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SANTOS NETO, O.M. Efeito do Lactobacillus reuteri no tratamento da doença 
periodontal experimentalmente induzida em ratos submetidos à quimioterapia 
com 5-fluorouracil: análise histométrica. 2016. 44 f. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Bacharelado) – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, 

Araçatuba, 2016.  
RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio de análise histométrica, os efeitos do 

uso sistêmico do probiótico (PRO) Lactobacillus reuteri, no tratamento da 

periodontite experimental (PE) em ratos submetidos à quimioterapia com 5-

fluorouracil. 54 ratos foram submetidos à indução da periodontite experimental (PE). 

O 5-FU foi injetado nos animais no dia da instalação da ligadura (60 mg/kg) e 48 

horas após (40 mg/kg).  Após 7 dias da indução, a ligadura foi removida e  os 

animais foram divididos em 3 grupos de 18 animais cada: Grupo 5-FU/PE: animais 

tratados apenas  com 5-FU, sem tratamento local; Grupo 5-FU/PE/RAR: animais 

tratados com 5-FU e RAR; Grupo 5-FU/PE/PRO: animais tratados com 5-FU, RAR e 

4 gavagens, com intervalo de 48 horas de Lactobacillus reuteri (5-FU/PE/PRO). Os 

animais foram submetidos à eutanásia nos intervalos de 7, 15 e 30 dias após os 

tratamentos. As amostras da hemi-mandibula sofreram processamento histológico e 

foram coradas com Hematoxilina e Eosina. A área de perda óssea (PO) na região de 

furca do primeiro molar foi analisada histometricamente. Os dados foram submetidos 

à análise estatística (α = 5%). Na análise dos dados histométricos observou-se que 

houve menor PO nos animais do Grupo 5-FU/PE/PRO, quando comparados aos 

grupos 5-FU/PE e 5FU/PE/RAR, aos 7, 15 e 30 dias. Concluiu-se que a terapia 

sistêmica com Lactobacillus reuteri, como coadjuvante à RAR é efetiva no 

tratamento da PE em ratos submetidos à quimioterapia com 5-FU. 

Palavras Chave: Periodontite. Quimioterapia. Probióticos.  



 
 

 
 

SANTOS NETO, O.M.  Effect of Lactobacillus reuteri in the treatment of 
experimental periodontitis in rats subjected to 5-fluorouracil chemotherapy: 
histometric analysis. 2016. 44 f. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharelado) – 

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2016.  

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate by histometric analysis, the effects of the 

systemic use of the probiotic (PRO) Lactobacillus reuteri in the treatment of 

experimental periodontitis (EP) in rats subjected to 5-fluorouracil chemotherapy. 54 

rats were subjected to induction of experimental periodontitis (EP). The 5-FU was 

injected into the animals on the day of ligation installation (60 mg / kg) and 48 hours 

later (40 mg / kg). After 7 days of induction, the ligature was removed, and the 

animals were divided into 3 groups of 18 animals each: Group 5-FU/EP: animal 

treated with 5-FU and no local treatment; Group 5-FU/EP/SRP: animal treated with 5-

FU and SRP; Group 5-FU/EP/PRO: animals treated with 5-FU, SRP and 4 gavagens 

with an interval of 48 hours of Lactobacillus reuteri. The animals were euthanized at 

intervals of 7, 15 and 30 days after treatment. Samples of the hemi-jaw underwent 

histological analysis and stained with Hematoxylin and Eosin. The area of bone loss 

(BL) in the furcation region of the molar was histometrically analyzed. The data were 

submitted to statistical analysis (α = 5%). The analysis of histometric data revealed 

that BL was lower in animals of 5-FU/EP/PRO group compared to 5-FU/EP and 5-

FU/EP/SRP groups at 7, 15 and 30 days. It was concluded that systemic therapy 

using Lactobacillus reuteri as an adjunct to SRP is effective in the treatment of EP in 

rats subjected to 5-FU chemotherapy.  

Keywords: Periodontitis. Chemotherapy. Probiotics. 
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1  INTRODUÇÃO 

As doenças periodontais caracterizam-se por serem processos infecciosos e 

inflamatórios que levam a destruição dos tecidos de suporte dos dentes. São 

patologias multifatoriais que afetam de 30 a 50% da população adulta e são 

causadas por microorganismos periodontopatogênicos, influenciados por fatores 

locais e sistêmicos que alteram a resposta do hospedeiro frente à agressão 

microbiana (ANDERSEN et al.,  2007). 

Importantes estudos relatados na literatura chamam a atenção que na relação 

doença-bactéria, diferentes condições devem ser consideradas como: a 

susceptibilidade do hospedeiro, a presença de bactérias periodontopatogênicas e a 

redução ou ausência de bactérias benéficas ao ecossistema da bolsa (SLOT; 

RAMS, 1991; HAFFAJEE, 1992; WOLFF et al., 1994). As doenças periodontais 

podem estar associadas com várias condições sistêmicas, que podem interferir na 

resposta inflamatória do hospedeiro (ALMEIDA et al., 2008; GARCIA  et al., 2011) e 

alterar a cicatrização após a terapia periodontal (JAVED et al., 2010, 2012; CHANG, 

2012).   

