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RESUMO 
 
LUCATELI, R. L. Efeitos de duas cepas probióticas em ratas ovariectomizadas com e sem 
periodontite experimental: estudo microtomográfico, histomorfométrico, 
imunohistoquímico e imunoenzimático:  Tese apresentada à Faculdade de Odontologia de 
Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, para obtenção do título de Doutor em 
Odontologia (Biologia Oral). 
 
O aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias é um fator importante na patogênese e progressão 

da doença periodontal e da osteoporose. A modulação da expressão de marcadores do tecido ósseo e de 

permeabilidade intestinal por meio de probióticos pode ser uma potencial alternativa de tratamento 

quando ambas as condições estão associadas. O propósito deste estudo foi avaliar o efeito de dois 

agentes probióticos, Bifidobacterium animalis subs. Lactis HN019 (HN019) e Lacticaseibacillus casei 

01 (LC01) em ratas ovariectomizadas (OVX) com e sem doença periodontal (DP) induzida por ligadura. 

Foram utilizadas 66 ratas divididas em 6 grupos (n=11): C-OVX (controle), C-OVX-HN019 (controle, 

com probiótico HN019), C-OVX-LC01 (controle, com probiótico LC01), DP-OVX (doença 

periodontal) e DP-OVX-HN019 (doença periodontal, com HN019), DP-OVX-LC01 (doença 

periodontal, com LC01). No dia 0 do experimento, todos os animais foram submetidos à OVX. Após 8 

semanas, os animais dos grupos HN019 e LC01 receberam administração sistêmica da cepa probiótica 

(B. lactis HN019 ou L. casei 01), durante 8 semanas. 14 semanas após o início do experimento, foi 

induzida DP nos animais dos grupos DP-OVX, DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01. Estes animais 

também receberam administrações tópicas da terapia probiótica no dia de colocação das ligaduras, e aos 

3 e 7 dias após. Os animais foram eutanasiados 16 semanas após o início do experimento. Nos tecidos 

periodontais foram analisados a perda óssea e de inserção conjuntiva por meio de micro-CT e 

histomorfometria, e marcadores de metabolismo ósseo (fosfatase ácida resistente ao tartarato - TRAP, 

osteoprotegerina - OPG e ligante do receptor do ativador do fator nuclear kappa B - RANKL), por 

imunohistoquímica. Nos tecidos intestinais foram analisadas as alturas de vilosidade e profundidades 

de cripta, por meio de histomorfometria, e a expressão de marcadores de permeabilidade intestinal (E-

caderina e Claudina-1), por imunohistoquímica. Os níveis de estradiol foram avaliados por meio de 

ensaio imunoenzimático. Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística (p < 0,05). O grupo 

DP-OVX apresentou maior perda de osso alveolar, maiores razões RANKL/OPG, maior expressão de 

TRAP e menores níveis de estradiol quando comparado ao grupo C-OVX (p < 0,05). Considerando os 

grupos com DP e tratados com probióticos, apenas o grupo DP-OVX-LC01 apresentou maior área e 

volume de osso nas análises microtomográficas e histométricas quando comparado ao grupo DP-OVX 

(p < 0,05). Na análise de parâmetros que refletem a qualidade da microarquitetura óssea (análise 

microtomográfica), os grupos DP-OVX-LC01 e DP-OVX-HN019 demonstraram menor espaçamento 

de trabéculas ósseas, maior número de trabéculas ósseas e maior densidade de conectividade óssea 

quando   comparados   ao   grupo   DP-OVX (p < 0,05). O grupo DP-OVX-LC01 apresentou menor 

  



 

 

 

  



 

 

porosidade óssea quando comparado ao grupo DP-OVX-HN019 (p < 0,05).  Uma menor expressão de 

TRAP e da razão RANKL/OPG, bem como maiores expressão de E-caderina e Claudina-1 e maiores 

níveis de estradiol foram observados nos grupos DP-OVX-LC01 e DP-OVX-HN019 quando 

comparados ao grupo DP-OVX (p < 0,05). No ambiente intestinal, considerando os grupos com DP e 

tratados com probióticos, apenas o grupo DP-OVX-LC01 demonstrou maior altura de vilosidades 

quando comparado ao grupo DP-OVX (p < 0,05). Um efeito da terapia probiótica foi também observado 

nos grupos sem DP. Apenas o grupo C-OVX-LC01 apresentou maior quantidade e melhor qualidade 

ósseas (análises microtomográficas), bem como maior expressão de OPG nos tecidos periodontais e 

maior profundidade de criptas e altura de vilosidades intestinais quando comparado ao grupo C-OVX 

(p < 0,05). Ambos os grupos C-OVX-LC01 e C-OVX-HN019 apresentaram menores níveis de estradiol 

no soro e maior expressão de E-caderina e Claudina-1 nos tecidos intestinais quando comparados ao 

grupo C-OVX (p < 0,05). Dentro dos limites desse estudo, pode-se concluir que: i) a terapia probiótica 

aumentou os níveis de estradiol e reduziu a permeabilidade intestinal em ratas ovariectomizadas e seus 

efeitos no osso alveolar e na morfologia intestinal foram cepa dependentes; ii) a cepa probiótica 

Lacticaseibacillus casei 01 foi mais efetiva que a cepa probiótica Bifidobacterium animalis subs. Lactis 

HN019 para a redução da destruição de osso alveolar decorrente da doença periodontal experimental 

em ratas ovariectomizadas. 

 

Palavras-chave: Periodontite; Osteoporose; Probióticos; Ratos. 
 

  



 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 
 
LUCATELI, R. L. Effects of two probiotic strains in ovariectomized rats with and without 
experimental periodontitis: a microtomographic, histomorphometric, 
immunohistochemical, and immunoenzymatic study:  Tese apresentada à Faculdade de 
Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, para obtenção do título de Doutor 
em Odontologia (Biologia Oral).  
 
The increased production of pro-inflammatory cytokines is an important factor in the pathogenesis and 

progression of periodontal disease and osteoporosis. Modulation of the expression of markers on bone 

tissue and intestinal permeability using probiotics may be a potential treatment alternative when both 

conditions are associated. The purpose of this study was to evaluate the effect of two probiotic agents, 

Bifidobacterium animalis subs. lactis HN019 (HN019) and Lacticaseibacillus casei 01 (LC01) in 

ovariectomized (OVX) rats with ligature-induced periodontitis. Sixty-six female rats were divided into 

6 groups (n=11): C-OVX (control, without probiotic), C-OVX-HN019 (control, with probiotic B. lactis 

HN019), C-OVX-LC01 (control, with probiotic LC01), DP-OVX (periodontal disease) and DP-OVX-

HN019 (periodontal disease, with HN019), DP-OVX-LC01 (periodontal disease, with probiotic LC01). 

On day 0 of the experiment, all animals were submitted to OVX. After 8 weeks, the animals in the 

HN019 and LC01 groups received systemic administration of the probiotic strain (B. lactis HN019 or 

L. casei 01) for 8 weeks. 14 weeks after the beginning of the experiment, the periodontitis was induced 

in the animals of the DP-OVX, DP-OVX-HN019 and DP-OVX-LC01 groups, using ligatures around 

the lower first molars. These animals also received topical administrations of probiotic therapy on the 

day of placement of the ligatures, as well as at 3 and 7 days after. All animals were euthanized 16 weeks 

after the beginning of the experiment. In periodontal tissues, the bone loss and interproximal attachment 

loss was assessed using micro-CT, histomorphometric analysis, and determination of bone metabolism 

markers (tartrate-resistant acid phosphatase - TRAP, osteoprotegerin - OPG and nuclear factor kappa B 

activator receptor ligand - RANKL) by immunohistochemistry. In intestinal tissues,  the villous height 

and crypt depth were measured using histomorphometry and the expression of intestinal permeability 

markers (E-cadherin and Claudin-1), using immunohistochemistry. Estradiol levels were evaluated 

using an immunoenzimatic assay. The data obtained were submitted to statistical analysis (p < 0.05). 

The DP-OVX group showed increased alveolar bone loss, higher RANKL/OPG ratios, increased TRAP 

expression, and lower estradiol levels compared to the C-OVX group (p < 0.05). Among the DP groups 

treated with probiotics, only the DP-OVX-LC01 group exhibited greater area and volume of bone in 

microtomographic and histometric analyses compared to the DP-OVX group (p < 0.05). In the analysis 

of parameters reflecting the quality of bone microarchitecture (microtomographic analysis), both the 

DP-OVX-LC01 and DP-OVX-HN019 groups demonstrated reduced trabecular spacing, increased 

number of trabeculae, and higher bone connectivity density compared to the DP-OVX group (p < 0.05). 

The DP-OVX-LC01 group exhibited lower bone porosity compared to the DP-OVX-HN019 group (p <  

  



 

 

 

  



 

 

0.05). Lower TRAP expression and RANKL/OPG ratio, as well as higher expression of E-cadherin and 

Claudin-1 and higher estradiol levels, were observed in the DP-OVX-LC01 and DP-OVX-HN019 

groups compared to the DP-OVX group (p < 0.05). In the intestinal environment, considering the DP 

groups treated with probiotics, only the DP-OVX-LC01 group demonstrated greater villous height 

compared to the DP-OVX group (p < 0.05). A probiotic therapy effect was also observed in the non-DP 

groups. Only the C-OVX-LC01 group showed greater quantity and better quality of bone 

(microtomographic analyses), as well as higher expression of OPG in periodontal tissues and greater 

depth of crypts and height of intestinal villi compared to the C-OVX group (p < 0.05). Both the C-OVX-

LC01 and C-OVX-HN019 groups exhibited lower serum estradiol levels and higher expression of E-

cadherin and Claudin-1 in intestinal tissues compared to the C-OVX group (p < 0.05). Within the limits 

of this study, it can be concluded that: i) probiotic therapy increased estradiol levels and reduced 

intestinal permeability in ovariectomized rats, and its effects on alveolar bone and intestinal morphology 

were strain-dependent; ii) the probiotic strain Lacticaseibacillus casei 01 was more effective than the 

probiotic strain Bifidobacterium animalis subs. lactis HN019 in reducing alveolar bone destruction 

resulting from experimental periodontal disease in ovariectomized rats.  

 
Keywords: Periodontitis, Osteoporosis, Probiotics, Rats. 
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Interação entre microbiota e hospedeiro  

 

A cavidade bucal é colonizada por complexas comunidades polimicrobianas que 

interagem entre si e com o hospedeiro (LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018). Em 

condições de saúde, essas populações microbianas coexistem em harmonia. A destruição dos 

tecidos periodontais é iniciada quando há um desequilíbrio na microbiota (MARSH; ZAURA, 

2017). Vários processos estão associados à transição de uma microbiota a um estado de 

disbiose, dentre eles o acúmulo de biofilme bacteriano, as alterações no sistema imune do 

hospedeiro e a dieta (CURTIS; DIAZ; VAN DYKE, 2020; HAJISHENGALLIS; LAMONT, 

2012). À medida que uma comunidade se desenvolve, os subprodutos do metabolismo 

microbiano e da resposta imune do hospedeiro podem causar mudanças no ambiente local, que 

facilitam o crescimento ou a proeminência de microrganismos associados com um estado 

disbiótico (LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018). Este conceito foi resumido na 

hipótese da placa ecológica proposta por MARSH em 1994, na qual a seleção de bactérias 

patogênicas está diretamente associada a alterações no ambiente.  

Embora o microbioma disbiótico da periodontite envolva diferentes patógenos como o 

Streptococcus gordonii, Prevotella intermedia, e Fusobacterium nucleatum (SOCRANSKY et 

al., 1998), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) tem sido considerado um patógeno-chave 

no processo (KUBONIWA et al., 2017; MYSAK et al., 2014; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 

2005). O P. gingivalis altera o ecossistema subgengival e evade o sistema imunológico 

(CHOPRA; BHAT; SIVARAMAN, 2020). Este patógeno é capaz de beneficiar toda a 

comunidade microbiana, prejudicando a atividade dos leucócitos e promovendo respostas 

inflamatórias no hospedeiro (MAEKAWA; HAJISHENGALLIS, 2014; MAKKAWI et al., 

2017).  

O sistema de defesa imune inato é altamente ativo em tecidos saudáveis e o desequilíbrio 

na expressão de mediadores inflamatórios como a interleucina 1β (IL- 1β), interleucina-6 (IL-

6), fator de necrose tumoral (TNF-α) e prostaglandina E2 (PGE2), contribui significativamente 

para a destruição dos tecidos periodontais. O aumento na expressão desses mediadores 

inflamatórios afeta a expressão do ligante do receptor ativador de fator nuclear kappa-B 

(RANK-L) e osteoprotegerina (OPG), os quais estão envolvidos nos processos de reabsorção e 

aposição ósseas (COCHRAN, 2008; PAGE, 1991). Alguns microrganismos se beneficiam de 

substratos proteicos derivados da degradação do tecido inflamatório e, dessa forma, a 
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inflamação e a disbiose reforçam-se mutuamente, e as crescentes mudanças ambientais 

selecionam ainda mais a comunidade patogênica (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2014). 

Portanto, tem sido considerado que o principal componente de destruição de tecidos duros e 

moles na doença periodontal não são os patógenos em si, mas o resultado da ativação da 

resposta imunoinflamatória do hospedeiro que estes promovem (SALVI; LANG, 2005).  

 

1.2 Associação entre doença periodontal e osteoporose 

 

A doença periodontal, por ser uma patologia polimicrobiana inflamatória disbiótica, tem 

sido apontada como fator de risco para a osteoporose (ANBINDER et al., 2016; 

CARRIZALES-SEPÚLVEDA et al., 2018; HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2021; MAU et 

al., 2017). No sentido contrário, a literatura tem sugerido também que a osteoporose pode 

acentuar a resposta inflamatória decorrente da agressão bacteriana e, eventualmente, a 

susceptibilidade à doença periodontal (KINANE; PETERSON; STATHOPOULOU, 2006; 

PASSOS et al., 2013; SALVI; LANG, 2005; VON WOWERN; KLAUSEN; KOLLERUP, 

1994). Em 1994, Von Wowern, Klausen e Kollerup observaram uma significativa perda de 

inserção em indivíduos com osteoporose em comparação com indivíduos sem a doença 

sistêmica, indicando que a osteoporose pode participar na progressão da doença periodontal. 

