nas fezes dos animais. Sabe-se que 

Bifidobacterium e Lactobacilus estão presentes em maiores proporções em mamíferos 

durante o período de amamentação e nos primeiros anos de vida, sendo considerados 

fundamentais no desenvolvimento do sistema imune e metabolismo do hospedeiro69. 

Embora já tenha sido demonstrado que a terapia probiótica pode causar alterações na 

composição da microbiota intestinal, associadas ou não a alterações metabólicas126, 152, 

153, 192, 255, 256, não existe unanimidade sobre seus efeitos. O consumo de queijo probiótico 

contendo duas cepas de Lactobacillus não foi capaz de modificar significativamente os 

níveis dos principais grupos microbianos, como Bifidobacterium e Bacteroidetes em 

idosos257. De forma semelhante, em um estudo conduzido em gêmeas monozigótica258, 

não foram observadas alterações na composição das espécies microbianas intestinais após 

o consumo de leite fermentando contendo B. lactis CNCM I-2494. Todavia, os autores 

reportaram alterações significativas no metatranscriptoma das amostras fecais durante o 

período no qual houve consumo de probiótico258, o que demonstra que alterações 

funcionais podem ser mais importantes que alterações meramente composicionais.  

Dessa forma, é possível imaginar no presente estudo que, mesmo sem promover 

alterações significativas nas proporções de Bifidobacterium e Lactobacillus entre os 

grupos experimentais, o probiótico foi capaz de proporcionar mudanças qualitativas no 

intestino dos animais, fato que impactou positivamente na mitigação do dano periodontal 

nos grupos com DP.  A ingestão de probiótico pode não provocar alterações quantitativas 

da microbiota intestinal, mas alterações qualitativas são possíveis259.  Alguns mecanismos 

foram propostos para explicar a atuação de PROB na modulação da microbiota intestinal, 

o que não implica necessariamente na mudança de composição ou da quantidade de 

espécies bacterianas: i) o aumento da função da barreira epitelial intestinal194, 215, 248, 249; 

ii) produção de antimicrobianos152, 260, 261; iii) competição por sítios de ligação com 
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potenciais patógenos1, 100, 152, 262; iv) interferência na eficiência da colonização e formação 

do biofilme109; v) modulação imune através da inibição de citocinas pró-inflamatórias110; 

iv) alteração do metabolismo da microbiota por meio da presença e produção de 

substâncias que influenciam o comportamento metabólico e consequente produção de 

demais substâncias por bactérias comensais (relação conhecida como “cross-feeding”)263.  

Em suma, este é o primeiro estudo que investigou o potencial da terapia probiótica 

na associação SM-DP, avaliando a expressão de genes lipogênicos, esteatose hepática, 

níveis de proteinúria e perfil microbiológico intestinal. Os resultados obtidos 

demonstraram que diversos fatores metabólicos, genéticos e microbiológicos 

correlacionaram-se com a perda óssea alveolar e podem explicar a susceptibilidade 

aumentada ao desenvolvimento de DP na presença de SM. Dessa forma, a utilização de 

medidas para o controle da DP na presença de SM deve ultrapassar o âmbito local e atingir 

o âmbito sistêmico, tendo neste último fatores metabólicos, genéticos e microbiológicos 

como alvo. Embora a terapia probiótica adotada no presente estudo tenha demonstrado 

ser uma estratégia terapêutica potencial para a associação SM-DP, é importante ressaltar 

que os resultados não podem ser generalizados. Em se tratando de probióticos, alguns 

fatores são determinantes para os resultados obtidos. Os efeitos dos probióticos são cepa-

específicos e também podem variar de acordo com a dose e via de administração100 

A literatura relata efeitos distintos de microrganismos probióticos na redução da 

esteatose hepática, por exemplo, sendo que bactérias do gênero  Bifidobacterium 

proporcionaram melhores resultados do que aquelas do gènero Lactobacillus264.  Para 

controlar os níveis de glicemia em jejum, a ingestão de suplementos contendo leveduras 