A quimioterapia e radioterapia, além das cirurgias ressectivas são as 

intervenções mais utilizadas para o tratamento de câncer (NAIDU et al., 2004) e é 

comum produzirem alterações na cavidade bucal, como a mucosite oral, ulcerações, 

sangramento gengival, hipofunção da glândula salivar (DREIZEN, 1978; EPSTEIN et 

al., 2002; JENSEN et al., 2003; SONIS et al., 2004), inibição nos queratinócitos do 

epitélio oral (VON BULTZINGSLOWEN et al., 2001) e alterações no tecido 

conjuntivo e no ambiente microbiano bucal (SCULLY et al., 2006). Estas alterações 

resultam na destruição da mucosa bucal, que é uma barreira física, que previne a 

penetração de bactérias entéricas, vírus e fungos nos tecidos bucais (EDUARDO et 

al., 2009; LOPES et al., 2009; LOPES et al., 2010; SACONO et al., 2008). O 

provável mecanismo associado com o desenvolvimento da mucosite oral causada 

pela quimioterapia envolve eventos biológicos complexos, mediados por várias 

citocinas pró-inflamatórias tais como: fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interleucinas (IL-1 e IL-6) (GUIMARÃES et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011). Desta 

forma, a ulceração na cavidade bucal resulta em um risco aumentado de infecção, 

particularmente durante a imunossupressão (ZEGARELLI, 1993). Estes mediadores 
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inflamatórios podem aumentar a expressão de RANKL (Receptor ativador de NF-

Kappa B ligante), enquanto diminui a produção de OPG (Osteoprotegerina) em 

osteoblastos (NAKASHIMA et al., 2000), causando destruição nos tecidos 

periodontais, incluindo o osso alveolar (COCHRAN, 2008; GARLET et al., 2010). 

O 5-fluorouracil (5-FU) é uma droga muito utilizada no tratamento dos 

carcinomas (ARIAS, 2008), causando imunossupressão sistêmica, porém danifica a 

integridade epitelial da cavidade bucal. O 5-FU é um análogo da pirimidina uracila 

que adiciona um átomo de flúor na posição 5, substituindo um átomo de hidrogênio, 

danificando células malignas de duas formas: por inibição do timidilato sintase e 

conversão intracelularmente a nucleotídeos ativos que interferem com a síntese de 

RNA e DNA (MAZZEO et al., 2009). Estudos têm demonstrado que o 5-FU causa 

morte celular por apoptose em tecidos (IJIRIC et al., 1983; PRITCHARD et al., 

1999), e em linhas de células epiteliais (TONG et al., 2000; NOORDHUIS et al., 

2004). O 5-FU também tem efeito direto sobre o epitélio basal, tecido conjuntivo e 

microbiota bucal (SCULLY et al., 2006), além de agravar a progressão da 

periodontite experimental (PE), promovendo maior perda óssea alveolar com 

necroses ósseas extensa (GARCIA et al., 2015). A redução e o controle de 

microrganismos periodontopatogênicos na terapia periodontal, pode ser realizada 

pela raspagem e alisamento radicular (RAR), (KALDAHL et al., 1993; SOUKOS; 

GOODSON, 2011). Entretanto, somente a terapia mecânica de RAR, pode ser 

insuficiente para eliminar as bactérias patogênicas devido as suas localizações no 

interior dos tecidos moles, duros ou em áreas inacessíveis aos instrumentos 

periodontais como áreas de furca e depressões radiculares (MATIA et al., 1986; 

ADRIAENS et al., 1988).  Estudo recente em animais demonstrou que a RAR não é 

efetiva para o tratamento de PE em ratos submetidos à quimioterapia com 5-FU, 

sugerindo o uso de terapias coadjuvantes em condições de imunossupressão 

(GARCIA et al., 2015).                

Estas limitações e o melhor entendimento biológico das doenças periodontais 

juntamente com a especificidade bacteriana, tem levado muitos pesquisadores a 

buscarem métodos coadjuvantes ao tratamento de RAR, que promovam a 

eliminação de patógenos periodontais, como é o caso dos antibióticos ou 

antissépticos (RAMS; SLOTS, 1996). Porém, nota-se na literatura relatos que 

atestam a possibilidade de haver resistência e seleção bacteriana promovida pelo 
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uso indiscriminado de antimicrobianos na terapêutica periodontal (SLOTS; RAMS, 

1991).  

Pesquisas recentes têm demonstrado a possibilidade do uso clínico do 

probiótico (PRO) Lactobacillus, com efeitos sob a microbiota gengival (INIESTA et 

al., 2012; MAYANAGI et al., 2009; TEANPAISAN et al., 2011), na inflamação 

gengival ( KRASSE et al., 2006; STAAB et al., 2009) e no tratamento da periodontite 

(TSUBARA et al., 2009; VIVEKANANDA et al., 2010). Acredita-se que a utilização de 

PRO no tratamento periodontal poderia minimizar os efeitos da ausência ou redução 

de bactérias benéficas em bolsas periodontais. Os probióticos, além de controlar o 

ecossistema microbiano da área, através de mecanismo de exclusão competitivo, 

possuem outros efeitos fundamentais como: capacidade de interferir na modulação 

imunológica, modulando a defesa do hospedeiro, tanto a resposta inata como a 

resposta adquirida; atua também na permeabilidade epitelial; na translocação 

bacteriana e na liberação de metabólitos bioativos ou regulatórios, que possuem a 

capacidade de produção de substâncias antibacterianas contra periodontopatógenos 

(de VRESE; SCHREZENMEIR, 2008; TEUGHELS et al., 2011). Contudo, há poucos 

estudos experimentais que avaliam o efeito do probiótico local e sistêmico na 

doença periodontal induzida em animais (TEUGHELS et al., 2007; MESSORA et al., 

2013; FOUREAUX et al., 2014; MAEKAWA et al., 2014 GARCIA et al., 2015). 