Em 2017, Mau et al. realizaram um extenso estudo clínico no qual foi investigada a associação 

entre a doença periodontal e a osteoporose por um período de 6 anos. Este estudo avaliou uma 

amostra bastante significativa, composta por 1 milhão de indivíduos, e evidenciou um maior 

risco de desenvolvimento da osteoporose em indivíduos portadores de doença periodontal.  

A idade é um fator que, indiretamente, influencia a progressão das duas doenças, 

especialmente nas mulheres. Na menopausa, ocorrem diversas alterações hormonais, como a 

diminuição nos níveis de estrógeno (KINANE; PETERSON; STATHOPOULOU, 2006; 

PERSSON, 2018). O estrógeno é fundamental para a homeostase esquelética e regula a 

remodelação óssea (RAISZ, 2005). Um dos mais importantes mediadores da ação do estrogênio 

no osso é o sistema osteoprotegerina (OPG)/ RANKL. O RANKL é uma citocina essencial para 

a diferenciação, ativação e sobrevivência dos osteoclastos (HSU et al., 1999; KONG et al., 

1999; LACEY et al., 1998). O RANKL é produzido por uma variedade de células, como 

linfócitos T e linfócitos B (KONG et al., 1999). A OPG é um receptor chamariz solúvel para 

RANKL que se liga a RANKL e, assim, inibe a osteoclastogênese (SIMONET et al., 1997). O 

RANKL atua através do receptor ativador de fator nuclear kappa-B (RANK) que é expresso na 

membrana celular dos osteoclastos e células precursoras dos osteoclastos (LI et al., 2000). 
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Portanto, RANKL, RANK e OPG são fatores essenciais e não redundantes para a biologia dos 

osteoclastos (STREICHER et al., 2017). Estudos mostram que camundongos deficientes em 

RANK ou RANKL não possuem osteoclastos, levando à osteopetrose, enquanto camundongos 

deficientes em OPG exibem reabsorção óssea excessiva e osteoporose grave (BUCAY et al., 

1998; KONG et al., 1999; STREICHER et al., 2017).  

A literatura demonstra amplamente a associação entre a doença periodontal e a 

osteoporose em mulheres pós-menopausa (ANBINDER et al., 2016; GOMES-FILHO et al., 

2007; LAMONTE et al., 2013; LEE, 2022; LIN et al., 2015; MASHALKAR et al., 2018; 

PASSOS et al., 2013; YU; WANG, 2022; WACTAWSKI-WENDE, 2001). Estudos pré-

clínicos frequentemente utilizam o modelo experimental animal de ovariectomia para a indução 

da osteoporose, sendo um modelo de estudo largamente aceito na literatura (COMELEKOGLU 

et al., 2007; LIN et al., 1994; OMI; EZAWA, 1995). A indução da doença periodontal em 

animais tem sido preconizada por meio do uso de ligaduras ao redor dos molares inferiores 

(DAL ACQUA et al., 2022; DE MOLON et al., 2018; JOHNSON, 1975; LIN et al., 2021). Em 

2016, Anbinder et al., avaliaram os efeitos da periodontite experimental na perda óssea 

sistêmica e a influência da deficiência de estrógeno nesse contexto, utilizando um modelo de 

doença induzida em camundongo. A periodontite experimental foi induzida pela inserção de 

ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores e infecção por P. gingivalis. Já a deficiência 

de estrógeno foi induzida por meio da ovariectomia. Análises microtomográficas realizadas 48 

dias após a infecção revelaram que a doença periodontal combinada com a deficiência de 

estrógeno resultou em perda óssea femoral e mandibular significativas em comparação com os 

grupos nos quais apenas a doença periodontal foi induzida e no grupo no qual apenas a 

deficiência de estrógeno foi induzida. Assim, os resultados sugeriram que, diante da deficiência 

de estrógeno, a doença periodontal pode ser um fator potencializador da perda óssea sistêmica. 

Estudos clínicos também demonstram a associação entre as duas patologias em 

mulheres no período pós-menopausa (HILDEBOLT et al., 2002; STRECKFUS et al., 1997). 

Correlações positivas foram observadas entre a perda óssea alveolar e a redução na densidade 

mineral óssea (DMO). Em 2000, um amplo estudo transversal de Jeffcoat et al. envolvendo 468 

mulheres na pós-menopausa indicou que a perda da altura da crista alveolar é 230% maior para 

mulheres com osteoporose em comparação com mulheres sem a doença. Foi observada uma 

maior perda óssea nas mulheres com idade acima de 70 anos. Houve também um aumento de 

mais de 3 vezes nas chances de redução na altura da crista alveolar em indivíduos com 

osteoporose.  
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A microbiota intestinal e a sua influência bastante significativa no metabolismo ósseo 

têm sido alvo de estudos para a compreensão do mecanismo da associação entre a doença 

periodontal e a osteoporose. Em 2015, Ohlsson e Sjögren introduziram o termo 

“osteomicrobiologia”, referindo-se ao reconhecimento de que tanto o sistema imunológico 

quanto o microbiota são críticos para a regulação do desenvolvimento esquelético pós-natal, o 

envelhecimento ósseo e a perda óssea sistêmica patológica (HSU; PACIFICI, 2018). A noção 

de que a microbiota intestinal desempenha um papel crítico no crescimento ósseo foi reportada 

pela primeira vez em 2012 por Sjögren et al. Os autores demonstraram que, camundongos livres 

de microbiota (germ-free), apresentavam um aumento da massa óssea associado a um número 

reduzido de osteoclastos, em comparação com os animais convencionais. Quando havia a 

colonização dos camundongos germ-free com uma microbiota intestinal compatível com a 

normalidade, havia uma normalização na massa óssea, sugerindo que a microbiota intestinal 

exerce um papel na regulação do metabolismo ósseo. Os resultados foram reforçados por 

estudos envolvendo o uso de antibióticos em camundongos (COX et al., 2014; NOBEL et al., 

2015). Estes estudos demonstram claramente que o tratamento com antibiótico influencia a 

densidade óssea. Os antibióticos diminuem o número de bactérias e/ou alteram a diversidade 

da taxa microbiana dentro do lúmen intestinal, e assim influenciam no metabolismo ósseo 

(HSU; PACIFICI, 2018).  

Alguns autores sugerem que as bolsas periodontais possam atuar como reservatórios de 

patógenos microbianos e seus produtos, bem como mediadores e imunocomplexos que podem 

disseminar para outros locais do corpo humano, incluindo o intestino (BECK et al., 2019; 

GENCO; SANZ, 2020; HAJISHENGALLIS, 2022; KUMAR, 2017; WILLIAMS; 

OFFENBACHER, 2020). A disbiose na microbiota oral pode causar um desequilíbrio na 

microbiota em outros locais do corpo, como o intestino, e desencadear respostas imunológicas 

que se refletem sistemicamente (KITAMOTO; KAMADA, 2022). Bao et al., (2022) 

demonstraram que a doença periodontal induz a disbiose na microbiota intestinal por meio do 

fluxo salivar. Os autores observaram uma diminuição na profundidade das criptas da barreira 

intestinal e na expressão de citocinas anti-inflamatórias como a interleucina-10 (IL-10). Por 

outro lado, houve um aumento significativo na expressão de proteínas de junção como as 

claudinas e fatores pró-inflamatórios como a interleucina 1β (IL- 1β) e interleucina-6 (IL-6). 

A permeabilidade intestinal também é considerada fundamental no contexto do 

metabolismo ósseo, uma vez que citocinas osteoclastogênicas produzidas por células imunes 

no intestino podem sistemicamente influenciar a densidade óssea (HSU; PACIFICI, 2018).  A 

depressão de estrógeno faz aumentar a permeabilidade intestinal, levando ao aumento da 
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translocação bacteriana e ao aumento dos níveis de marcadores inflamatórios sistêmicos 

(COLLINS et al., 2017; LI et al., 2016; LOOIJER-VAN LANGEN et al., 2011). A deficiência 

dos esteróides sexuais resulta em níveis reduzidos da transcrição de uma série de proteínas de 

junção das lacunas intestinais, como as proteínas da família das claudinas que regulam a 

permeabilidade intestinal (ULLUWISHEWA et al., 2011; ZEISSIG et al., 2007). Concluindo, 

com aumento da permeabilidade intestinal após a depleção dos esteróides sexuais, temos uma 

maior carga antigênica que entra na submucosa epitelial e provoca a produção de citocinas 

inflamatórias (HSU; PACIFICI, 2018). Portanto, qualquer abordagem terapêutica que possa 

diminuir a permeabilidade do intestino será uma terapia promissora para prevenir a perda óssea 

induzida por depleção de esteróides sexuais (HSU; PACIFICI, 2018). 

 

1.3 Probióticos como modalidade terapêutica para a doença periodontal e a osteoporose 

 

As abordagens terapêuticas que visam alterar a microbiota de forma a induzir efeitos 

esqueléticos benéficos, ou que vislumbrem diminuir a permeabilidade intestinal com o objetivo 

de prevenir a perda óssea induzida pela depleção de esteróides sexuais, parecem ser 

extremamente promissoras (DEVINE; MARSH, 2009; HSU; PACIFICI, 2018). Neste 

contexto, terapêuticas de suplementação nutricional com probióticos têm sido amplamente 

avaliadas (HSU; PACIFICI 2018).  

Os probióticos são definidos, de acordo com a Associação Científica Internacional de 

Probióticos e Prebióticos (ISAPP), como microrganismos vivos que, quando administrados em 

doses adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro (HILL et al., 2014). A terapia 

com probióticos tem sido estudada em diversas condições patológicas como distúrbios 

gastrointestinais (RITCHIE; ROMANUK, 2012), imunológicos (BAKHSHANDEH, 2023; 

CARDOSO et al., 2020), doenças metabólicas (MOREIRA et al., 2023) e patologias bucais, 

como a doença periodontal (MESSORA et al., 2013). A proposta do uso de probióticos na 

terapia periodontal se baseia no conceito de sinergismo e disbiose polimicrobiana (AMATO et 

al., 2022; MESSORA et al., 2013; NGUYEN et al., 2021; TEUGHELS et al., 2007). Os 

probióticos podem apresentar propriedades imunomoduladoras, influenciando a produção de 

citocinas e melhorando a imunocompetência do hospedeiro (TEUGHELS et al., 2013).  

A literatura sugere que o uso de probióticos pode prevenir a perda de massa óssea 

resultante da diminuição do estrógeno (BRITTON et al., 2014; OHLSSON et al., 2014; 

PARVANEH et al., 2014). Um dos primeiros estudos avaliando o uso de probióticos como 

tratamento preventivo à osteoporose foi publicado em 2014 por Ohlsson et al. Os autores 
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verificaram que o tratamento com Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei (L. paracasei) 

e com uma mistura de três cepas, L. paracasei DSM13434, Lactiplantibacillus plantarum subsp. 

plantarum (L. plantarum) DSM 15312 e DSM 15313, protegeu os camundongos da perda óssea 

cortical e da reabsorção óssea, induzidas por ovariectomia. O estudo demonstrou também que 

tratamento com probióticos reduziu a expressão de duas citocinas inflamatórias, TNFα e IL-1β, 

e aumentou a expressão de OPG, um potente inibidor da osteoclastogênese. O estudo permitiu 

concluir que os tratamentos com probióticos alteraram o estado imunológico no osso, 

resultando em reabsorção óssea atenuada em camundongos ovariectomizados. No mesmo ano, 

BRITTON et al. verificaram resultados semelhantes com outra cepa probiótica, o 

Limosilactobacillus reuteri ATCC PTA 6475 (L. reuteri).  O estudo mostrou também que, além 

de proteger de forma significativa os camundongos ovariectomizados da perda óssea, os 

marcadores e ativadores da reabsorção óssea mediada por osteoclastos (fosfatase ácido tartarato 

resistente - TRAP e RANKL), bem como a osteoclastogênese foram significativamente 

diminuídos.  O tratamento com L.  reuteri também suprimiu o aumento do número de linfócitos 

T CD4+ na medula óssea. Em 2016, Li et al. investigaram os efeitos de probióticos na camada 

epitelial do intestino delgado e na regulação das proteínas de junção que formam a camada 

epitelial do intestino. O tratamento com cepas probióticas diferentes reduziu a perda óssea 

induzida pela ovariectomia e proporcionou aumento da massa óssea, além de uma diminuição 

na permeabilidade e inflamação intestinal. Dessa forma, o estudo reforçou a hipótese de que os 

efeitos dos probióticos na saúde óssea relacionam-se, em parte, ao fortalecimento da barreira 

intestinal (HSU; PACIFICI, 2018; OHLSSON et al., 2014). 

O uso de probióticos tem sido estudado como uma estratégia complementar à terapia 

convencional para diminuir a perda óssea decorrente da doença periodontal. Na doença 

periodontal, além do aumento de bactérias patogênicas, há também a diminuição dos níveis de 

bactérias benéficas (HAJISHENGALLIS, 2014). Em pessoas saudáveis, a microbiota indígena 

desempenha uma importante função na limitação do crescimento e da colonização por bactérias 

patogênicas (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017), bem como na indução de 

uma resposta imunológica benéfica/protetora para os tecidos bucais (TEUGHELS et al., 2008). 

Os probióticos podem desencadear um efeito direto sobre patógenos periodontais, afetando seu 

crescimento, adesão e colonização (STAMATOVA; MEURMAN, 2009). As cepas probióticas 

podem produzir diversos componentes que atuam como agentes antimicrobianos, como ácido 

lático, peróxido de hidrogênio, bacteriocinas e substâncias inibitórias (OELSCHLAEGER, 

2010).  



Introdução e Revisão de Literatura  23 

 

Diferentes cepas têm sido avaliadas para o tratamento da doença periodontal, dentre elas 

bactérias do gênero e espécie L. reuteri (MORAES et al., 2020; TEUGHELS et al., 2013; 

VIVEKANANDA et al., 2010), Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (L. lactis) (GAO et al., 

2022) Levilactobacillus brevis (L. brevis) (MAEKAWA et al., 2014), Lacticaseibacillus 

rhamnosus (L. rhamnosus) (GATEJ et al., 2018), Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. 

lactis) (OLIVEIRA et al., 2017; RICOLDI et al., 2017), Bacillus subtilis (B. subtilis) 

(MESSORA et al., 2013; MESSORA et al., 2016; TSUBURA et al., 2009) e Bacillus 

licheniformis (B. licheniformis) (MESSORA et al., 2016). Um dos primeiros estudos a avaliar 

os efeitos da terapia probiótica na doença periodontal foi publicado em 2007 por TEUGHELS 

et al. Os autores avaliaram sete bactérias presumidamente benéficas quanto à sua capacidade 

de interferir, excluir ou deslocar Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. 

actinomycetemcomitans) de células epiteliais in vitro. As cepas Streptococcus sanguinis (S. 

sanguinis), Streptococcus mitis (S. mitis) e Streptococcus salivarius (S. salivarius) mostraram 

efeitos inibitórios proeminentes sobre a A. actinomycetemcomitans. Este estudo foi importante 

pois confirmou a hipótese de que interações bacterianas benéficas podem inibir a colonização 

por patógenos e abriu novas perspectivas para a aplicação deste conceito na terapia periodontal. 

