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Geraldo BMC. Efeito antimicrobiano e imunomodulador de Lactobacillus reuteri em
cultura de osteoblastos e Galleria mellonella desafiados por Porphyromonas
gingivalis [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

Os tratamentos mais usados para periodontite sdo a raspagem e aplainamento
radicular, tratamento nao cirdrgico, associado ou ndao ao uso de antimicrobianos. No
entanto, novas terapias tém sido testadas com foco na modulacdo da resposta do
hospedeiro. Alguns micro-organismos tém efeitos benéficos na saude dos seres
humanos, pois produzem efeitos antimicrobianos e anti-inflamatérios, os chamados
probidticos. O presente trabalho avaliou o efeito antimicrobiano de Lactobacillus
reuteri sobre Porphyromonas gingivalis e a influéncia deste probiotico em sua forma
viva, morta (paraprobiotico) e sobrenadante em modelo de invertebrado Galleria
mellonella, infectado por P. gingivalis. Posteriormente, foi determinada a viabilidade
celular, niveis de oOxido nitrico e de interleucina (IL)-1B8b, IL-6, IL-17 e fator de
necrose tumoral (TNF)- a, através do ensaio de ELISA em osteoblastos infectados
por LPS de P. gingivalis in vitro. Os dados foram submetidos ao teste estatistico
ANOVA, Kruskal-Wallis ou Log-rank (Mantel-Cox), com nivel de significancia de
5%.L. reuteri e seu sobrenadante possuem a mesma atividade antimicrobiana. O
probidtico viavel e o morto apresentaram efeitos iguais na sobrevivéncia de G.
mellonella e L. reuteri vivo foi o Unico que aumentou densidade hemocitaria das
lagartas. O probiotico e o paraprobiético reduziram igualmente os niveis IL-13, IL-6,
TNF-a e IL-17, sendo que o paraprobiotico, diferentemente do lactobacilo vivo,
reduziu significantemente as quantidades de IL-6 e TNF-a, com relacdo ao grupo
controle de LPS. As maiores reducfes das citocinas estudadas foram obtidas com o
uso do sobrenadante. Conclui-se que os efeitos antimicrobianos e
imunomoduladores de L. reuteri ndo dependem da viabilidade celular, o que
possibilita o desenvolvimento de produtos sem a bactéria viva com efeitos
semelhantes. Estudos em vertebrados e clinicos sdo necessarios para confirmar
esta hipodtese.

Palavras-chave: Periodontite. Lactobacillus reuteri. Porphyromonas gingivalis.
Galleria mellonella. Osteoblastos.



Geraldo BMC. Antimicrobial and immunomodulatory effects of Lactobacillus reuteri
on osteoblasts culture and Galleria mellonella challenged by P. gingivalis
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, Séo
Paulo State University (Unesp); 2017.

ABSTRACT

The most used treatments for periodontitis are scaling and non-surgical root planing,
associated or not to the use of antimicrobials. However, new therapies have been
tested with a focus on host response modulation. Some microorganisms have
beneficial effects on human health because they produce antimicrobial and anti-
inflammatory effects, called probiotics. The present study evaluated the antimicrobial
effect of Lactobacillus reuteri on Porphyromonas gingivalis and the influence of this
probiotic in its live, inactivated (paraprobiotic) form and supernatant on Galleria
mellonella invertebrate model, after infection by P. gingivalis. Later, the cell viability,
nitric oxide levels and interleukin (IL)-1b, IL-6, IL-17 and tumor necrosis factor (TNF)-
a, by the Elisa assay, were evaluated in osteoblasts infected with P. gingivalis LPS in
vitro. Data were submitted to ANOVA, Kruskal-Wallis or Log-rank (Mantel-Cox)
statistical test, with a significance level of 5%. L. reuteri and its supernatant have the
same antimicrobial activity. The viable and inactivated probiotic had equal effects in
G. mellonella survival and L. reuteri alive was the only one that increased the
hemocyte density in the invertebrate model. Probiotics and paraprobiotics also
reduced levels of IL-1B8, IL-6, TNF-a and IL-17 cytokines, whereas paraprobiotic,
unlike living lactobacillus, significantly reduced the amounts of IL-6 and TNF-q,
compare to the LPS control group. The highest reductions of the studied cytokines
were obtained with the use of the supernatant. It is concluded that the antimicrobial
and immunomodulatory effects of L. reuteri do not depend on cell viability, which
allows the development of products without live bacterium with similar effects.
Vertebrate and clinical studies are needed to confirm this hypothesis.