Estudos em animais demostraram que o uso local ou sistêmico de probióticos 

reduz a perda óssea (PO), melhora a inflamação, aumenta a efetividade da terapia 

mecânica de raspagem e alisamento radicular (RAR), reduz a recolonização de 

áreas com periodontite induzida por periodontopatógenos, assim como a quantidade 

de bactérias anaeróbicas e citocinas pro-inflamatórias (TEUGHELS et al., 2007; 

MESSORA et al., 2013; FOUREAUX et al., 2014; MAEKAWA et al., 2014 GARCIA et 

al., 2015).No entanto não há relatos na literatura sobre o uso de PRO como terapia 

coadjuvante ao tratamento da periodontite agravada pela quimioterapia. 
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2  PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar por meio de análise histométrica, os 

efeitos do uso sistêmico do Lactobacillus reuteri, no tratamento da PE em ratos 

submetidos à quimioterapia com 5-FU. 
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3  REVISÃO DE LITERATURA 

3.1  Tratamento quimioterápico com 5-Fluorouracil 

Segundo estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2016) haverão 

596.070 novos casos de neoplasias malignas no território nacional, dentre esses 

61200 serão tumores de próstata, 57.960 tumores de mama e 22.780 serão lesões 

de tecido sanguíneo (leucemias e linfomas). Os tumores da cabeça e do pescoço 

representam o quinto câncer mais frequente no mundo, sendo estimado que 

anualmente ocorram 500.000 novos casos (GRANSTRÖM, 2005), sendo que só no 

Brasil as estimativas para 2016 são de 15.490 novos casos (INCA, 2016). A 

radioterapia, quimioterapia e excisão cirúrgica são as três modalidades terapêuticas 

que combinadas ou usadas isoladamente constituem o tratamento de tumores 

malignos (BUDDULA et al., 2012). 

A quimioterapia baseia-se na administração sistêmica de fármacos dirigidos 

contra certos grupos moleculares e o objetivo das drogas usadas em quimioterapia é 

destruir ou causar um atraso na divisão das células com proliferação acelerada 

(PETERSON et al., 2005). Os fármacos agem tanto nas células tumorais, como nas 

células com metabolismo acelerado como, por exemplo, as células do epitélio 

gastrointestinal, incluindo as da cavidade bucal (PETERSON et al., 2005). 

Os agentes quimioterapêuticos atrasam a migração das células para o local 

danificado, diminuem a formação da matriz de reparo no dano tecidual, reduzem a 

produção de colágeno, comprometem a proliferação de fibroblastos e inibem a 

contração das feridas (GUO et al., 2010). Além disto, enfraquecem o sistema 

imunológico do paciente, impedindo a resposta mune inflamatória das feridas 

aumentando assim a possibilidade de infecção (GUO et al., 2010). Alguns dos 

efeitos sistêmicos causados pela quimioterapia são: fadiga geral, astenia, náuseas, 

vômitos, diarreia, anorexia, hipotireoidismo, hiperglicemia, toxicidade cardíaca e 

toxicidade dermatológica (BARTON, 2011). Estes fármacos induzem neutropenia, 

anemia e trombocitopenia, tornando a zona da ferida mais vulnerável e mais 

susceptível a hemorragia descontrolada (GARG; GUEZ, 2011). Como efeito 

secundário tardio, as alterações vasculares, causadas pelos agentes 

quimioterapêuticos, conduzem à má-nutrição óssea, o que leva a um estado 
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semelhante à osteoporose (KOVÁCS, 2001), tornando assim necessário a 

investigação sobre seus efeitos na osseointegração. 

Os fármacos quimioterapêuticos mais frequentemente administrados são: 5-

Fluororacil (5- FU), cisplatina, metotrexato, bleomicina e vincristina (GRANSTRÖM, 

2005, 2007). 

O 5-fluorouracil (5-FU) é uma droga muito utilizada no tratamento dos 

carcinomas, que causa imunossupressão sistêmica e danifica a integridade epitelial 

da cavidade bucal (BÜLTZINGSLÖWEN; JONTELL, 1999). O 5-FU é um análogo da 

pirimidina uracila e é convertido intracelularmente a nucleotídeos ativos que 

interferem com a síntese de RNA e DNA. Vários estudos tem demonstrado que o 5-

FU causa morte celular por apoptose em tecidos, e em linhas de células epiteliais 

(TONG et al., 2000) e a mucosite oral é uma das complicações mais comuns. O 

provável mecanismo da mucosite oral causada pela quimioterapia envolve eventos 

biológicos complexos mediados por várias citocinas inflamatórias tais como, fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas (IL-1 e IL-6). A quimioterapia também 

tem efeito direto sobre o epitélio basal, tecido conjuntivo, microbiota bucal (SCULLY 

et al., 2006) e na progressão da periodontite (GARCIA et al., 2015). 