No mesmo ano, TEUGHELS et al. (2007) realizaram a aplicação subgengival das mesmas 

cepas de Streptococcus após a raspagem e alisamento radicular em dentes de cães com bolsas 

periodontais. O tratamento diminuiu o grau de inflamação dos tecidos periodontais e modificou 

a composição microbiana dos sítios tratados, reduzindo e atrasando a recolonização dos 

mesmos por periodontopatógenos. Este estudo introduziu o conceito de recolonização guiada 

de bolsas periodontais mediante o uso de bactérias compatíveis com a saúde bucal como uma 

estratégia de tratamento para a periodontite.  

O eixo boca-intestino pode ser uma via de ligação entre as doenças periodontais e 

sistêmicas (DE OLIVEIRA et al., 2022). Está bem estabelecido na literatura que a ação dos 

probióticos no tratamento da doença periodontal refere-se à modulação da resposta 

imunoinflamatória do hospedeiro. No mesmo sentido, a manipulação da microbiota intestinal 

levando a efeitos imunomoduladores é recomendada para reduzir os efeitos da perda óssea pela 

diminuição do estrógeno. Em 2013, MESSORA et al. avaliaram a influência da suplementação 

com probióticos, B. subtilis, na periodontite induzida por ligadura e na morfologia intestinal em 

ratos. O grupo que recebeu a terapia probiótica apresentou menores perdas de inserção e do 

nível ósseo alveolar. No intestino, foi observada maior altura das vilosidades e profundidade 

das criptas em comparação com o grupo com doença periodontal e sem a suplementação 

probiótica. Os resultados sugeriram que o probiótico, além de diminuir a perda óssea resultante 
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da doença periodontal, promoveu alterações morfológicas no intestino que, possivelmente, 

diminuíram a permeabilidade intestinal e protegeram os animais da perda óssea. O estudo 

trouxe uma importante sinalização de que os probióticos podem ser uma alternativa interessante 

para o tratamento das duas condições associadas. Em 2022, de OLIVEIRA et al. avaliaram, por 

meio de um estudo clínico randomizado, os efeitos a curto prazo da administração sistêmica de 

probióticos como adjuvante à terapia periodontal (raspagem subgengival) a fim de conduzir as 

microbiotas do ambiente oral e intestinal para um estado saudável e melhorar a condição clínica 

periodontal. O probiótico administrado continha cinco cepas de Lactobacillus spp. 

(Lactobacillus acidophilus La-14, Lactobacillus rhamnosus Lr-32, Lactobacillus casei Lc-11, 

Lactobacillus salivarius Ls-33 e Lactobacillus plantarum Lp-115) e três de Bifidobacterium 

spp. (Bifidobacterium lactis Bl-04, Bifidobacterium longum Bl-05 e Bifidobacterium breve Bb-

03). Os resultados demonstraram que o uso adjuvante de probióticos sistêmicos com o 

tratamento periodontal resultou em uma diminuição significativa nas espécies subgengivais, 

porém sem afetar significantemente a composição e diversidade da microbiota intestinal. Houve 

uma melhora clínica semelhante entre os grupos, com tendência a melhor resposta para o grupo 

que recebeu a terapia probiótica. O estudo permitiu detectar nos pacientes cinco perfis 

microbianos orais-intestinais distintos relacionados à periodontite e que parecem responder de 

forma diferente aos tratamentos periodontais e à terapia probiótica propriamente dita, 

introduzindo um conceito de personalização como fator determinante de resultados no uso de 

probióticos.  

 

1.4 Bifidobacterium animalis subsp lactis HN019 e Lacticaseibacillus casei 

 

As cepas bacterianas mais estudadas para fins probióticos pertencem ao gênero 

Bifidobacterium e Lactobacillus (STAMATOVA; MEURMAN, 2009). O B. lactis geralmente 

está presente no microbioma intestinal e apresenta uma relação simbiótica com o hospedeiro 

(RUSSELL et al., 2011). É considerado um potencial probiótico por possuir propriedades 

imunomoduladoras e antimicrobianas (RUSSELL et al., 2011). Alguns estudos demonstraram 

que o B. lactis altera a colonização de bactérias cariogênicas e previne a cárie dentária, bem 

como diminui os índices de placa (ÇAGLAR et al., 2008; TOIVIAINEN et al., 2015). O B. 

lactis apresenta resultados bastante satisfatórios na literatura para o tratamento da doença 

periodontal. Em 2017, OLIVEIRA et al. investigaram os efeitos da administração tópica de 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 (B. lactis HN019) na periodontite experimental 

em ratos. As análises microtomográficas realizadas demonstraram que os animais com doença 
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periodontal induzida por ligadura e tratados por meio de irrigações subgengivais com os 

microrganismos probióticos apresentaram menores porosidade óssea, separação de trabéculas 

ósseas e perda de inserção conjuntiva, bem como maior volume ósseo em comparação com os 

animais que receberam irrigações subgengivais com uma solução sem probióticos. 

Considerando o perfil imunoinflamatório dos animais, o grupo que recebeu o probiótico 

apresentou maior expressão de OPG e de beta-defensinas (BD), bem como menores níveis de 

Interleucina-1β e RANKL nos tecidos gengivais. Resultados semelhantes foram reportados 

posteriormente também com a administração sistêmica do B. lactis HN019 (OLIVEIRA et al., 

2023).  

Os efeitos do probiótico B. lactis HN019 como adjunto à raspagem e alisamento 

radicular em ratos com periodontite experimental foram avaliados por RICOLDI et al. (2017). 

O grupo que recebeu o tratamento convencional associado ao probiótico apresentou reabsorção 

óssea alveolar reduzida e menor perda de inserção quando comparado com o grupo que recebeu 

apenas a raspagem e alisamento radicular. Além disso, o grupo tratado com probióticos mostrou 

significativamente menos osteoclastos, expressão aumentada de citocinas anti-inflamatórias e 

expressão reduzida de citocinas pró-inflamatórias.  

Clinicamente, esta cepa probiótica apresenta também resultados bastante promissores 

no tratamento da doença periodontal. Em 2018, INVERNICI et al., avaliaram o efeito desta 

cepa administrada na forma de pastilhas como adjuvante à raspagem e alisamento radicular em 

pacientes com periodontite crônica generalizada. O grupo que recebeu o probiótico apresentou 

diminuição da profundidade de sondagem e ganho de inserção clínica significativamente 

maiores do que o grupo sem probiótico. Esse grupo de pacientes tratados com probióticos 

também demonstrou significativamente menos patógenos periodontais dos complexos 

vermelho e laranja, e níveis mais baixos de citocinas pró-inflamatórias quando comparado ao 

grupo sem probiótico. Estudo semelhante conduzido em 2020 por INVERNICI et al. reportou 

maior expressão de BD-3, receptor toll-like 4 (TLR4) e grupamento de diferenciação (CD)-4 

nos tecidos gengivais no grupo que recebeu a terapia convencional associada ao probiótico, em 

comparação com o grupo sem probiótico. Adicionalmente, o B. lactis HN019 reduziu a adesão 

de P. gingivalis às células epiteliais e mostrou potencial antimicrobiano contra 

periodontopatógenos. 

B. lactis HN019 tem sido avaliado como adjuvante no tratamento da doença periodontal 

associada a diferentes condições sistêmicas, como a artrite reumatóide e a síndrome metabólica. 

A artrite reumatóide é uma doença inflamatória crônica autoimune que afeta as articulações 

(SCOTT, 2002). A literatura mostra que, de forma semelhante ao que ocorre com a osteoporose, 
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o microbioma intestinal está envolvido na patogênese da artrite reumatóide (MAEDA et al., 

2016). A microbiota intestinal atua como mediador da resposta imunoinflamatória e a disbiose 

pode resultar em maior suscetibilidade à artrite (FERRO et al., 2021; HORTA-BAAS et al., 

2017). Em 2020, CARDOSO et al., avaliaram os efeitos da administração sistêmica do 

probiótico B. lactis HN019 na periodontite induzida por ligadura em ratos com artrite 

reumatóide experimental. Os autores observaram que, para o grupo com artrite e periodontite 

tratados com o probiótico, houve redução da perda óssea alveolar, de TNF-α e de IL-6 e 

aumento dos níveis de IL-17 quando comparado ao grupo que não recebeu a terapia probiótica. 

O estudo concluiu que a administração sistêmica de B. lactis HN019 promoveu efeito protetor 

contra a destruição do tecido periodontal, diminuindo tanto a perda óssea quanto os níveis de 

mediadores inflamatórios e aumentando a proporção de bactérias compatíveis com a saúde 

periodontal em ratos com artrite reumatóide e doença periodontal. A síndrome metabólica é 

definida pela OMS como uma condição patológica caracterizada pela presença de três ou mais 

condições, dentre elas: obesidade, resistência à insulina, hipertensão e hiperlipidemia. As 

condições associadas a síndrome metabólica aumentam o risco de doença coronariana, diabetes, 

acidente vascular cerebral e outros problemas de saúde (National Heart, Lung and Blood 

Institute, NIH). Estudos mostram um efeito positivo da administração sistêmica do probiótico 

B. lactis HN019 na síndrome metabólica (BERNINI et al., 2016; MOREIRA et al., 2023; 

SILVA et al., 2022). Clinicamente, o consumo de B. lactis HN019 foi capaz de reduzir 

significativamente os índices de massa corporal, colesterol total, lipoproteína de baixa 

densidade, TNF- α e IL-6 (BERNINI et al., 2016). Foi também demonstrada uma redução 

significativa na severidade da doença periodontal em animais com síndrome metabólica 

(SILVA et al., 2022). Além da modulação dos parâmetros imunoinflamatórios e metabólicos 

sistêmicos na doença periodontal, foi demonstrado que o B. lactis HN019 é capaz de alterar os 

parâmetros morfológicos e microbiológicos intestinais, modulando a expressão de genes 

lipogênicos em animais com a síndrome (MOREIRA et al., 2023).  

 Estes estudos pré-clínicos e clínicos demonstram claramente o potencial de B. lactis 

HN019 em promover uma resposta imunomoduladora de interesse para o tratamento da doença 

periodontal e de algumas condições sistêmicas. Este mesmo probiótico pode ser um promissor 

adjuvante no tratamento da doença periodontal associada à osteoporose, como sugerido no 

estudo de JIA et al. (2022). Os autores avaliaram os efeitos terapêuticos de um preparado 

contendo 10 diferentes cepas probióticas, incluindo o B. lactis HN019, na doença periodontal 

em animais com osteoporose. A periodontite crônica foi induzida por meio de ligadura nos 

molares, enquanto a osteoporose foi induzida por meio da ovariectomia. Foram avaliados a 
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microbiota e permeabilidade intestinal, bem como a perda óssea alveolar. Os resultados 

mostraram que a administração da combinação de cepas probióticas preveniu 

significativamente a reabsorção óssea periodontal em ratos ovariectomizados. Adicionalmente, 

foi observada uma diminuição na permeabilidade intestinal e nos níveis séricos de citocinas 

inflamatórias. Diante dos resultados preliminares verificados na literatura, é possível que o B. 

lactis HN019 seja um probiótico com grande potencial para o tratamento da doença periodontal 

em uma condição sistêmica de osteoporose.  

O Lacticaseibacillus casei 01 (L. casei 01) é uma outra cepa que desperta o interesse 

como probiótico para o tratamento da doença periodontal em indivíduos portadores de 

osteoporose. Esta cepa sobrevive ao trânsito intestinal e exerce efeitos benéficos in vivo, além 

de ser capaz de modificar a microflora digestiva e melhorar o sistema imunológico durante seu 

trânsito no trato digestivo (GUERIN-DANAN et al., 1998; OOZEER et al., 2002; PERDIGÓN 

et al., 1990). Os efeitos benéficos do L. casei na microbiota intestinal têm sido amplamente 

estudados no tratamento da artrite reumatóide. Em 2013, NOTO LLANA et al. mostraram por 

meio de estudo pré-clínico que o consumo de L. casei diminui a inflamação intestinal e articular 

causadas por Salmonella. Foi observado também uma diminuição na permeabilidade intestinal 

e na expressão de TNF-α, IL-17, IL-23, IL-1β e IL-6, parâmetros estes, de grande relevância 

para a osteoporose (OHLSSON et al., 2014). Resultados semelhantes foram reportados por 

AMDEKAR et al. (2011), os quais verificaram que a administração oral de L. casei diminuiu 

significativamente a expressão de citocinas pró-inflamatórias e reduziu a artrite em animais.  

Os efeitos do L. casei como cepa probiótica sobre a placa subgengival foram estudados 

por IMRAN et al. (2015). Os autores avaliaram se a administração oral de probiótico contendo 

o L. casei, poderia alterar a população bacteriana na placa subgengival. O estudo mostrou 

redução na contagem de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e P. intermedia, sugerindo 

que o L. casei possa ter um efeito positivo no tratamento da doença periodontal. Estes resultados 

foram corroborados pelos reportados em 2019 por MONTAZERI-NAJAFABADY et al. Os 

autores compararam a eficácia de cinco cepas probióticas, dentre elas: Lactobacillus 

acidophilus (L. acidophilus), L. reuteri, L. casei, Bifidobacterium longum (B. longum) e 

Bacillus coagulans (B. coagulans), na proteção à perda óssea induzida por ovariectomia. Foram 

avaliados parâmetros bioquímicos, incluindo vitamina D, cálcio (Ca), fósforo (P) e fosfatase 

alcalina (ALP), bem como a DMO. O estudo mostrou que o L. casei aumentou 

significativamente os níveis de Ca e ALP e diminuiu o P nos grupos tratados. Além disso, o L. 

casei aumentou significativamente a vitamina D e produziu melhores efeitos na DMO. Os 
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autores concluíram que esta cepa apresentou os maiores efeitos em termos de densidade mineral 

óssea e parâmetros bioquímicos.  