foi uma estratégia com melhores resultados em comparação com a ingestão de bactéria264, 

o que pode ajudar a explicar a não detecção da influência da terapia probiótica nos valores 

de glicemia no presente estudo. Não apenas a cepa do microrganismo pode impactar os 

resultados na terapia probiótica, mas também se sua utilização ocorre de forma isolada 

ou em combinação com outras espécies de microrganismos. No tratamento da obesidade, 

o uso de uma única cepa probiótica parece ter sido mais promissor do que uma 

combinação de cepas probióticas265-269’266. Já no tratamento de diabetes mellitus e de 

hipertensão arterial266-269 , maior eficácia terapêutica parece ter sido proporcionada pelo 

uso de  múltiplas espécies de probióticos, provavelmente devido às interações sinérgicas 

entre as diferentes espécies/cepas266. Outro ponto a ser abordado e que pode influenciar 

na eficácia da terapia probiótica é a forma de administração (leite ou derivados versus 

pó/cápsulas)133, 262, bem como o veículo utilizada para trasportar os microrganismos no 



106 
 

trato gastrointestinal217. Em relação à duração da intervenção, maiores benefícios são 

proporcionados para intervenções de longo prazo (mais de 4 ou 6 semanas) 281, 286-289. 

Além disso, outro ponto relevante diz respeito à dosagem. No presente estudo, utilizou-

se uma dosagem superior a 10 bilhões de UFC. De fato, a literatura relata, apesar de 

algumas inconsistências, que uma dose mais alta (> 10 bilhões de UFCs) pode resultar 

em um número maior de bactérias sobreviventes no trato gastrointestinal, favorecendo a 

colonização do intestino por estes microrganismos 280, 284.  

Novos estudos envolvendo modelos animais de maior escala filogenética, bem 

como diferentes dosagens de B. lactis HN019, combinações de cepas, vias de 

administração alternativas e uso de microrganismos inativados são importantes para 

melhor compreensão dos benefícios da terapia probiótica na associação SM-DP. O 

presente estudo não promoveu nenhuma análise do microbioma bucal dos animais. 

Futuros estudos correlacionando dados microbiológicos do biofilme bucal e da 

microbiota intestinal com diversos fatores locais e sistêmicos são fundamentais para 

melhor elucidar os mecanismos envolvidos no uso de probióticos para o tratamento ou 

prevenção de DP quando associada a condições sistêmicas alteradas do hospedeiro, como 

a SM. Além disso, o foco das investigações deve ser a análise do perfil funcional da 

microbiota270. Devido a melhores técnicas de sequenciamento, como o shotgun, mais 

informações sobre diferenças entre espécies/linhagens e funcionalidade podem ser 

obtidas e auxiliar na melhor compreensão do papel da microbiota na patofisiologia da 

associação SM-DP.    
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6.  CONCLUSÃO 
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Dentro das limitações do presente estudo, é possível concluir que: 

i) Diferentes fatores microbiológicos, genéticos e metabólicos estão alterados na 

SM e apresentam significativa correlação com a perda óssea alveolar (tais 

como:  esteatose hepática, expressão relativa de NAMPT e LEPR, valores de 

ácidos graxos, profundidade de cripta intestinal, perfil de proteinúria e 

proporções de bacteroidetes nas fezes), podendo explicar a susceptibilidade 

aumentada de animais com SM ao desenvolvimento de DP com maior 

gravidade;  

ii) A terapia probiótica utilizando B. lactis HN019 em animais com SM e DP é 

capaz de modular diversos fatores microbiológicos, genéticos e metabólicos 

(colesterol total, triglicerídeos, ácidos graxos, expressão gênica de FABP4, 

LEPR e NAMPT, níveis de esteatose hepática, altura de vilosidade e 

profundidade de criptas intestinais e proporções de Firmicutes e Bacteroidetes 

nas fezes), promovendo impacto significativo na redução da gravidade dos 

danos ocasionados pela DP nos tecidos periodontais. 
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