Garcia et al. (2015) através de estudo inédito, avaliaram os efeitos do 5-

Fluororacil na periodontite experimental. Concluíram que o 5-FU exacerbou a 

gravidade da periodontite experimental, comprometendo a resposta do hospedeiro à 

terapia mecânica e não causou alterações no periodonto saudável. Os autores 

salientam a importância de estudos adicionais para estabelecer terapias adjuvantes 

que podem melhorar a eficácia do tratamento periodontal durante um regime de 

tratamento com este agente quimioterapêutico. 

 

3.2  Terapia periodontal não cirúrgica 

A doença periodontal é uma patologia infecciosa, modulada pela resposta 

inflamatória do individuo, tendo o biofilme dental como fator etiológico desta doença 

que sofre influencia de vários fatores locais como restaurações insatisfatórias, 

presença de cálculo salivar, e também de fatores sistêmicos como a obesidade, 

diabetes, fator genético e uso de tabaco, imunodepressão do indivíduo (KISS et al., 

2010; SOUZA et al., 2010, 2011). 
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Os principais objetivos da terapia periodontal são redução da inflamação, por 

meio da remoção dos microrganismos presentes subgengivalmente no cálculo, 

cemento e dentina contaminada, ganho de inserção clínica, além da manutenção 

dos níveis de inserção estáveis ao longo do tempo (ZANDBERGEN et al., 2012) . É 

realizada por meio do debridamento radicular com diversos instrumentos 

raspadores, consultas de motivação e instrução de higiene bucal. Entretanto, para 

atingir esses objetivos há diferentes modalidades terapêuticas, entre as quais, 

raspagem através de acesso cirúrgico (PAUL et al., 2010; RAMFJORD et al., 1975)  

e não-cirúrgico (APATZIDOU et al., 2010), raspagem associada a antibióticos 

(AIMETTI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012) e as terapias coadjuvantes, como a 

terapia fotodinâmica (GARCIA et al., 2013; THEODORO et al., 2015, 2016)  e a 

utilização de probióticos (GARCIA et al., 2015; GIZEM et al., 2015; MESSORA et al., 

2016).  

Segundo Claffey e Polyzois (2008) a instrumentação manual e mecânica não 

cirúrgica em associação com instruções de higiene oral são a base de tratamento da 

doença periodontal. 

Serino et al. (2001) afirmaram que vários estudos de longo prazo mostram 

que a sequência da doença periodontal pode ser tratada través de tratamentos que 

envolvem o autocontrole de placa e RAR tanto em indivíduos com periodontite 

moderada como em casos de periodontite avançada destrutiva. Portanto, a terapia 

não-cirúrgica deve ser a primeira abordagem na tentativa de restabelecer uma boa 

saúde periodontal e retardar o processo da doença.  

A terapia não-cirúrgica baseia-se na RAR em conjunto com instruções de 

higiene oral e segundo eles, resulta num ganho de inserção da margem gengival 

uma vez que elimina a inflamação de periodonto (KEESTRA et al., 2015), seu 

objetivo  é  proporcionar um meio através do qual o hospedeiro possa prevenir a 

recolonização de microrganismos, utilizando métodos de higiene oral individuais 

(CLAFFEY; POLYZOIS, 2008); 
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3.3  Uso de Probióticos em Odontologia 

 A recolonização frequente de sítios tratados por periodontopatógenos e o 

surgimento de resistência aos antibióticos levaram a uma chamada para novas 

abordagens terapêuticas para o tratamento de doenças periodontais. Probióticos são 

microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; FOOD 

AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS; SANDERS, 2003). 

 A influência benéfica dos probióticos sobre a microbiota humana inclui fatores 

como efeitos antagônicos, competição e efeitos imunológicos, resultando em um 

aumento da resistência contra patógenos. Assim, a utilização de culturas 

bacterianas probióticas estimula a multiplicação de bactérias benéficas, em 

detrimento à proliferação de bactérias potencialmente prejudiciais, reforçando os 

mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIÄ et al., 2002). 

 Os probióticos mais empregados na saúde humana são do gênero 

Lactobacillus e Bifidobacterium. Os lactobacilos são bactérias Gram-positivas 

acidófilas que fazem parte da microbiota humana colonizando várias partes do 

corpo. (MEURMAN; STAMATOVA, 2007). 

Na Odontologia, os probióticos têm sido utilizados em diferentes áreas da 

saúde oral como na halitose (BURTON et al., 2005), candidíase oral (HATAKKA et 

al., 2007), cárie dentária (STECKSEN-BLICKS et al., 2009), bem como na gengivite 

e na periodontite. Nessa revisão abordaremos ensaios clínicos em humanos e 

posteriormente, estudos envolvendo animais.  
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3.3.1 Ensaios clínicos em humanos 

 Em ensaios clínicos em humanos, como o de Vivekananda et al. (2010) 

avaliaram os efeitos do uso isolado do Lactobacillus reuteri e associado com 

raspagem e alisamento radicular (RAR) em um estudo duplo-cego, randomizado, 

placebo-controle em voluntários portadores de periodontite crônica. Os autores 

concluíram que o L. reuteri inibe a formação da placa, possui ação anti-inflamatória e 

antimicrobiana, sugerindo o seu uso como terapia adjuvante ou alternativa ao 

tratamento periodontal, quando o procedimento de RAR é contraindicado, podendo 

ser útil também na fase de manutenção do tratamento periodontal. 