Ainda não se tem na literatura nenhum estudo demonstrando o uso do L. casei no 

tratamento da doença periodontal em uma condição sistêmica de osteoporose, porém os 

resultados apresentados até o momento, especialmente relacionando esta cepa com efeitos 

benéficos na modulação da microbiota intestinal e no tratamento da artrite reumatóide, sugerem 

que esta pode ser uma alternativa viável também para a doença periodontal associada à 

osteoporose (AMDEKAR et al., 2011; NOTO LLANA et al., 2013; PAUL et al., 2021).  

Considerando a estreita relação entre a doença periodontal e o aumento do risco de 

desenvolvimento de osteoporose, bem como o impacto das alterações hormonais durante a 

menopausa na progressão dessas condições, torna-se relevante explorar terapias que possam 

mitigar os efeitos adversos de ambas as doenças (ANBINDER et al., 2016; LEE, 2022; 

MASHALKAR et al., 2018; YU; WANG, 2022). A literatura demonstra amplamente o papel 

da disbiose na microbiota oral e sua influência nos desequilíbrios microbiológicos no intestino, 

desencadeando respostas imunológicas que afetam o sistema esquelético (HSU; PACIFICI, 

2018; KITAMOTO; KAMADA, 2022). Neste contexto, terapias destinadas a modular a 

microbiota, como a utilização de probióticos, têm mostrado um grande potencial (HSU; 

PACIFICI, 2018; OHLSSON et al., 2014). Estudos têm demonstrado consistentemente que o 

uso de probióticos pode reduzir a perda óssea induzida pela ovariectomia, fortalecer a barreira 

intestinal e afetar o crescimento, adesão e colonização de patógenos periodontais (DEVINE; 

MARSH, 2009; HSU; PACIFICI, 2018; STAMATOVA; MEURMAN, 2009). O B. lactis 

HN019 tem sido particularmente promissor em estudos pré-clínicos e clínicos como um 

adjuvante no tratamento da doença periodontal, assim como em outras condições sistêmicas 

(CARDOSO et al., 2020; MAEDA et al., 2016; SILVA et al., 2022). Da mesma forma, o L. 

casei 01 desperta o interesse como um probiótico potencial para o tratamento da doença 

periodontal em indivíduos com osteoporose. Embora ainda não existam estudos específicos 

sobre o uso dessa cepa nesta condição, os resultados promissores obtidos em relação à 

capacidade do L. casei 01 de modular a microbiota intestinal e melhorar o sistema imunológico 

sugerem que ele pode ser uma alternativa viável (NOTO LLANA et al., 2013; PAUL et al., 

2021). Portanto, considerando a associação entre a doença periodontal e a osteoporose, bem 

como a influência da microbiota intestinal na saúde óssea, é de grande relevância explorar o 

potencial das cepas probióticas B. lactis HN019 e L. casei 01 como adjuvantes no tratamento 

da doença periodontal em indivíduos com osteoporose. Dessa forma, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar microtomograficamente, histomorfometricamente e imunologicamente os 
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efeitos da administração tópica e sistêmica das cepas probióticas B. lactis HN019 e L. casei 01 

em animais ovariectomizados com doença periodontal induzida.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo geral:  

 

Avaliar os efeitos dos agentes probióticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

HN019 (HN019) e Lacticaseibacillus casei 01 (LC01) na doença periodontal induzida por 

ligadura em ratas ovariectomizadas.  

 

2.2 Objetivos específicos: 

 

● Avaliar de forma linear e volumétrica, por meio de microtomografia 

computadorizada (micro-CT), a perda óssea alveolar e a microarquitetura óssea na 

região do 1º molar inferior; 

● Analisar, por meio de análise histomorfométrica, as características teciduais, a 

perda óssea alveolar e de inserção conjuntiva nas regiões de furca e interproximal 

do 1º molar inferior; 

● Avaliar histomorfometricamente as alterações na altura das vilosidades e 

profundidade de criptas intestinais; 

● Avaliar, por meio de reações imuno-histoquímicas, a expressão de TRAP, OPG e 

RANKL na região do 1º molar inferior, bem como a expressão de proteínas de 

junção epitelial (E-caderina e Claudina-1) nos tecidos intestinais; 

● Avaliar, por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA), a concentração sanguínea 

de estradiol. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cálculo amostral e apreciação ética 

 

O cálculo do 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 DP e C do estudo de OLIVEIRA 

et al. (2017), reconhecendo a diferença significante de 5% (δ) entre os grupos, intervalo de 

confiança de 95% (α = 0,05), desvio padrão (σ) de 23%, as mudanças na média do Volume 

Ósseo (VO) como variável primária e [Zα (1.96) + Zβ (0.84)]2 = 7.84. O cálculo da amostra 

por grupo foi baseado na formula: n ≥ {2[(σ)2/(δ)2]} x (Zα + Zβ)2. O número mínimo necessário 

foi de 8 animais por grupo experimental. Considerando que estudos prévios realizados por 

nosso grupo apontam um percentual de 30% de animais que não desenvolvem a periodontite 

experimental com a utilização do modelo do presente estudo, foram utilizados 11 animais por 

grupo experimental.  

A pesquisa foi realizada respeitando-se 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 (Lei 9605/1998). O estudo foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de 

Ribeirão Preto (FORP) da Universidade de São Paulo (USP), (Protocolo CEUA número: 

2018.1.448.58.2) (Anexo 1). 

 

3.2 Delineamento experimental  

 

Foram utilizadas 66 ratas (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade entre 3 e 4 

meses, pesando entre 150 e 250g (Biotério da FORP-USP, Ribeirão Preto, SP). Os animais 

foram acomodados em caixas de polipropileno autoclaváveis, com 3 animais por caixa. A sala 

foi climatizada a uma temperatura de 22 ± 2oC e com ciclos de 12/12 horas claro-escuro. 

Durante todo o experimento, os animais consumiram ração sólida selecionada e água ad libitum. 

Durante o período de 7 dias, foi realizada a aclimatação dos animais com o ambiente e com a 

equipe de execução do projeto (Figura 1), para posterior início dos procedimentos cirúrgicos.  
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Figura 1 - Delineamento experimental do estudo. Fonte: Autoral. Imagem criada com software online 
BioRender. 
 

 
 

3.3 Ovariectomia (OVX) 

 

Todos os animais foram submetidos à ovariectomia bilateral. Inicialmente, os animais 

foram anestesiados por meio de injeção intramuscular, com solução de cloridrato de Xilazina a 

2% (2 mg/mL) e Cloridrato de Ketamina a 10 % (10mg/mL), nas respectivas doses de 10 mg/kg 

(Xilazina) e 80 mg/kg (Ketamina). Após a anestesia, os animais foram submetidos à tricotomia 

das regiões laterais dorsais, em uma região entre a última costela e o joelho. A antissepsia foi 

realizada com álcool iodado nos locais de incisão. As incisões foram cutâneas e bilaterais, sendo 

o tecido muscular divulsionado para a exposição dos ovários (direito e esquerdo) e excisão 

(Figura 2 A e B) dos mesmos (KALU, 1991). Após a remoção dos ovários, realizou-se a sutura 

dos tecidos com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, São José dos Campos, SP, 

Brasil). No trans-operatório, foi realizada administração de anti-inflamatório e analgésico 

Flunixin meglumine (Banamine) na dosagem de 2,5 mg/kg, por via subcutânea. Em seguida, 

cada animal recebeu, por via intramuscular, uma única dose de 24.000 UI/Kg de Penicilina G-

benzatina (Pentabiótico* Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge® Saúde Animal Ltda., 

Campinas, SP, Brasil). No pós-operatório, os animais receberam administração de anti-

inflamatório e analgésico Flunixin meglumine (Banamine) na dosagem de 2,5 mg/kg, por via 
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subcutânea, por 2 dias, com um intervalo de 12 horas entre cada aplicação. Os animais foram, 

então, acompanhados por 4 meses.  

 
Figura 2 – (A) Após a anestesia, os animais foram submetidos à tricotomia das regiões laterais dorsais, 
antissepsia com álcool iodado e incisão na região entre a última costela e o joelho, correspondente a 
localização dos ovários. (B) Após a realização das incisões, o tecido muscular foi divulsionado e os 
ovários direito e esquerdo foram expostos para excisão.  
 

  
(Fonte: Autoral). 

 

3.4 Exame do ciclo estral 

 

 O exame do ciclo estral foi realizado na semana anterior e duas semanas após a 

ovariectomia por meio da coleta de líquido vaginal por um período de 5 dias consecutivos. Para 

o desenvolvimento desta técnica de observação, foi realizada a imobilização do animal e 

introdução, com o auxílio de uma ponteira pequena acoplada a uma micropipeta, de uma dose 

de solução salina (cerca de 1 mL) no interior da vagina de cada rata. Após a introdução, a 

solução foi rapidamente aspirada e seu conteúdo transferido para uma lâmina de vidro e 

imediatamente observado em microscopia óptica. Foram analisados o número de leucócitos 

presentes e a presença de células epiteliais. Este procedimento foi realizado bem no início da 

manhã, por volta das 7 horas. Esta análise teve como finalidade indicar as mudanças ocorridas 

no ciclo reprodutivo em decorrência do procedimento de ovariectomia (HOAR; HICKMAN, 

1975; MARCONDES et al., 2002). 
 

  



40  Material e Métodos 

 

3.5 Distribuição dos grupos experimentais 
 

Após a ovariectomia, os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n = 11), 

de acordo com a presença ou ausência de doença periodontal induzida por ligaduras (DP ou C) 

e de acordo com a cepa probiótica administrada de forma tópica e sistêmica, Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis HN019 (B. lactis HN019) e Lacticaseibacillus casei 01 (L. casei 01) 

(Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Distribuição dos grupos de acordo com os procedimentos realizados.  
 
Grupo Procedimentos realizados 

C-OVX Sem DP induzida por ligadura e sem administração tópica e sistêmica 
de probiótico 

C-OVX-HN019 
Sem DP induzida por ligadura e com administração tópica e sistêmica 
de B. lactis HN019 

C-OVX-LC01 
Sem DP induzida por ligadura e com administração tópica e sistêmica 
de L.casei 01 

DP-OVX 
Com DP induzida por ligadura e sem administração tópica e sistêmica 
de probiótico 

DP-OVX-HN019 
Com DP induzida por ligadura e com administração tópica e sistêmica 
de B. lactis HN019 

DP-OVX-LC01 
Com DP induzida por ligadura e com administração tópica e sistêmica 
de L.casei 01 

 
3.6 Preparo das culturas probióticas e administração aos animais de forma tópica e 

sistêmica 

 

O B. lactis HN019 (HOWARUTM Bifido, E. I. Dupont® de Nemoursand Company, 

Wilmington, DE, EUA) e o L. casei 01 (LC 01 Chr. Hansen Holding A/S, Dinamarca) foram 

cultivados 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) (Figura 3 A e B). 
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Figura 3 – (A) B. lactis HN019 cultivado em meio MRS Agar. (B) As placas foram mantidas por 48 
horas a 37oC sob condições de anaerobiose.  
 

 
(Fonte: Autoral). 

 

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 10-9, em solução salina tamponada 

fosfatada (PBS), com pH 7,0 e acrescida de 2,0% de carboximetilcelulose. Alíquotas de 100µl 

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 (OLIVEIRA et al., 2017). 

Nos grupos C-OVX-HN019 e DP-OVX-HN019, a água probiótica dos animais foi 

preparada pela adição das culturas previamente preparadas de B. lactis HN019 em garrafas 

com 60 mL de água, de forma a atingir as doses de 109 UFC/mL (INVERNICI et al., 2020). 

Nos grupos C-OVX-LC01 e DP-OVX-LC01, a água probiótica dos animais foi preparada pela 

adição das culturas previamente preparadas de L. casei 01 em garrafas com 60 mL de água, de 

forma a atingir as doses de 109 UFC/mL. A água probiótica foi renovada a cada 24 horas. A 

administração da cepa probiótica foi iniciada 2 meses após a OVX e mantida por mais 2 meses. 

Os animais dos grupos C-OVX e DP-OVX receberam água sem probiótico. 
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Um volume de 100µl contendo ou não B. lactis HN019 ou L. casei 01, associado à 

carboximetilcelulose 2% foram utilizados para a irrigação subgengival das superfícies mesial, 

distal, vestibular e lingual dos primeiros molares inferiores dos animais (OLIVEIRA et al., 

2017). A primeira irrigação foi realizada 14 semanas após a OVX nos grupos: C-OVX, C-

OVX-HN019 e C-OVX-LC01 bem como no momento da colocação da ligadura para indução 

da doença periodontal nos grupos DP-OVX, DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01. A segunda 

e terceira irrigação ocorreram aos 3 e 7 dias após a primeira. 

 

3.7 Indução da doença periodontal experimental com ligadura 

 

Para a indução da doença periodontal, foi realizada a colocação de ligaduras ao redor 

dos primeiros molares inferiores esquerdo e direito de cada animal (MESSORA et al., 2013). 

As ligaduras foram inseridas nos grupos DP após 14 semanas da ovariectomia. Os animais 

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

a 2% (2mg/mL) e Cloridrato de Ketamina a 10% (10mg/mL) nas respectivas doses de 10mg/Kg 

(Xilazina) e 80mg/Kg (Ketamina). Com o auxílio de porta agulha tipo castroviejo e sonda 

exploradora odontopediátrica, foi inserido um fio de sutura seda 4-0 ao redor dos primeiros 

molares inferiores esquerdo e direito de cada animal (Figura 4 A e B). 

 
Figura 4 – (A) Os animais foram apoiados em um suporte para manutenção da abertura bucal durante 
o procedimento de inserção das ligaduras. (B) A indução da doença periodontal foi realizada por meio 
de colocação de fio de sutura seda 4-0 ao redor dos primeiros molares inferiores. 
 

  
(Fonte: Autoral). 
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3.8 Eutanásia e coleta dos tecidos para as análises 

 

Os animais foram submetidos à eutanásia 16 semanas após a ovariectomia. A eutanásia 

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).  