Keywords: Periodontitis. Lactobacillus reuteri. Porphyromonas gingivalis. Galleria
mellonella. Osteoblasts




1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca multifatorial que acomete o tecido periodontal,
devido a acdo microbiana e resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro
(Ebersole, Taubman, 1994). Em termos de salde publica, o tratamento da doenca é
bastante dispendioso e estda em quarto lugar entre 0s gastos mais onerosos
relacionados a satde nos paises industrializados (Geier et al., 2007; Moyses, 2012).
Varias bactérias estdo envolvidas no processo, como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Agregatibacter actinomycetemcomitans, entre outras. Elas
interagem com o hospedeiro, causando liberacdo de mediadores quimicos que
determinam a destruicdo das estruturas periodontais, ndo s6 por meio da reabsorcao
O0ssea, mas também da inibicdo da formacdo Ossea, que com O tempo pode
acarretar na perda dentaria (Loomer et al., 1994; Zhao et al., 2012).

P. gingivalis € uma bactéria Gram-negativa, anaerObia, e esta muito
envolvida no processo de inflamacao e destruicdo de tecidos periodontais. Apesar
da etiologia da doenca periodontal ser principalmente atribuida ao biofiime, a
degradacédo tecidual € resultado, em parte, da ativacdo da resposta imuno-
inflamatoria do hospedeiro (Salvi et al., 2005).

A alta viruléncia de P. gingivalis se deve a sua capacidade de invadir o
tecido periodontal e aos mdultiplos lipideos presentes em seu lipopolissacarideo
(LPS), que conferem a essa bactéria capacidade de se ligar a diferentes receptores
(como toll-like receptors -TLR1, TLR2 e TLR4) e estimular a atividade inata (Salvi et
al., 2005; Bainbrigde et al., 2002). Ela migra para o sulco gengival, e possui
propriedades proteoliticas adesivas, que a tornam capaz de invadir tecidos epiteliais
gengivais, células de ligamento periodontal e osteoblastos (Okahashi et al., 2004;
Belibasakis et al., 2007; Zhang W et al., 2010; Zhang D et al.,2011; Zhang JY et al.,
2013; Zhang Y et al., 2014; Lin FY et al., 2014). Além disso, P. gingivalis também
apresenta a capacidade de estimular o rearranjo do citoesqueleto de actina do
hospedeiro(Lin FY et al., 2014), induzindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias
e provocando um atraso no recrutamento dos neutrdfilos, o que permite sua
proliferacao (Yilmaz et al., 2002, 2004; Mao et al., 2007). Ao mesmo tempo, P.

gingivalis pode levar a ativacdo de neutrofilos, monécitos e macréfagos e, mais
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tarde, de linfocitos que induzem a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como
fator de necrose tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-6, IL-8 e IL-1B, metaloproteinase
de matriz (MMP)-9 e MMP-8. Tais substancias, por sua vez, induzem fibroblastos e
células epiteliais a liberacdo de prostaglandinas na regiao do sulco gengival, levando
a mais dano tecidual com estimulo da atividade osteoclastica (Okahashi et al., 2004;
Le et al., 2009). P. gingivalis também interfere na adeséo e diferenciacao, diminui
proliferacdo e promove a apoptose de osteoblastos (Le et al., 2009; Wang et al.,
2010; Xing et al., 2010; Ditmann et al., 2015). Por meio da inibicdo de fatores de
transcricdo, diminui a expressdo de genes associados a matriz éssea, como
coladgeno tipo 1, osteocalcina e fosfatase alcalina, causando ainda a inibicdo da
mineralizacdo (Loomer et al., 1995; Yilmaz et al., 2002, 2004; Mao et al., 2007; Le et
al., 2009; Wang et al., 2010; Xing et al., 2010; Zhang Y et al., 2014; Ditmann et al.,
2015).

Varios tratamentos tém sido utilizados para periodontite, indo desde a
tradicional raspagem e aplainamento radicular (RAR), ndo cirurgica, associada ou
nao ao uso de antimicrobianos e anti-inflamatorios, a terapias cirdrgicas, como
retalhos, regeneracao 0ssea guiada e uso de fatores de crescimento. O tratamento €
principalmente focado na reducéo da carga microbiana, seja através da RAR ou pelo
uso de antimicrobianos. ApOs o tratamento, existe uma mudanca na microbiota
subgengival, em que 0S micro-organismos Sao menos patogénicos e ha uma
predominancia de bactérias Gram-positivas e aerébias (Ximénez-Fyvie et al.,2000).
No entanto, tal alteracdo é temporaria e ha o reestabelecimento da microbiota mais
agressiva ap0s semanas ou meses e 0 uso de antimicrobianos nao é suficiente para
manter os efeitos da terapia periodontal (Quirynen et al., 2002).

Atualmente, existe um grande interesse por novas terapias entendidas como
naturais, como o controle da microbiota pela ingestdo de alguns micro-organismos,
designados probioticos (Devine, Marsh, 2009). Estes séo definidos
internacionalmente como micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (Sanders,
2008). Estes beneficios sdo multiplos, como estimulo do sistema imunolégico,
mantendo a microflora intestinal balanceada, reducéo de alergias infantis, auxilio no

controle doenca hepética (Brown, Valiere, 2004), melhora do efeito de algumas
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drogas antineoplasicas (Baldwin et al., 2010) e em doengas bucais como carie e
periodontite (Koduganti et al., 2011; Salehi et al., 2014).