 Iniesta et al. (2012) avaliando os efeitos do probiótico L. reuteri administrado 

via oral sobre a microbiota oral, encontraram redução da quantidade de anaeróbios 

na saliva após 4 semanas e na quantidade de P. intermedia após 8 semanas, com 

maior redução no grupo teste. Houve significativa redução na quantidade de P. 

gingivalis em amostras de placa subgengival entre os períodos baseline e 4 

semanas. Houve redução da quantidade de patógenos periodontais na microbiota 

subgengival sem evidenciar um impacto clínico associado. 

 Szkaradkiewicz  et al. (2014) avaliaram a resposta citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-a, IL-1b e IL-17) em pacientes com periodontite crônica, quando da 

administração  de uma cepa probiótica de Lactobacillus reuteri.  Os resultados 

obtidos no estudo indicaram que a aplicação do tratamento oral com os comprimidos 

que contêm a estirpe probiótica de L. reuteri induz na maioria dos pacientes com 

periodontite crônica uma redução significativa da resposta de citocina pró-

inflamatória e melhoria dos parâmetros clínicos periodontais. 

O estudo de Ince et al. (2015) avaliou os efeitos do probiótico Lactobacillus 

reuteri sobre parâmetros clínicos e bioquímicos a terapia inicial periodontal em 

pacientes com periodontite crônica. Concluíram que a terapia adjuvante com 

probiótico foi capaz de proporcionar benefícios adicionais durante a terapia 

periodontal inicial tanto em parâmetros clínicos quanto bioquímicos.  
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3.3.2 Estudos envolvendo animais 

O número de pesquisas experimentais em animais utilizando bactérias 

probióticas é limitado. São relatadas pesquisas desenvolvidas em ratos 

(FOUREAUX et al., MESSORA et al., 2013; 2013, GARCIA et al., 2015). 

Messora et al. (2013) avaliaram a influência da suplementação com probiótico 

na periodontite experimentalmente induzida e na morfologia intestinal de ratos. 

Utilizaram 32 ratos divididos randomicamente em 4 grupos : Controle, animais sem 

ligadura e sem administração sistêmica do probiótico; PROB - animais sem ligadura, 

que receberam administração sistêmica de probiótico; Periodontite – animais 

portadores de periodontite induzida, sem administração sistêmica do probiótico; 

Periodontite/PROB – animais portadores de periodontite induzida e receberam 

administração sistêmica do probiótico. O probiótico utilizado (Bacillus subtilis - 

CH201) foi administrado diariamente na água de hidratação dos animais, com 

concentração de 1.5 x 108 UFC/ml durante 44 dias. Foram avaliadas perda de 

inserção, nível do osso alveolar e amostra do duodeno dos animais. Os autores 

concluíram que a suplementação com probióticos reduziu a perda óssea e a perda 

de inserção periodontal, além de proteger o intestino delgado de reações 

provocadas pela doença periodontal. 

Foureaux et al. (2013) avaliaram os efeitos da terapia probiótica sobre 

parâmetros metabólicos e inflamatórios em animais portadores de doença 

periodontal induzida associados a condições de estresse por imobilização. Sessenta 

e quatro animais foram divididos em 8 grupos: Controle, Estresse, Probiótico, 

Doença periodontal, Estresse + Probiótico, Estresse + Doença periodontal, Estresse 

+ Doença periodontal + Probiótico, Doença periodontal + Probiótico. O estresse foi 

provocado por imobilização dos animais durante 2 horas e 30 minutos por dia 

durante 30 dias e a bactéria probiótica utilizada foi o B. subtilis (CH2O1) administrado 

na água, na concentração de 1.5 x 108 UFC/ml durante 44 dias. Os resultados deste 

estudo evidenciaram que o uso de probiótico pode diminuir a atividade osteoclástica, 

prevenindo a perda óssea periodontal. Os autores concluíram que a terapia 

probiótica pode reduzir a destruição tecidual em animais portadores de doença 

periodontal na ausência de estresse. O protocolo de estresse por imobilização 
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influenciou na resposta imuno-modulatória da terapia probiótica no tecido intestinal e 

periodontal.  

No estudo de Garcia et al. (2015), foi avaliado, do ponto de vista 

histomorfométrico, os efeitos do uso local de uma espécie bacteriana probiótica 

(Saccharomyces cerevisiae) como monoterapia e adjuvante ao tratamento mecânico 

da doença periodontal experimentalmente induzida em ratos. Setenta e dois animais 

foram submetidos à indução da doença periodontal pela instalação de um fio de 

algodão ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos. Sete dias após sua 

instalação, a ligadura foi removida e os animais separados aleatoriamente em quatro 

grupos com 18 animais cada um que receberam os seguintes tratamentos: C (n=18) 

os animais não receberam nenhum tratamento local; RAR (n=18) os animais 

receberam tratamento local de Raspagem e Alisamento Radicular; PRO (n=18) os 

animais receberam apenas tratamento local com probiótico; RAR/PRO (n=18) os 

animais receberam tratamento com RAR seguido de tratamento com probiótico. Nos 

grupos PRO e RAR/PRO, a área da doença periodontal foi irrigada com 0,6 ml do 

probiótico, o equivalente à concentração de 60 milhões de bactérias, em três 

momentos: imediatamente, 48 e 96 horas após a remoção da ligadura. Os animais 

em número de 6 para cada grupo foram submetidos à eutanásia nos intervalos de 7, 

15 e 30 dias. De acordo com seus resultados, no grupo RAR e RAR/PRO ocorreram 

similaridade dos resultados histológicos aos 7 e 15 dias. Aos 30 dias, o grupo 

RAR/PRO evidenciou infiltrado inflamatório com alterações qualitativas e 

quantitativas mais favoráveis. O grupo PRO evidenciou características de 

aceleração do processo de reparação tecidual em todos os períodos experimentais. 