As hemi-mandíbulas direita e esquerda foram coletadas e armazenadas por 24 horas em 

formol tamponado 10% e, posteriormente, seguiram o processamento laboratorial 

convencional; sendo a direita para análise microtomográfica da perda óssea alveolar e a 

esquerda para análises histomorfométrica, histopatológica e imunohistoquímica. Foram 

também coletadas amostras do intestino delgado (íleo, duodeno e jejuno) dos animais para 

avaliação histomorfométrica, histopatológica e imunohistoquímica. 

 

3.9 Avaliação óssea alveolar com microtomografia computadorizada (micro-CT) 

 

As hemi-mandíbulas direitas foram escaneadas utilizando microtomógrafo 

computadorizado (micro-CT) de feixe cônico (Skyscan 1172, Bruker, Kontich, Bélgica). O 

gerador de raios X foi operado a um potencial de aceleração de 60 kV com uma corrente de 

feixe de 165 µA e um tempo de exposição de 490 ms por projeção. As imagens foram produzidas 

com um tamanho de voxel de 6x6x6 µm. Usando um software apropriado (Data Viewer, versão 

1.5.0, Bruker, Kontich, Bélgica), os modelos tridimensionais gerados foram rotacionados para 

uma posição padrão de análise, de acordo com os seguintes critérios: (1) no plano transaxial, o 

primeiro molar inferior (M1) teve o seu eixo posicionado verticalmente, (2) no plano sagital, a 

superfície oclusal do M1 foi posicionada horizontalmente e (3) no plano coronal, o osso 

mandibular foi orientado verticalmente, com a raiz mesial do M1 na posição mais superior da 

imagem. Medidas lineares do nível ósseo alveolar (NOA) foram realizadas em três diferentes 

sítios: vestibular, lingual e interproximal (Figura 5 A à C), com o objetivo de avaliar a perda 

óssea alveolar (POA). Para as faces vestibular e lingual, nas imagens transaxiais passando pela 

raiz distal do 1º molar inferior, as distâncias lineares entre a junção cemento-esmalte (JCE) e a 

crista óssea alveolar (COA) vestibular/lingual, foram mensuradas. Para a região interproximal, 

o conjunto de dados coronais foram analisados utilizando o software CT-Analyser (CTAn, 

versão, v.1.18, Bruker, Kontich, Bélgica). A distância entre a última imagem, mostrando a crista 

óssea alveolar (COA) vestibular/lingual entre o 2º molar inferior e 1º molar inferior, e a primeira 

imagem, mostrando a JCE do 1º molar inferior, foi mensurada. A POA de cada animal foi 
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representada, em micrômetros (µm), pela soma das mensurações obtidas nas faces vestibular, 

lingual e interproximal.  

As análises volumétricas foram realizadas por meio do software CT- Analyser (CTAn, 

versão, v.1.18, Bruker, Kontich, Bélgica) na região de furca do 1º molar inferior. Um volume 

de interesse foi delineado a partir dos ápices de todas as raízes do 1º molar inferior até o teto da 

furca do 1º molar inferior, tocando as superfícies das raízes, em todas as imagens do plano 

coronal. Um retângulo foi utilizado para delimitar a área a ser analisada como volume de 

interesse (VOI) (Figura 5 D). Os seguintes parâmetros foram avaliados na análise volumétrica:  

 

1 – Porcentagem de volume ósseo (BV/TV);  

2 – Porcentagem de porosidade total (Po.Tot);  

3 – Número de trabéculas ósseas (Tb.N), em mm-1;  

4 – Espaço entre as trabéculas ósseas (Tb.Sp), em mm-1;  

5 – Espessura Trabecular (Tb.Th), em mm-1;  

6 – Densidade de conectividade (Conn.Dn), em 1/mm3). 

 
Figura 5 – Mensuração do nível ósseo alveolar (linhas vermelhas) nas regiões vestibular/lingual (A) e 
interproximal (B) e dos parâmetros volumétricos na região de bifurcação (C). Um retângulo 
tangenciando todas as raízes do 1o molar inferior (C) foi interpolado na região de bifurcação para a 
realização de mensurações volumétricas.  
 

 
(Fonte: Autoral). 
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3.10 Análise histomorfométrica e histopatológica dos tecidos periodontais 

 

 As hemi-mandíbulas esquerdas foram dissecadas, fixadas em formol neutro a 10% por 

48 horas e descalcificadas por meio de solução de ácido etilenodiamino tetra-acético a 4% 

durante 90 dias. Após este período, todas as peças foram desidratadas em álcool absoluto, 

diafanizadas em xilol e incluídas em parafina (Sigma-Aldrich, Merck, San Luis, MO, EUA). 

Para a confecção das lâminas, foram realizadas secções seriadas de 4 µm de espessura na 

direção mesio-distal e coloração com hematoxilina e eosina. Os cortes histológicos foram 

analisados quantitativamente e qualitativamente por um investigador experiente, calibrado e 

que desconhecia os grupos experimentais. Foram selecionadas para a análise, duas secções 

representando a porção mais central no sentido vestíbulo-lingual de cada hemi-mandíbula. 

Foram capturadas imagens dos cortes histológicos por meio de câmera digital acoplada a um 

microscópio óptico de luz (DFC295, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), com o aumento 

de 10x. Com o auxílio do software ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, EUA), foi 

realizada a calibração das imagens e mensurações padronizadas foram determinadas 

histometricamente (Figura 6). Foram obtidas medidas, em micrômetros (µm), dos seguintes 

parâmetros (OLIVEIRA et al., 2022): 

 

1 – Perda óssea: A perda óssea na região de bifurcação foi mensurada na região de furca 

do 1º molar inferior, calculando-se a área, em µm2, entre o teto da bifurcação até a 

crista óssea; 

2 – Perda de inserção: A perda de inserção interproximal foi mensurada na região entre 

o 1º e 2º molares inferiores, calculando-se a distância, em µm, entre a JCE e a 

inserção conjuntiva.  

 

Para cada animal, foi obtida uma média dos valores dos dois cortes analisados. 
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Figura 6 - (A) Mensuração da área de perda óssea na região de bifurcação do 1º molar inferior. Foi 
delimitada a área entre o teto da bifurcação até a crista óssea (linha amarela apontada com a seta na 
imagem à esquerda). (B) Mensuração da perda de inserção interproximal, mensurada na região entre o 
1º e 2º molares inferiores. Foi traçada uma linha entre a junção cemento-esmalte e a inserção conjuntiva 
(linha amarela apontada com a seta na imagem à direita). Todas as mensurações foram realizadas com 
o software ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, EUA).  
 

  
(Fonte: Autoral). 

 

3.11 Análise histomorfométrica e histopatológica dos tecidos intestinais 

 

Os tecidos intestinais foram fixados em formol neutro a 10% por 48 horas. Todas as 

peças foram desidratadas em álcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina 

(Sigma-Aldrich, Merck, San Luis, MO, EUA). Foram realizados, então, cortes seriados com 4 

µm de espessura. Os cortes histológicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em série 

decrescente de etanol e corados com hematoxilina e eosina. Os cortes histológicos foram 

analisados quantitativamente e qualitativamente sob microscópio óptico de luz (DFC295, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Alemanha), por um investigador experiente, calibrado e que 

desconhecia os grupos experimentais. Foram capturadas imagens dos cortes histológicos, com 

aumento de 20x, por meio de câmera digital acoplada ao microscópio óptico (Figura 7). Após 

a captura das imagens, foi feita a mensuração linear em milímetros, por meio do software 

ImageLab 2000 (Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil), da altura 

de vilosidade e a profundidade das criptas de Lieberkühn. Foram mensuradas 10 vilosidades e 

10 criptas por lâmina. Para cada animal, foi obtida uma média dos valores para cada parâmetro 

avaliado.   
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Figura 7 - Imagem representativa de uma amostra intestinal do grupo C-OVX-HN019. Foram 
mensurados, em milímetros, as medidas da altura de vilosidade (indicado na imagem com a seta preta) 
e a profundidade das criptas de Lieberkühn (indicado na imagem com a seta branca), sendo mensuradas 
10 vilosidades e 10 criptas por lâmina. As imagens foram analisadas por meio do software ImageLab 
2000 (Diracon Bio Informática Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil). Coloração Hematoxilina & 
Eosina (H&E), aumento 20x.  
 

 
(Fonte: Autoral). 

 

3.12 Análise imunohistoquímica dos tecidos periodontais e intestinais 

 

 As hemi-mandíbulas esquerdas e os tecidos intestinais (íleo, duodeno e jejuno) foram 

fixados em formol neutro a 10% por 48 horas. As hemi-mandíbulas foram descalcificadas por 

meio de solução de ácido etilenodiamino tetra-acético a 4% durante 90 dias. Todas as peças 

foram desidratadas em álcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina (Sigma-

Aldrich, Merck, San Luis, MO, EUA). Foram realizados, então, cortes seriados com 4 µm de 

espessura. A recuperação antigênica foi realizada através da imersão das lâminas histológicas 

em tampão Diva Decloaker (Biocare Medical, Inc., Concord, CA, EUA), em câmara 

pressurizada (Decloaking Chamber, Biocare Medical, Inc., Concord, CA, EUA), a 95°C, por 

10 minutos. Entre cada uma das etapas da reação imunohistoquímica, foram feitas lavagens em 

tampão fosfato salino (PBS) 0,1M - pH 7,4. As secções histológicas foram imersas em 3% de 

peróxido de hidrogênio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino por 12 horas, para bloqueio 

da peroxidase endógena e dos sítios inespecíficos (DE OLIVEIRA et al., 2016). As lâminas 

histológicas contendo as amostras de tecido periodontal e de tecido intestinal de todos os grupos 

experimentais foram divididas em lotes e incubadas com anticorpos primários para 
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identificação de fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP - Rabbit Polyclonal Antibody, 

PA5116970, Thermo Scientific, MA, EUA), osteoprotegerina (OPG - Rabbit anti-OPG - 

SC11383; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e ligante do receptor do ativador do fator 

nuclear kappa B (RANKL - Goat anti-RANKL - SC7627; Santa Cruz Biotechnology, CA, 

EUA), nos tecidos periodontais, além de E-caderina (E-cadherin Rabbit Polyclonal Antibody, 

Invitrogen - PA5-32178, Thermo Scientific, MA, EUA) e Claudina-1 (Claudin 1 Rabbit 

polyclonal antibody - Product 71-7800, Thermo Scientific, MA, EUA ), nos tecidos intestinais.  

 As secções histológicas foram analisadas qualitativamente e quantitativamente sob 

microscópio óptico de campo claro (AxioLab, Carl Zeiss, Alemanha) por examinador 

experiente, calibrado e que desconhecia os grupos experimentais do estudo. A expressão 

tecidual dos anticorpos primários estudados foi classificada segundo a presença ou ausência de 

imunorreação. A imunomarcação positiva foi considerada como um precipitado de coloração 

acastanhada nas células e/ou matriz extracelular.  

Para os tecidos periodontais, foram analisadas três regiões:  
 

1 – Região mesial do 1º molar inferior; 

2 – Região interproximal entre o 1º e 2º molares inferiores; 

3 – Região de bifurcação do 1º molar inferior. 
 

Na análise dos tecidos periodontais, foi realizada uma análise semi-quantitativa do 

padrão de imunomarcação nas três regiões, em um aumento de 400x, sendo considerados os 

seguintes escores (OLIVEIRA et al., 2017):  
 

0 – Padrão nulo de imunomarcação nas três regiões;  

1 – Baixo padrão de imunomarcação (até um terço das áreas analisadas apresentando 

imunoreatividade);  

2 – Moderado padrão de imunomarcação (aproximadamente dois terços das áreas 

analisadas apresentado imunoreatividade);  

3 – Alto padrão de imunomarcação (quase toda a extensão das áreas analisadas 

apresentando imunoreatividade).  
 

O grupo controle foi empregado como ponto de referência para se definir o padrão basal 

de imunoreatividade, a partir do qual os escores foram atribuídos aos demais grupos 

experimentais.  
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Na análise dos tecidos intestinais, foram consideradas duas regiões:  

 

1 – Epitélio e tecido conjuntivo intestinal das vilosidades; 

2 – Criptas de Lieberkühn (glândulas intestinais). 

 

Foi realizada uma análise semi-quantitativa do padrão de imunomarcação nas duas 

regiões, em um aumento de 400x, sendo considerados os seguintes escores: 

 

0 – Padrão nulo de imunomarcação nas duas regiões;  

1 – Baixo padrão de imunomarcação (até um terço das áreas analisadas apresentando 

imunoreatividade);  

2 – Moderado padrão de imunomarcação (aproximadamente dois terços das áreas 

analisadas apresentado imunoreatividade);  

3 – Alto padrão de imunomarcação (quase toda a extensão das áreas analisadas 

apresentando imunoreatividade).  

 

3.13 Análise imunoenzimática (ELISA) da concentração sanguínea de estradiol 

 

Amostras de sangue foram coletadas por meio de punção cardíaca no momento da 

eutanásia e acondicionadas em tubos de centrifugação. As amostras foram centrifugadas e 

amostras séricas separadas para a realização dos imunoensaios para detecção e quantificação 

dos níveis de B-estradiol utilizando um kit comercialmente disponível (Rat estradiol, E2 Elisa 

Kit, MBS774596, MyBioSource, San Diego, CA, EUA). Para tanto, uma matriz foi utilizada 

para ajuste na curva padrão e controles, seguindo a metodologia descrita pelo kit. A leitura 

colorimétrica foi realizada através de um espectrofotômetro a 450 nm (TP-Reader, 

ThermoPlate®, São Paulo, SP, Brasil) e os valores foram expressos em pg/mL. 

Foi determinado o valor de proteína total de cada amostra por meio de kits 

comercialmente disponíveis (DCTM Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc., Berkeley, CA, 

EUA), conforme instruções do fabricante. A leitura colorimétrica foi realizada através de um 

espectrofotômetro a 450 nm (TP-Reader, ThermoPlate®, São Paulo, SP, Brasil) e os valores 

foram expressos em ng/dL. Esses valores foram utilizados para normalização dos dados. 
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3.14 Análise estatística dos dados obtidos 

 

Todas as medidas foram realizadas por um examinador calibrado. Para calibração do 

examinador um terço da amostra foi avaliada sem identificação em dois períodos com um 

intervalo de 48 horas. O nível de concordância e índice Kappa foi calculado para determinar a 

reprodutibilidade do examinador nas duas avaliações realizadas. Para dados envolvendo 

escores, os valores de CCI (coeficiente de correlação intraclasse) maiores que 90% foram 

considerados para assegurar a calibração do examinador. Para dados contínuos, a 

confiabilidade foi assegurada por meio do desvio padrão das medidas duplicadas, com 

intervalo de confiança de 95% (HEFTI; PRESHAW, 2012; HILL et al., 2006).  