Histometricamente houve menor perda óssea no grupo RAR/PRO aos 15 dias 

quando comparado com o grupo C. Diante dos resultados obtidos pode ser 

concluído que o uso do probiótico demonstrou efeitos benéficos na ausência do 

tratamento; foi capaz de reduzir a inflamação tecidual e a perda óssea, não 

demonstrando eventos histológicos indesejáveis no tratamento da periodontite 

experimentalmente induzida em animais. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no uso 

de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba - Unesp, dentro das 

normas vigentes adotada pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) (Processo FOA nº 2014-00541). 

4.1 Animais 

Foram utilizados 54 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos, 

pesando aproximadamente 180 a 220g, provenientes do biotério central da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba - UNESP. Estes animais foram mantidos 

em gaiolas plásticas com no máximo 5 animais cada uma, separados de acordo com 

o grupo e mantidos em ambiente com temperatura estável (22 ± 2ºC), com ciclo de 

luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ração para 

pequenos roedores e água ad libitum. 

4.2 Procedimentos experimentais 

Os animais foram pesados para proporcionar corretamente a dose do 

anestésico e do quimioterápico. Para todos os procedimentos experimentais os 

animais receberam anestesia geral, com a associação de 80 mg/kg de Cloridrato de 

Ketamina (Cetamim – Rhobifarma Indústria Farmacêutica Ltda – Cotia – SP - Brasil) 

e 6 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Zilazin – Rhobifarma Indústria Farmacêutica 

Ltda – Cotia – SP - Brasil ),  via intramuscular no bíceps femoris da pata direita. Nos 

casos em que não houve efeito necessário do anestésico, a anestesia foi 

suplementada com a metade da dose inicial aplicada. 

4.2.1 Indução da periodontite experimental (PE) 

Após anestesia geral, todos os animais foram posicionados em mesa 

operatória apropriada que permitiu a manutenção da abertura bucal e, de forma 

adequada, o acesso aos dentes da região posterior da mandíbula. Com o auxílio de 

uma sonda e pinça modificada para este fim foi adaptado um fio de algodão número 

24 (Corrente Algodão nº. 24, Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor do primeiro molar 
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inferior esquerdo, no nível do sulco gengival, sendo mantido nesta posição por meio 

de nós cirúrgicos (GARCIA et al., 2011). 

 

4.2.2 Tratamento com 5-FU 

Todos os animais receberam o quimioterápico 5-FU (Fluorouracil, 50 mg/ml – 

Eurofarma Laboratórios, São Paulo, Brasil) administrado por injeção intraperitoneal 

realizada em dois momentos: no dia da instalação da ligadura e 48 horas após. Foi 

utilizada a dose de 60 mg/kg de peso corporal do animal (primeira aplicação) e 40 

mg/Kg de peso corporal do animal (segunda aplicação; MEDEIROS et al., 2010).  

 

4.2.3 Grupos Experimentais  

Após 7 dias da colocação da ligadura e indução da doença experimental, a 

mesma foi removida e a seguir, os animais foram aleatoriamente distribuídos em 3 

(três) grupos com 18 animais cada um, que receberam os seguintes tratamentos: 

Grupo 5-FU/PE: animais tratados apenas  com 5-FU, sem tratamento local; Grupo 5-

FU/PE/RAR: animais tratados com 5-FU e RAR e Grupo 5-FU/PE/PRO: animais 

tratados com 5-FU, RAR e 4 gavagens, com intervalo de 48 horas de Lactobacillus 

reuteri.  

 

4.2.4 Tratamento com Raspagem e Alisamento Radicular 

Os primeiros molares com doença periodontal dos animais dos grupos 5-

FU/PE/RAR e 5-FU/PE/PRO receberam tratamento de Raspagem e Alisamento 

Radicular (RAR) que foi realizada com cureta mini-five 1- 2 (Hu-Fridey Co. Inc., 

Chicago, IL, EUA) com 10 movimentos disto-mesiais na superfície radicular da face 

vestibular e lingual, incluindo a região da furca (GARCIA et al., 2011). 
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4.2.5 Tratamento com Probiótico  

Os animais do grupo 5-FU/PE/PRO receberam além do tratamento mecânico 

(RAR), o tratamento com Probiótico (Lactobacillus reuteri, Colikids – BioGaia, Aché 

Laboratórios Farmacêuticos S.A., Guarulhos, SP, Brasil- DSM 17938).  O probiótico 

foi aplicado via sistêmica, logo após a remoção da ligadura e o tratamento com RAR. 

Estes animais receberam o probiótico por gavagem, sendo que esta aplicação foi 

mantida a cada dois dias até o 6º dia após remoção da ligadura e tratamento, 

totalizando 4 aplicações para cada animal. Cada aplicação teve a dose diária do 

probiótico recomendada pelo fabricante (0,16 mL) para o uso clínico em humanos, o 

equivalente a 100 milhões de bactérias, que foi depositado diretamente no tubo 

gástrico do animal. 

4.3 Eutanásia e obtenção das amostras 

Decorrido 7, 15 e 30 dias pós-tratamento, 6 animais de cada grupo foram 

submetidos à eutanásia pela injeção de dose letal de tiopental 150mg/kg (Cristália, 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil). As hemimandíbulas 

esquerdas foram cuidadosamente dissecadas e embebidas em solução fixadora de 

formaldeído à 4% tamponado(Sigma, Saint Louis, MO, EUA) durante 48 horas.  

4.4 Processamento histológico das amostras 

Ao término do período de fixação, as hemimandíbulas esquerdas foram 

submetidas à lavagem em água corrente durante 24 horas e imersas em solução 

desmineralizadora (constituída de PBS acrescida de 10% de ácido etilenodiamino 

tetra-acético – EDTA), durante 30 dias. Ao término da desmineralização, as peças 

foram lavadas em água corrente por 24 horas, desidratadas, diafanizadas, 

impregnadas e incluídas em parafina, e submetidas à microtomia. Foram realizados 

cortes seriados com 5 µm de espessura obtidos no sentido mésio-distal, com o 

cuidado de sempre estarem no longo eixo do dente. Os cortes histológicos foram 

destinados à coloração pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). 
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4.5 Análise histométrica  

Após exclusão do primeiro e do último corte histológico, nos quais a região de 

furca foi evidente, cinco cortes eqüidistantes de cada espécime foram selecionados 

para análise histométrica. Esta seleção foi realizada por um examinador treinado e 

cego ao tratamento efetuado (DMJM). Outro examinador calibrado e cego ao 

tratamento efetuado realizou a análise histométrica (OMSN). A área da perda óssea 

(PO) na região de furca foi histometricamente determinada utilizando um sistema de 

captura e análise de imagem. A PO de cada espécime foi medida três vezes pelo 

mesmo examinador, em dias diferentes, com o propósito de reduzir a variação nos 

dados (ALMEIDA et al., 2008). As três medidas obtidas foram analisadas 

estatisticamente para análise de concordância com nível de 5% de significância 

(Teste Kappa). Todo processo de análise histométrica foi realizado em microscópio 

de campo claro com micro-câmara acoplada para captura de imagens. Imagens da 

região da furca foram obtidas e armazenadas em computador. 

4.6 Análise Estatística 

A hipótese da PO diferir entre grupos e períodos foi testada utilizando um 

software (Bioestat 5.3,  Manaus, AM, Brazil). A normalidade dos dados histométricos 

foram analisadas pelo teste de Shapiro-Wilk. As análises intra e inter-grupo foram 

realizadas com análise da Variância (ANOVA) com nível de significância de 5%. 

Quando o ANOVA detectou uma diferença significante, comparações múltiplas 

foram realizadas utilizando o teste de Tukey (p<0,05). 
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5  RESULTADOS 

5.1 Análise histométrica  

Na análise dos dados histométricos observou-se que houve menor PO nos animais 

do Grupo 5-FU/PE/PRO aos 7, 15 e 30 dias, quando comparados aos grupos 5-

FU/PE e 5FU/PE/RAR ( P<0,01; Tabela 1). Não houve diferenças estatisticamente 

significante intra-grupo (P>0,05; Tabela 1; Figuras 1 a 3). 

 

Tabela 1 - Média ± DP dos dados histométricos da PO (mm2) na região de furca do primeiro 

molar inferior do lado esquerdo de acordo com grupos e períodos de avaliação. 

Grupos Períodos 

 7 dias 15 dias 30 dias 

5-FU/PE 2,37±0,53* 2,41±0,14* 2,25±0,18* 

5-FU/PE/RAR 2,30±0,29* 2,38±0,45* 2,45±0,52* 

5-FU/PE/PRO 1,26±0,38 0,81±0,65 0,77±0,33 

Total 18 18 18 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor 

* Diferença estatisticamente significante com o grupo 5-FU/PE/PRO no mesmo período (ANOVA e teste de Tukey,; P <0,01). 
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Figura 1 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos do 

grupo 5-FU/PE (A), 5-FU/PE/RAR (B) e 5-FU/PE/PRO (C) aos 7 dias. Coloração de 

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 50x.   
Fonte: Elaborado pelo próprio autor. 

 

 
Figura 2 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos do 

grupo 5-FU/PE (A), 5-FU/PE/RAR (B) e 5-FU/PE/PRO (C) aos 15 dias. Coloração de 

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 50x.   
Fonte: Elaborado pelo próprio autor.  
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Figura 3 - Fotomicrografia da região de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos do 

grupo 5-FU/PE (A), 5-FU/PE/RAR (B) e 5-FU/PE/PRO (C) aos 30 dias. Coloração de 

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 50x.  
Fonte: Elaborado pelo próprio autor. 
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6 DISCUSSÃO 

             No presente estudo foram avaliados por meio de análise histométrica, os 

efeitos do uso sistêmico do Lactobacillus reuteri, no tratamento da PE em ratos 

submetidos à quimioterapia com 5-FU, simulando condição clínica de pacientes 

portadores de doença periodontal que realizaram sessões de quimioterapia.  