Foi verificada a normalidade e homocedasticidade dos dados obtidos. A normalidade 

dos dados foi verificada por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Para 

todas as análises estatísticas foi utilizado um nível de significância de 5%. As comparações 

intergrupos foram realizadas por meio de Análise de variâncias (ANOVA) seguida de teste 

post hoc de Tukey (p < 0,05) para dados considerados normais, ou Kruskal-Wallis seguido de 

teste post hoc de Dunn (p < 0,05) para dados que não atingiram uma distribuição normal. 

Valores de P entre 0,05 e 0,1 foram considerados como indicativos de tendência. Todos os 

cálculos foram realizados pelo software GraphPad Prism 8.1.1 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Exame do Ciclo Estral  

 

As análises do líquido vaginal coletado na semana anterior ao procedimento de 

ovariectomia demonstraram variações entre as fases estro, metaestro, diestro e proestro em 

todos os animais, confirmando a periodicidade do ciclo estral. As análises do líquido vaginal 

coletado duas semanas após o procedimento da ovariectomia demonstraram que todos os 

animais se mantiveram permanentemente na fase diestro.  

 

4.2 Avaliação óssea alveolar em microtomografia computadorizada (micro-CT) 

 

A média e desvio-padrão da POA para os grupos avaliados estão representadas na Figura 

8. O grupo DP-OVX apresentou maior POA em relação ao grupo controle (C-OVX) (p < 0,05). 

Não foram observadas diferenças significativas na POA entre os grupos DP-OVX, DP-OVX-

HN019 e DP-OVX-LC01 (p > 0,05). Imagens representativas das reconstruções tridimensionais 

renderizadas das secções microtomográficas das hemi-mandíbulas direitas dos animais podem 

ser observadas na Figura 9. 

 
Figura 8 – Médias e desvio-padrão da perda óssea alveolar (POA), em micrômetros (µm), para os 
grupos avaliados. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn, 
p < 0,05).  
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Figura 9 - Imagens representativas das reconstruções tridimensionais renderizadas das secções 
microtomográficas das hemi-mandíbulas direitas dos animais dos grupos C-OVX (A, B), C-OVX-
HN019 (C, D), C-OVX-LC01 (E, F), DP-OVX (G, H), DP-OVX-HN019 (I, J) e DP-OVX-LC01 (K, 
L). Vista da superfície vestibular externa (A, C, E, G, I e K). Secção sagital da superfície interna (B, D, 
F, H, J e L). Imagens obtidas por meio do software CTVox (versão 3.1.0, Bruker, Kontich, Bélgica). 
Tamanho do pixel = 7,96 µm. 
 

 
(Fonte: Autoral). 
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Os resultados das análises dos parâmetros volumétricos podem ser observados nas 

Figuras 10-15. Na Figura 10, estão representadas a média e desvio-padrão dos resultados da 

porcentagem de volume ósseo (BV/TV) para os grupos avaliados. O grupo DP-OVX apresentou 

menor BV/TV em relação ao grupo C-OVX (p < 0,05). Os grupos DP-OVX-LC-01 e C-OVX-

LC01 apresentaram maior BV/TV quando comparados aos grupos DP-OVX e C-OVX, 

respectivamente (p < 0,05). Não foram observadas diferenças significativas no BV/TV entre os 

grupos DP-OVX e DP-OVX-HN019, bem como entre os grupos C-OVX e C-OVX-HN019 (p 

> 0,05). 

 
Figura 10 – Médias e desvio-padrão da porcentagem de volume ósseo (BV/TV) para os grupos 
avaliados. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
 

 

 

Na Figura 11, podem ser observados os dados da porcentagem de porosidade óssea total 

(Po.Tot) para os grupos avaliados. Foi observado um aumento significante na Po.Tot para o 

grupo com doença periodontal induzida (DP-OVX), em comparação com o grupo sem a doença 

(C-OVX) (p < 0,05). O grupo DP-OVX-LC01 apresentou menor Po.Tot em comparação com 

o grupo DP-OVX (p < 0,05). Foi observada uma redução significativa na porcentagem de 

Po.Tot no grupo C-OVX-LC01 quando comparado com o grupo controle (C-OVX) (p < 0,05). 

Não foram observadas diferenças significativas em Po.Tot entre os grupos DP-OVX e DP-
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OVX-HN019, bem como entre os grupos C-OVX e C-OVX-HN019. O grupo DP-OVX-LC01 

apresentou menor Po.Tot quando comparado ao grupo DP-OVX-HN019 (p < 0,05). 

 
Figura 11 – Médias e desvio-padrão dos dados de porosidade óssea total (Po.Tot) dos grupos avaliados. 
* = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
 

 

 

Na Figura 12, podem ser observados os dados de número de trabéculas ósseas (Tb.N). 

O Tb.N foi significativamente reduzido para o grupo no qual a doença periodontal foi induzida 

(DP-OVX), em relação ao grupo sem a doença (C-OVX) (p < 0,05). Os grupos DP-OVX-

HN019 e DP-OVX-LC01 apresentaram aumento significante no Tb.N quando comparados ao 

grupo DP-OVX (p < 0,05). Os grupos C-OVX-HN019 e C-OVX-LC01 apresentarem valores 

de Tb.N semelhantes àqueles do grupo C-OVX (p > 0,05). Não foi observada diferença 

estatística no Tb.N entre os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01 (p > 0,05).  
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Figura 12 – Médias e desvio-padrão do número de trabéculas ósseas (Tb.N), em mm-1, entre os grupos 
experimentais. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
 

 

 

Os dados de espaçamento entre as trabéculas ósseas (Tb.Sp) podem ser observados na 

Figura 13. O grupo DP-OVX apresentou maior Tb.Sp em relação ao grupo C-OVX (p < 0,05). 

Os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01apresentaram diminuição significativa no Tb.Sp 

quando comparados ao grupo DP-OVX (p < 0,05). O grupo C-OVX-LC01 apresentou menor 

Tb.Sp quando comparado ao grupo C-OVX (p < 0,05). Não foi observada diferença estatística 

no Tb.Sp entre os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01) (p > 0,05).  
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Figura 13 – Médias e desvio padrão do espaçamento entre as trabéculas ósseas (Tb.Sp), em mm-1, para 
os grupos avaliados. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p 
< 0,05). 
 

 

 

Na Figura 14 são apresentados os dados de espessura trabecular (Tb.Th) para os grupos 

avaliados. O grupo DP-OVX apresentou menor Tb.Th em relação ao grupo C-OVX (p < 0,05). 

O grupo DP-OVX-LC01apresentou aumento significativo nos valores de Tb.Th quando 

comparado ao grupo DP-OVX (p < 0,05).  
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Figura 14 – Médias e desvio padrão dos dados de espessura trabecular (Tb.Sp), em mm-1, para os grupos 
experimentais. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
 

  

 

Na Figura 15, podem ser observados os dados de densidade de conectividade 

(Conn.Dn). O grupo DP-OVX apresentou menores valores de Conn.Dn em relação ao grupo 

C-OVX (p < 0,05). Os grupos DP-HN019 e DP-OVX-LC01 apresentaram maior Conn.Dn do 

que o grupo DP-OVX (p < 0,05). Um maior valor de Conn.Dn também foi observado no grupo 

C-OVX-LC01 quando comparado ao grupo C-OVX (p < 0,05). Não houve diferença estatística 

na Conn.Dn entre os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01 (p > 0,05).  
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Figura 15 – Médias e desvio padrão dos dados de densidade de conectividade (Conn.Dn), em 1/mm3, 
para os grupos avaliados. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, 
Tukey, p < 0,05). 
 

   

 

4.3 Análise histomorfométrica e histopatológica dos tecidos periodontais 

 

Na Figura 16, são apresentados os dados da perda óssea e a perda de inserção conjuntiva 

para os grupos avaliados. O grupo que teve a doença periodontal induzida (DP-OVX) 

apresentou aumento da perda óssea e de inserção conjuntiva em comparação com o controle 

(C-OVX) (p < 0,05). O grupo DP-OVX-LC01 apresentou menor perda óssea quando 

comparado ao grupo DP-OVX (p < 0,05). Os grupos C-OVX-HN019 e C-OVX-LC01 

apresentaram menor perda óssea quando comparados ao grupo C-OVX (p < 0,05).  
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Figura 16 – (A) Médias e desvio-padrão da área de perda óssea, em micrômetros (µm2), na região de 
bifurcação dos primeiros molares; (B) Médias e desvio-padrão da perda de inserção conjuntiva, em 
micrômetros (µm), na região interproximal entre o primeiro e segundo molares. (A) * = Diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). (B) * = Diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn, p < 0,05). 
 

  

 

Nas Figuras 17 e 18, são apresentados cortes histológicos representativos dos grupos 

avaliados. O grupo controle C-OVX apresentou ligamento periodontal dentro dos padrões de 

normalidade, com grande quantidade de fibroblastos, vasos sanguíneos e um leve infiltrado 

inflamatório, decorrente da osteoporose. As fibras colágenas encontravam-se interpostas e 

estavam inseridas no cemento e osso alveolar. O tecido ósseo na região de bifurcação 

apresentou crista levemente irregular com discreta aposição de osteoblastos. Na região 

interproximal, entre o 1o e 2o molar, foram observados epitélios juncional e sulcular íntegros.  

Os grupos controles tratados com os probióticos, C-OVX-HN019 e C-OVX-LC01, 

apresentaram ligamento periodontal dentro dos padrões de normalidade, com grande 

quantidade de fibroblastos, vasos sanguíneos e discreto infiltrado inflamatório. As fibras 

colágenas encontravam-se interpostas e estavam inseridas no cemento e osso alveolar. O tecido 

ósseo na região de bifurcação, rico em osteócitos, apresentou crista regular com aposição de 

osteoblastos (Figura 17). Na região interproximal, entre o 1o e 2o molar, foram observados 

epitélios juncional e sulcular íntegros (Figura 18).  

O grupo DP-OVX, com doença periodontal induzida e não tratado com nenhuma cepa 

probiótica, apresentou tecido conjuntivo com poucos fibroblastos, fibras colágenas 

desorganizadas e desconexas com a alta presença de edema intersticial e extenso infiltrado 

inflamatório crônico. Em algumas regiões, o tecido conjuntivo apresentou intenso infiltrado 

inflamatório com predominância de neutrófilos. O tecido ósseo e cemento radicular na região 
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de bifurcação apresentaram contorno irregular e áreas de reabsorção ativa (Figura 17). Na 

região interproximal, entre o 1o e 2o molares, foi observados danos estruturais no epitélio 

sulcular e migração apical do epitélio juncional (Figura 18).  

Os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01, com doença periodontal induzida e 

tratados com os probióticos avaliados no estudo, quando comparados ao grupo com doença 

periodontal não tratado (DP-OVX), apresentaram tecido conjuntivo com maior quantidade de 

fibroblastos, menor presença de edema intersticial, menor infiltrado inflamatório e fibras 

colágenas mais organizadas e interpostas entre o osso alveolar e o cemento, sendo essas 

características mais evidentes no grupo DP-OVX-LC01. O tecido ósseo na região de bifurcação 

apresentou contorno regular e arquitetura em platô decorrente do processo de reabsorção óssea. 

Uma menor atividade de reabsorção foi observada no grupo DP-OVX-LC01 quando 

comparado ao grupo DP-OVX-HN019. O cemento radicular apresentou contorno regular e 

ausência de áreas de reabsorção (Figura 17). Na região interproximal, entre o 1o e 2o molares, 

foram observados menores danos estruturais no epitélio sulcular e menor deslocamento apical 

do epitélio juncional.  

Imagens histológicas representativas dos tecidos periodontais de todos os grupos 

experimentais podem ser visualizadas nas Figuras 17 e 18.  
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Figura 17 - Tecidos periodontais na região de bifurcação do 1o molar inferior dos grupos C-OVX (A, 
B, C), C-OVX-HN019 (D, E, F), C-OVX-LC01 (G, H, I), DP-OVX (J, K, L), DP-OVX-HN019 (M, 
N, O) e DP-OVX-LC01 (P, Q, R). Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 1,6x (A, D, 
G, J, M, P); 10x (B, E, H, K, N, Q); 20x (C, F, I, L, O, R). OA = osso alveolar; LP = ligamento 
periodontal; TC = tecido conjuntivo. 
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Figura 18 - Tecidos periodontais da região interproximal entre o 1º e 2º molar inferior dos animais dos 
grupos C-OVX (A), C-OVX-HN019 (B), C-OVX-LC01 (C), DP-OVX (D), DP-OVX-HN019 (E) e DP-
OVX-LC01 (F). Ampliação original = 10x. PMI = primeiro molar inferior; SMI = segundo molar 
inferior; Seta branca = junção cimento-esmalte; Seta preta = inserção conjuntiva. 
 

 

 
 

4.4 Análise histomorfométrica e histopatológica dos tecidos intestinais 

 

Na Figura 19 A e B, são apresentados os dados da média e desvio-padrão da altura de 

vilosidade e profundidade de cripta intestinais para os grupos avaliados. O grupo que teve a 

doença periodontal induzida (DP-OVX) não apresentou uma alteração na altura de vilosidades 

e profundidade de criptas em comparação com o controle (C-OVX) (p > 0,05). O grupo DP-

OVX-LC01 apresentou maior altura das vilosidades intestinais quando comparado ao grupo 

DP-OVX (p < 0,05). O grupo C-OVX-LC01 apresentou maior altura de vilosidades e 

profundidade de criptas quando comparado ao grupo C-OVX (p < 0,05).  
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Figura 19 - Médias e desvio-padrão da (A) altura de vilosidade no intestino delgado, em milímetros; 
(B) profundidade de cripta, em milímetros no intestino delgado. * = Diferenças estatisticamente 
significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
 
 

 
 

Na Figura 20 (A-L) são apresentados cortes histológicos representativos do tecido 

intestinal dos grupos avaliados. Na análise histopatológica, observou-se estrutura intestinal 

normal nos grupos C-OVX-HN019 e C-OVX-LC01, caracterizada por camada mucosa 

apresentando vilosidades recobertas por epitélio cilíndrico simples, células calciformes e cripta 

de Lieberkühn. Nos grupos C-OVX-HN019 e C-OVX-LC01, a cripta de Lieberkühn e as 

vilosidades desenvolveram-se e apresentaram maior número de células calciformes quando 

comparadas aos demais grupos (Figura 20 C-F). Os animais do grupo DP-OVX apresentaram 

defeitos de vilosidades, estratificação epitelial, degeneração da lâmina basal e infiltração de 

neutrófilos no intestino delgado (Figura 20 G-H). Os animais C-OVX apresentaram defeitos de 

vilosidades, estratificação epitelial e leve infiltrado de neutrófilos (Figura 20 A-B). O grupo 

DP-OVX-LC01 apresentou um aumento na altura das vilosidades em comparação com o grupo 

DP-OVX (Figura 20 G, H e K, L). Já o grupo DP-OVX-HN019 não apresentou alteração 

significativa em relação ao grupo DP-OVX (Figura 20 G, H e I, J).  

  



66  Resultados 

 

Figura 20 - Tecidos intestinais da região do jejuno dos animais. Grupos: C-OVX (A, B), C-OVX-
HN019 (C, D), C-OVX-LC01 (E, F), DP-OVX (G, H), DP-OVX-HN019 (I, J) e DP-OVX-LC01 (K, 
L). Coloração: Hematoxilina e Eosina. Aumento original = 10 x (A, C, E, G, I, K); 20x (B, D, F, H, J, 
L). VH= Altura da Vilosidade; CL= Cripta de Lieberkühn.  As setas demonstram as criptas e glândulas. 
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4.5 Análise imunohistoquímica dos tecidos periodontais  

 

As médias e desvios-padrão da expressão dos marcadores RANKL, OPG, TRAP e da 

razão RANKL/OPG estão representadas na Figura 21 A-D. Os resultados imunohistoquímicos 

mostraram que a doença periodontal (DP-OVX) aumentou significativamente a expressão de 

RANKL, TRAP e da razão RANKL/OPG, em comparação com o grupo controle (C-OVX) (p 

< 0,05). Os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01apresentaram menor expressão de 

TRAP e menor razão RANKL/OPG quando comparados ao grupo DP-OVX) (p < 0,05). O 

grupo DP-OVX-LC01 também apresentou maior expressão de OPG quando comparado ao 

grupo DP-OVX (p < 0,05). O grupo C-OVX-LC01 apresentou maior expressão de OPG e 

menor razão RANKL/OPG quando comparado ao grupo C-OVX (p < 0,05). Não houve 

diferença estatística significativa entre os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01 para 

todos os parâmetros investigados (p > 0,05).  
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Figura 21 – Médias e desvio-padrão dos escores para imunomarcação de (A) RANKL, (B) OPG, (C) 
RANKL/OPG e (D) TRAP. * = Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos (Kruskal-
Wallis, Dunn, p < 0,05). 

 

Nas Figuras 22 a 24 são apresentadas fotomicrografias representativas da 

imunomarcação nos tecidos periodontais avaliados na região de bifurcação do primeiro molar. 

A imunomarcação de RANKL e OPG foi predominantemente expressa em fibroblastos do 

tecido conjuntivo e do ligamento periodontal adjacente ao osso alveolar. A imunomarcação de 

TRAP foi observada em células precursoras de osteoclastos, assim como em osteoclastos 

maduros aderidos e não aderidos. A imunomarcação para RANKL foi maior no tecido 

conjuntivo nos grupos nos quais a doença periodontal foi induzida, em comparação com o grupo 

controle. Para o marcador OPG, houve uma maior imunomarcação no grupo C-OVX-LC01. O 

padrão de imunomarcação para TRAP mostrou uma maior expressão de osteoclastos 

multinucleados com expressão positiva para TRAP para o grupo com indução da doença 

periodontal.  
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Figura 22 - Padrão de imunomarcação para RANKL na região de bifurcação do primeiro molar.  (a – 
f) Fotomicrografias evidenciando a imunomarcação para RANKL nos grupos C-OVX (a), C-OVX-
HN019 (b), C-OVX-LC01 (c), DP-OVX (d), DP-OVX-HN019 (e), DP-OVX-LC01 (f). Abreviações: 
lp, ligamento periodontal; ao, osso alveolar; tc, tecido conjuntivo. Aumento original: 1000x. Barras de 
escala: 30µm. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 23 - Padrão de imunomarcação para OPG na região de bifurcação do primeiro molar.  (a – f) 
Fotomicrografias evidenciando a imunomarcação para OPG nos grupos C-OVX (a), C-OVX-HN019 
(b), C-OVX-LC01 (c), DP-OVX (d), DP-OVX-HN019 (e), DP-OVX-LC01 (f). Abreviações: lp, 
ligamento periodontal; ao, osso alveolar; tc, tecido conjuntivo. Aumento original: 1000x. Barras de 
escala: 30µm. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 24 - Padrão de imunomarcação para TRAP na região de bifurcação do primeiro molar.  (a – f) 
Fotomicrografias evidenciando a imunomarcação para TRAP nos grupos C-OVX (a), C-OVX-HN019 
(b), C-OVX-LC01 (c), DP-OVX (d), DP-OVX-HN019 (e), DP-OVX-LC01 (f). Abreviações: ao, osso 
alveolar; setas pretas, osteoclastos. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 30µm. Contra-coloração: 
Hematoxilina de Harris. 
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4.6 Análise imunohistoquímica para E-caderina e Claudina-1 no intestino 
 

A média e desvio-padrão da expressão de proteínas de junção epitelial (E-caderina e 

Claudina-1) nos tecidos intestinais está representada na Figura 25 A e B. A imunomarcação no 

tecido intestinal demonstrou uma significativa menor quantidade de proteínas de junção (E-

caderina e Claudina-1) nos grupos sem administração de probióticos (C-OVX e DP-OVX) (p 

< 0,05). Uma maior expressão de E-caderina e Claudina-1 foi encontrada nos grupos que 

tiveram administração de probióticos (C-OVX-HN019, C-OVX-LC01, DP-OVX-LC01 e DP-

OVX-LC01), quando comparados aos grupos sem probióticos (C-OVX e DP-OVX) (p < 0,05). 

Não houve diferença estatística entre as cepas probióticas, tanto para o grupo controle (C-OVX-

HN019 e C-OVX-LC01) quanto para o grupo com doença periodontal induzida (DP-OVX-

HN019 e DP-OVX-LC01) (p > 0,05). 

 
Figura 25 – Médias e desvio-padrão dos escores para imunomarcação de (A) E-caderina e (B) Claudina-
1. Símbolos diferentes representam diferenças significativas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn, p 
< 0,05). 
 

   
 

Nas Figuras 26 e 27 são apresentadas fotomicrografias representativas da 

imunomarcação para E-caderina e Claudina-1 nas vilosidades e nas criptas intestinais. A 

imunomarcação para E-caderina e Claudina-1 foi predominantemente expressa no epitélio 

juncional intestinal e nas glândulas intestinais, com intensidade mais evidente para os grupos 

nos quais houve a suplementação com probióticos.  
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Figura 26 - Padrão de imunomarcação para E-caderina no intestino.  (a – l) Fotomicrografias 
evidenciando a imunomarcação para E-caderina no epitélio intestinal (a – c e g – i) e nas glândulas 
intestinais (d – f e j – l) nos grupos C-OVX (a, d), C-OVX-HN019 (b, e), C-OVX-LC01 (c, f), DP-
OVX (g, j), DP-OVX-HN019 (h, k), DP-OVX-LC01 (i, l). Abreviações: *, luz intestinal; ep, epitélio 
intestinal; gl, glândulas intestinais; tc, tecido conjuntivo. Aumento original: a – c e g – h, 2000x; d – f 
e j – l, 1000x. Barras de escala: a – c e g – h, 30µm; d – f e j – l, 50µm. Contra-coloração: Hematoxilina 
de Harris. 
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Figura 27 - Padrão de imunomarcação para Claudina-1 no intestino.  (a – l) Fotomicrografias 
evidenciando a imunomarcação para Claudina-1 no epitélio intestinal (a – c e g – i) e nas glândulas 
intestinais (d – f e j – l) nos grupos C-OVX (a, d), C-OVX-HN019 (b, e), C-OVX-LC01 (c, f), DP-
OVX (g, j), DP-OVX-HN019 (h, k), DP-OVX-LC01 (i, l). Abreviações: *, luz intestinal; ep, epitélio 
intestinal; gl, glândulas intestinais; tc, tecido conjuntivo. Aumento original: a – c e g – h, 2000x; d – f 
e j – l, 1000x. Barras de escala: a – c e g – h, 30µm; d – f e j – l, 50µm. Contra-coloração: Hematoxilina 
de Harris. 
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4.7 Análise imunoenzimática (ELISA) da concentração sanguínea de estradiol 

 

Na Figura 28, são apresentados os dados da média e desvio-padrão dos níveis 

sanguíneos de estradiol para os grupos avaliados. Os resultados demonstraram que a doença 

periodontal (DP-OVX) reduziu significativamente os níveis de estradiol em comparação com 

o grupo controle (C-OVX) (p < 0,05). Os grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01 

apresentaram maiores níveis de estradiol quando comparados ao grupo DP-OVX (p < 0,05). Os 

grupos C-OVX-LC01 e C-OVX-HN019 também apresentaram maiores níveis de estradiol 

quando comparados ao grupo C-OVX (p < 0,05). Não houve diferença estatística entre os 

grupos DP-OVX-HN019 e DP-OVX-LC01para os níveis de estradiol (p > 0,05).  

 
Figura 28 - Médias e desvio-padrão dos níveis sanguíneos de estradiol (pg/mL). * = Diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA, Tukey, p < 0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Este estudo avaliou o efeito de dois agentes probióticos, Bifidobacterium animalis subs. 

lactis HN019 (B. lactis HN019) e Lacticaseibacillus casei 01 (L. casei 01), na periodontite 

experimental em ratas com osteoporose induzida por meio de OVX. Os resultados, de forma 

geral, demonstraram que a terapia probiótica melhorou a arquitetura do osso alveolar e reduziu 

a destruição tecidual decorrente da periodontite experimental, além de melhorar a 

permeabilidade intestinal e níveis de estradiol. O modelo de OVX em ratas é aprovado como 

modelo pré-clínico pela Food and Drug Administration (FDA) para o estudo da osteoporose 

(como consequência da diminuição da produção endógena do estrogênio pelos ovários) e de 

potenciais intervenções capazes de preservar o metabolismo ósseo na pós-menopausa. A 

ovariectomia promove efeito deletérios sistêmicos (redução da permeabilidade intestinal e 

baixo níveis de estradiol) e locais (perda de osso alveolar) (ANBINDER et al., 2016; COLLINS 

et al., 2017; LIU et al., 2015; TANAKA et al., 2002). As alterações induzidas pela OVX neste 

modelo pré-clínico são detectadas por histomorfometria tradicional, tomografia 

computadorizada quantitativa periférica (pQCT) e microtomografia computadorizada (micro-

CT) (JOHNSTON; WARD, 2015). Neste estudo, a terapia probiótica foi iniciada dois meses (8 

semanas) após a OVX, ou seja, já em situações adversas de metabolismo ósseo e deficiência de 

estrogênio. Considerando a expectativa de vida dos ratos, as 5 semanas que se passaram desde 

a OVX correspondem a mudanças que ocorrem em mulheres por cerca de 3 anos em condições 

de deficiência de estrogênio (QUINN, 2005; SENGUPTA, 2013).  

A depleção de estrógeno resulta em aumento da perda óssea em várias partes do corpo, 

incluindo o osso alveolar. Os estudos evidenciam que a osteoporose aumenta significativamente 

a perda óssea alveolar, mesmo em condições de saúde periodontal (JEFFCOAT et al., 2000). 

Alguns estudos relataram mudanças na estrutura óssea alveolar (AMMANN, 2007; TANAKA 

et al., 2002; MAVROPOULOS; RIZZOLI; YANG et al., 2007), e outros relataram reduções 

significativas na densidade mineral óssea do osso alveolar (JIANG; MATSUMOTO; FUJII, 

2003; KURODA et al., 2003). No presente estudo, pode-se inferir que a osteoporose, de fato, 

reduziu o volume do osso alveolar nos animais do grupo sem periodontite experimental. Os 

animais dos grupos C-OVX e C-OVX-HN019 apresentaram volume ósseo médio na região de 

bifurcação do 1o molar inferior bastante reduzido quando comparado àquele reportado por 

Oliveira et al. (2017) em animais sistemicamente saudáveis. Enquanto no presente estudo o 

volume ósseo médio desses grupos foi aproximadamente 50%, no estudo de Oliveira et al. 

(2017) o volume médio dos grupos sem doença periodontal foi próximo de 70%.  
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A periodontite é uma doença multifatorial e certas condições sistêmicas, como a 

osteoporose, são considerados fatores adicionais que aumentam o risco dessa doença. Embora 

a osteoporose não seja a causa primária, ela tem um impacto significativo na periodontite, 

afetando o tecido ósseo alveolar e trabecular. É importante levar em consideração a 

vulnerabilidade individual à periodontite. Quando combinada com a presença da osteoporose, 

essa condição pode deixar um hospedeiro ainda mais suscetível a uma inflamação periodontal 

não controlada e a um estado de fragilidade (GARCIA; HENSHAW; KRALL, 2001). Estudos 

na literatura também indicam fortemente que a osteoporose pode acentuar a perda óssea 

resultante da periodontite (AMADEI et al., 2011; DUARTE et al., 2006; GOMES-FILHO et 

al., 2007; REINHARDT et al., 1999; XU et al., 2015). O presente estudo mostrou que a 

osteoporose, em combinação com a periodontite, resulta em efeitos adicionais negativos nos 

parâmetros ósseos alveolares, conforme evidenciado pela comparação volumétrica entre o 

grupo DP-OVX e o C-OVX. Embora este estudo não tenha avaliado especificamente a indução 

da periodontite em condições normosistêmicas, a comparação dos resultados com um estudo 

prévio conduzido pelo nosso grupo de pesquisa revelou uma redução de cerca de 50% no 

volume ósseo e um aumento na porosidade óssea (Po.Tot) (OLIVEIRA et al., 2023). Esses 

achados, portanto, confirmam as evidências da literatura que sugerem que a osteoporose exerce 

um efeito complementar a periodontite.   