Diferentes modelos animais têm sido utilizados para se avaliar a progressão e 

o efeito de diferentes tratamentos da doença periodontal. Neste estudo optou-se 

pelo modelo de ratos, devido às grandes semelhanças com os humanos em relação 

à anatomia da região de molares, baixo custo da pesquisa e fácil manuseio 

(WEINBERG; BRAL, 1999). Ademais, a colocação de ligadura com fio de seda ou 

algodão ao redor da região cervical de primeiros molares inferiores ou superiores 

tem sido amplamente utilizada na indução da doença periodontal experimental (OZ; 

PULEO, 2011). 

A PE em animais tratados com o quimioterápico 5-FU, tem se mostrado mais 

agressiva quando comparada a animais normais (GARCIA et al., 2015, THEODORO 

et al., 2016). A quimioterapia com 5-FU promove leucopenia (LIMA et al., 2005; 

MEDEIROS et al., 2010, GARCIA et al., 2015) sendo que a diminuição no número 

de neutrófilos aumenta a vulnerabilidade do hospedeiro e consequentemente a 

severidade da doença periodontal (NUALART et al., 2007). Em estudo de nosso 

grupo de pesquisa, verificou-se que a RAR não foi efetiva para o tratamento da PE 

em ratos submetidos à quimioterapia com 5-FU, fortalecendo a necessidade de 

terapias coadjuvantes em condição de imunossupressão (GARCIA et al., 2015).  

O tratamento proposto com uso de probiótico coadjuvante ao tratamento 

periodontal não cirúrgico de RAR, têm se tornado uma alternativa promissora aos 

métodos tradicionais de controle da doença periodontal (KODUGANTI et al., 2011), 

abrindo novos horizontes da sua indicação na prática clínica do tratamento 

periodontal principalmente quando há necessidade de uma terapia coadjuvante, 

comum em condições sistêmicas modificadas. Apesar do aumento do número de 

trabalhos avaliando a eficácia destes microrganismos, muitos estudos ainda são 

necessários para aumentar a evidência, de forma a suportar a sua indicação no 

tratamento clínico de pacientes (DHINGRA, 2012), justificando a realização de 

estudos preliminares em animais (OZ; PULEO, 2011). Existem evidências de que a 
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colonização do intestino por probióticos pode causar efeitos benéficos sistêmicos, 

promovendo proteção contra doenças em sítios distantes (LENOIR-WIJKNOOP et 

al., 2007). Dessa forma, sugere-se que as possíveis explicações para os efeitos 

benéficos do uso de probióticos no presente estudo incluem: prevenção da adesão 

de microrganismos patogênicos aos tecidos do hospedeiro ao passar pela cavidade 

bucal na ingestão; estímulo e modulação do sistema imune, reduzindo a produção 

de citocinas pró- inflamatórias e aumentando, provavelmente, a produção de 

citocinas anti-inflamatórias, melhora da integridade da barreira intestinal e aumento 

da produção de mucinas;  eliminação ou inibição do crescimento de patógenos pela 

produção de bacteriocinas ou outros produtos, como ácidos e peróxidos 

(KODUGANTI et al., 2011) e diminuição do pH luminal (CORR; GAHAN; HILL, 2006; 

SHIUMACHI et al., 2008). 

Dentre os probióticos das espécies de lactobacilos, o Lactobacillus reuteri 

chama a atenção devido à sua capacidade de permitir a formação de reuterina, 

substância capaz de desempenhar um papel importante na manutenção de uma 

flora microbiana saudável, pois impede o crescimento de outros microorganismos 

patogênicos (JONES; VERSALOVIC, 2009). Nenhum trabalho na literatura avaliou a 

influência do Lactobacillus reuteri na PE. Porém, ensaios clínicos recentes, tem 

demonstrado a possibilidade de sua aplicação como adjuvante à terapia periodontal 

não cirúrgica. Estes estudos permitiram concluir que Lactobacillus reuteri inibe a 

formação da placa, possui ação anti-inflamatória e ação antimicrobiana, sendo 

capaz de diminuir significativamente a quantidade de Porphyromonas gingivalis na 

placa subgengival, além de promover a redução significativa da resposta de citocina 

pró-inflamatória, permitindo assim a melhoria dos parâmetros clínicos periodontais 

(VIVEKANANDA et al., 2010, INIESTA et al., 2012, SZKARADKIEWICZ  et al., 2014, 

INCE et al., 2015).  

 No presente estudo demonstrou-se o efeito benéfico do uso sistêmico do 

Lactobacillus reuteri como terapia coadjuvante no controle da perda óssea causada 

por doença periodontal induzida por ligadura em ratos submetidos à quimioterapia 

com 5-FU em todos os períodos de avaliação, além disso, foi comprovado que 

através da administração sistêmica do Lactobacillus reuteri, é possível obter uma 

menor perda óssea na área de furca pela quimioterapia com 5-FU. Este resultado 

está de acordo com estudos onde a PE foi induzida em animais sadios e os animais 
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foram tratados com probióticos locais ou sistêmicos (FOUREAUXET et al., 2013, 

MESSORA et al., 2013, GARCIA et al., 2015, MESSORA et al.,  2016).  
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7 CONCLUSÃO 

 Dentro dos limites do estudo conclui-se que a terapia sistêmica com 

Lactobacillus reuteri, como coadjuvante à RAR é efetiva no tratamento da PE em 

ratos submetidos à quimioterapia com 5-FU. 
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