Por outro lado, a periodontite tem sido demonstrada como agravante dos efeitos 

sistêmicos da osteoporose (ANBINDER et al., 2016). Maior perda óssea femoral e mandibular 

foram observadas em animais submetidos à periodontite experimental e OVX quando 

comparados àqueles submetidos a ambas as condições isoladamente (ANBINDER et al., 2016). 

No presente estudo, observou-se uma redução significativa nos níveis de estradiol no grupo 

DP-OVX em comparação com o grupo controle C-OVX. Então, pode-se constatar que a 

indução de periodontite intensificou ainda mais a depleção de estrogênio em ratas submetidas 

à OVX, promovendo efeitos adversos na microarquitetura óssea. Esses efeitos foram 

claramente demonstrados nas avaliações imunohistoquímicas de marcadores da remodelação 

óssea. O grupo DP-OVX, com níveis mais baixos de estradiol do que o grupo C-OVX, também 

apresentou maior expressão de TRAP e RANKL, bem como uma maior razão RANKL/OPG 

quando comparado ao grupo C-OVX.  

A periodontite isoladamente também tem se mostrado capaz de alterar a morfologia 

intestinal (MESSORA et al., 2013; MOREIRA et al., 2023). No presente estudo, embora tenha 

sido observado, na análise histopatológica do intestino, menores alturas de vilosidades e 

profundidade de criptas no grupo DP-OVX quando comparado ao grupo C-OVX, essa diferença 
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não foi estatisticamente significante. É possível que a osteoporose tenha impactado nos 

resultados observados. A osteoporose por si só pode afetar diversos parâmetros intestinais, 

como já demonstrado na literatura (LYU et al., 2023). Assim, é possível que as alterações 

intestinais promovidas pela OVX no grupo C-OVX tenham reduzido a possibilidade de 

detecção significativa de diferenças nos parâmetros intestinais desse grupo quando comparado 

ao grupo DP-OVX.  

No presente estudo, foi possível avaliar o efeito da terapia probiótica em animais com 

osteoporose isoladamente, sobretudo no osso alveolar. A suplementação nutricional com 

probióticos tem sido estudada para modular a microbiota intestinal e o sistema imunológico 

(HSU; PACIFICI, 2018; LI et al., 2016; TEUGHELS et al., 2013). Probióticos têm sido 

avaliados com sucesso em diversas condições, incluindo distúrbios gastrointestinais (RITCHIE; 

ROMANUK, 2012), condições relacionadas ao sistema imunológico (BAKHSHANDEH, 

2023; CARDOSO et al., 2020), doenças metabólicas (MOREIRA et al., 2023) e patologias 

orais, como a doença periodontal (MESSORA et al. 2013). A literatura indica que probióticos 

podem prevenir a perda de massa óssea associada à depleção de estrogênio (BRITTON et al., 

2014; OHLSSON et al., 2014; PARVANEH et al., 2014). Além disso, eles estão envolvidos na 

regulação de proteínas de junção na camada epitelial intestinal, reduzindo a permeabilidade 

intestinal e a inflamação (LI et al., 2016). Este estudo foi o primeiro a comparar os efeitos 

decorrente da administração de duas cepas probióticas diferentes, B. lactis HN019 e L. casei 

01, no osso alveolar em animais com osteoporose experimental. A cepa L. casei 01 

proporcionou maior efetividade para redução dos danos locais e sistêmicos da osteoporose. 

Considerando os grupos sem periodontite experimental, apenas o grupo C-OVX-LC01 

apresentou maiores valores de BV/TV e Conn.Dn, bem como menores valores de Po.Tot e 

Tb.Sp na análises microtomográficas do osso alveolar quando comparado ao grupo C-OVX, o 

que sugere um efeito protetor da terapia probiótica na perda de osso alveolar e na preservação 

da microarquitetura óssea. Esse efeito protetor da terapia probiótica foi também atestado nas 

análises imunohistoquímicas dos tecidos periodontais que investigaram a expressão de 

marcadores da remodelação óssea. Observou-se uma expressão significativamente maior de 

OPG e uma redução na razão RANKL/OPG no grupo C-OVX-LC01 quando comparado ao 

grupo C-OVX. Sistemicamente, a suplementação com L. casei 01 alterou positivamente a 

morfologia intestinal, aumentando a altura das vilosidades e a profundidade das criptas de 

Lieberkühn. Por outro lado, resultados semelhantes não foram observados para o grupo C-

OVX-HN019, o que demonstra um efeito cepa-específico da terapia probiótica para mitigar os 

danos decorrentes da osteoporose experimental, sobretudo no osso alveolar. Esses achados 
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estão de acordo com estudos anteriores que investigaram os efeitos de várias cepas probióticas 

em ratas ovariectomizadas (CHEN et al., 2021; MONTAZERI-NAJAFABADY et al., 2018). 

Montazeri-Najafabady et al. (2018) investigaram os efeitos de cinco cepas probióticas 

diferentes em parâmetros ósseos do fêmur, da coluna e da tíbia de ratas ovariectomizadas. Os 

autores verificaram, dentre as cepas avaliadas, maior capacidade de L. acidophilus e L. casei 

na prevenção da perda óssea em ratas ovariectomizadas. Esses resultados são consistentes com 

as descobertas relatadas por Chen et al. (2021), nas quais uma cepa específica (Lactobacillus 

plantarum 30M5) apresentou um aumento mais pronunciado nos níveis de estradiol em 

comparação com a outra cepa testada (Bifidobacterium longum 15M1). 

O presente estudo demonstrou que, mesmo após a indução da periodontite, a terapia 

probiótica foi capaz de reduzir os efeitos prejudiciais sistêmicos da depleção nos níveis de 

estrogênio, corroborando com os resultados de JIA et al. (2022). Os probióticos administrados 

proporcionaram um aumento na expressão de proteínas de junção (E-caderina e Claudina-1), 

promovendo, possivelmente, uma redução da permeabilidade intestinal. Adicionalmente, os 

probióticos aumentaram significativamente os níveis de estradiol, os quais foram 

marcadamente reduzidos na presença da periodontite experimental. Esses achados revelam 

alguns mecanismos pelos quais se justificam os efeitos protetores da terapia probiótica na perda 

óssea alveolar. Os efeitos dos probióticos na camada epitelial do intestino delgado e na 

regulação das proteínas de junção que formam a camada epitelial intestinal são de grande 

relevância para o contexto terapêutico e preventivo da terapia probiótica na associação 

osteoporose-periodontite. Os resultados do presente estudo estão de acordo com aqueles 

relatados por Li et al. (2016). Os autores demonstraram que o tratamento de camundongos 

ovariectomizados com L. rhamnosus GG ou com um produto comercialmente disponível 

contendo oito cepas probióticas diferentes reduziu a perda óssea femoral induzida por OVX e 

proporcionou aumento da massa óssea. Esses efeitos correlacionaram-se com uma diminuição 

na permeabilidade e inflamação intestinais, bem como com uma redução dos níveis 

inflamatórios sistêmicos.  

A redução da permeabilidade intestinal proporcionada pelos probióticos resulta no 

fortalecimento da barreira intestinal. Uma barreira intestinal mais forte leva a uma menor 

apresentação de antígenos e a uma menor ativação de células imunes intestinais (HSU; 

PACIFICI, 2018). Dessa forma, estratégias terapêuticas tendo como alvo o ambiente intestinal, 

modulando aspectos imunoinflamatórios e microbiológicos desse ambiente, podem ser 

abordagens promissoras para o tratamento da periodontite e da osteoporose. A interação entre 

a microbiota intestinal e o sistema esquelético, incluindo a modulação das reações inflamatórias 
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induzidas pela deficiência de estrogênio, parece bem estabelecida (CASTANEDA et al., 2020; 

HSU; PACIFICI, 2018; IBAÑEZ et al., 2019; LI et al., 2016; LI et al., 2020; TU et al., 2021). 

Há um crescente corpo de dados demonstrando que a deficiência de estrogênio leva a alterações 

na microbiota intestinal, o que pode contribuir para o desenvolvimento de osteoporose 

(BEHERA et al., 2020; IBAÑEZ et al., 2019; LI et al., 2016; LI et al., 2020; TU et al., 2021; 

XU et al., 2017), e que a administração de probióticos pode exercer efeitos favoráveis, 

retardando o processo (BEHERA et al., 2020; BRITTON et al., 2014; DAR et al., 2018; LI et 

al., 2016; SAPRA et al., 2021; VIEIRA et al., 2017; XU et al., 2017). Da mesma forma, 

diversos estudos tem demonstrado que a periodontite está relacionada com alterações 

inflamatórias intestinais (BAO et al., 2022; KITAMOTO; KAMADA, 2022). A administração 

de probióticos pode reduzir as alterações intestinais (morfológicas, imunológicas e 

microbiológicas) e, consequentemente, as sequelas decorrentes da periodontite no osso alveolar 

(MESSORA et al., 2013; MOREIRA et al., 2023; RICOLDI et al., 2017).  

Os resultados deste estudo sugerem que o uso da terapia probiótica na osteoporose pode 

modificar a microarquitetura do osso alveolar e preservando-o dos danos decorrentes da 

osteoporose associada a periodontite e tornando-o mais resistente a desafios inflamatórios e 

microbiológicos. Estudos prévios já demonstraram que o uso de probióticos para o tratamento 

de ambas as condições, quando presentes isoladamente, proporcionou resultados promissores 

(OLIVEIRA et al., 2017; PARVANEH et al., 2015; RICOLDI et al., 2017). Apenas um estudo 

prévio, avaliou os efeitos de probióticos na associação periodontite-osteoporose. Em 2022, JIA 

et al. mostraram que a administração de uma combinação de cepas probióticas preveniu 

significativamente a reabsorção óssea periodontal em ratas submetidas à OVX, promovendo 

mudanças microbiológicas e imunológicas no ambiente intestinal. Contudo, não foi possível 

observar neste estudo a contribuição individual de cada cepa para os resultados observados. No 

presente estudo, uma comparação direta foi estabelecida na avaliação dos efeitos de duas cepas 

probióticas diferentes, utilizadas isoladamente, na associação osteoporose-periodontite. 

Resultados mais expressivos na prevenção de perda de osso alveolar foram encontrados para a 

cepa probiótica L. casei 01 quando comparada com B. lactis HN019. Considerando os grupos 

com periodontite e tratados com probióticos, apenas o grupo DP-OVX-LC01 apresentou 

significativamente maiores valores para BV/TV e Tb.Th, bem como menor Po.Tot quando 

comparado com o grupo DP-OVX. Os valores de Po.Tot no grupo DP-OVX-LC01 foram 

significativamente menores que aqueles do grupo DP-OVX-HN019.Esse efeito cepa-específico 

da terapia probiótica na prevenção de perda óssea também foi relatado por Montazeri-

Najafabady et al. (2018). Embora não tenham investigado os efeitos de probióticos no osso 
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alveolar, os autores verificaram diferenças importantes na densidade mineral óssea, na 

concentração da medula óssea e na área global do fêmur, da coluna e da tíbia em ratas 

submetidas à OVX e tratadas com cinco cepas probióticas diferentes.  

De fato, os efeitos dos probióticos na saúde óssea parecem ser cepa dependentes. 

Embora, ambas as cepas avaliadas no presente estudo proporcionaram de forma semelhante 

melhoras nos níveis de estradiol e na expressão de proteínas de junção no epitélio intestinal, 

outros mecanismos podem ter contribuído para os resultados diferentes observados na avaliação 

da perda óssea alveolar. Influências diferentes podem, por exemplo, ter ocorrido na microbiota 

intestinal, permitindo a expressão de padrões distintos de citocinas com efeitos diferenciais na 

atividade dos osteoblastos. Pode-se especular também a ocorrência de ações locais na cavidade 

bucal, proporcionando padrões imunológicos da mucosa e microbiológicos diretamente 

relacionados com maior ou menor perda de osso alveolar. Esses padrões distintos podem ainda 

estar relacionados com a condição sistêmica presente. No presente estudo, a cepa B. lactis 

HN019 proporcionou efeitos menos expressivos na manutenção de volume óssea na região de 

bifurcação do 1o molar inferior de animais submetidos à OVX com periodontite experimental 

quando comparados àqueles observados em animais sem osteoporose experimental, com 

periodontite e tratados com esta mesma cepa probiótica (OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA 

et al., 2023; RICOLDI et al., 2017). É possível que a osteoporose tenha influenciado de alguma 

forma os efeitos imunomoduladores desta cepa. Futuros estudos poderão esclarecer o 

mecanismo pelo qual a osteoporose exerce influência em cepas probióticas. 

Há uma escassez de estudos na literatura que abordam os efeitos de probióticos na 

combinação osteoporose-periodontite. O presente estudo mostra, de forma inédita, 

comparações diretas dos efeitos das cepas probióticas B. lactis HN019 e L. casei 01 no osso 

alveolar, níveis estradiol e ambiente intestinal de animais submetidos à OVX. Novos estudos 

são importantes para avaliar o impacto sistêmico dessas cepas na densidade mineral óssea de 

fêmur, tíbia e coluna, bem como nos níveis sorológicos de marcadores do turnover ósseo e na 

microbiota oral e intestinal de animais osteoporóticos. Em relação a esta última, Collins et al. 

(2017) afirmaram que os efeitos da microbiota intestinal na saúde óssea são complexos e 

dependem do tempo de colonização. Diversos fatores relacionados à terapia probiótica, como 

frequência, tempo e quantidade de ingestão, são decisivos para a modulação da microbiota 

intestinal e o consequente impacto na massa óssea. As análises imunológicas e microbiológicas 

futuras podem ajudar elucidar os mecanismos pelos quais as cepas probióticas avaliadas no 

presente estudo atuam em nível local (nos tecidos periodontais) e em nível sistêmico (nos 

tecidos intestinais). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Dentro dos limites desse estudo, pode-se concluir que:  

i)  a terapia probiótica aumentou os níveis de estradiol e reduziu a permeabilidade 

intestinal em ratas ovariectomizadas e seus efeitos no osso alveolar e na morfologia 

intestinal foram cepa dependentes;  

ii)  a cepa probiótica Lacticaseibacillus casei 01 foi mais efetiva que a cepa probiótica 

Bifidobacterium animalis subs. Lactis HN019 para a redução da destruição de osso 

alveolar decorrente da doença periodontal experimental em ratas ovariectomizadas. 
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