Os principais grupos de probidticos sdo o0s pertencentes ao género
Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus (Koduganti et al., 2011; Chatterjee et
al., 2011; Gupta, 2011, Britton et al., 2014). Os lactobacilos sédo uma classe funcional
de bactérias fermentadoras ndo patogénicas, ndo toxigénicas, Gram-positivas,
caracterizadas por produzir acido lactico a partir de carboidratos, tornando-as Uteis
para a fermentagdo de alimentos. Dentre as varias espécies de lactobacilos,
podemos destacar o Lactobacillus reuteri que tem sido amplamente utilizado em
ensaios clinicos. Embora os mecanismos exatos de acdo de L. reuteri continuem
sendo elucidados, pelo menos trés possibilidades plausiveis sdo sugeridas: 1)
secrecdo de bacteriocinas, reuterina e reutericiclina, que inibem o crescimento de
uma ampla variedade de agentes patogénicos (Krasse et al., 2006); 2) capacidade
de aderir em tecidos, competindo assim com bactérias patogénicas (Talarico et al.,
1988); 3) inibicdo de secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (Vivekananda et al.,
2010). Além de produzir reuterina, L. reuteri forma seu proprio biofilme, competindo
assim com microrganismos patogénicos, e ainda auxiliam na modulacdo da
producdo de TNF-a na presenca e auséncia de LPS, modulando resposta
inflamatoria (Jones, Versalovic, 2009).

Teoricamente, restaurar e manter o numero de bactérias benéficas
utilizando-se probidticos seria interessante para o tratamento e prevencdo das
doencas periodontais (Teughels et al., 2013). Soma-se a isso 0 uso indiscriminado
de antibidticos e o surgimento de micro-organismos resistentes. Além da atividade
antimicrobiana e da competicdo com outras bactérias, os probioticos ainda poderiam
modular a resposta do hospedeiro, sendo utilizados como adjuntos a terapia
convencional. Por isso, na ultima década numerosos trabalhos foram publicados no
intuito de esclarecer a acdo dos probidticos nas doencas periodontais. Nestes
estudos, o L. reuteri, com as cepas ATCC 55730 (e sua substituta DSM 17938, que
nao apresenta os plasmideos que carregam a resisténcia a tetraciclina e lincomicina)
e a ATCC PTA 5289, também denominada L. reuteri Prodentis (Biogaia, 2015), foi o
probidtico mais utilizado.

Os estudos avaliaram parametros clinicos e encontraram diminuicdo da

profundidade de sondagem, indice de sangramento a sondagem, indice gengival e
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indice de placa apds o uso de L. reuteri em pacientes portadores de periodontite
(Flichy-Fernandes et al., 2015; Tekce et al., 2015; Ince et al., 2015; Szkaradkiewicz
et al., 2014; Vicario et al., 2013; Vivekananda et al., 2010; Krasse et al., 2006).
Alguns também demonstraram aumento do nivel de insercdo clinica (Flichy-
Fernandes et al., 2015; Szkaradkiewicz et al., 2014; Teughts et al., 2013; Vicario et
al., 2013; Vivekananda et al., 2010).

Embora sejam numerosos os beneficios dos probiéticos a saude, eles sdo
bactérias vivas, e a administracdo de organismos vivos ndo é isenta de riscos,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (Kataria et al., 2009). Entre as
preocupacdes associadas a administracdo de organismos vivos, revisadas por
Kataria et al. (2009) estdo: o alto risco de problemas em pacientes doentes
(imunodeprimidos) ou muito jovens, fatores de viruléncia em cepas probioticas,
disseminacdo de genes de resisténcia indesejados para populacbes de bactérias
intestinais, inicio da resposta inflamatoéria, possiveis efeitos adversos em pacientes
com dermatite atdpica, aumento do risco de sepse, especialmente em recém-
nascidos prematuros e possivel formacdo de uma cepa persistente que prejudique a
colonizagcao normal de outros micro-organismos.

Por isso, a capacidade de lactobacilos em estimular a resposta imune em
sua forma morta tem sido estudada, e atualmente existem preparacdes contendo
micro-organismos nao viaveis no mercado (Taverniti, Guglielmetti, 2011). S&o os
chamados paraprobidticos ou probidticos fantasmas, formados por componentes da
parede celular como o0s peptideoglicanos, lipopolissacarideos (LPS) e partes
citoplasmaticas, que, quando administrados oral ou topicamente, em quantidades
adequadas, conferem beneficios ao consumidor, seja ele animal ou humano.
Produtos contendo paraprobidticos sao relativamente mais faceis de padronizar,
armazenar, teriam tempo de prateleira mais longo, sem a alteracdo da sua atividade
apoOs passagem pelo pH acido do estdmago. Além disso, a utilizacdo de bactérias
nao viaveis poderia aumentar a gama de micro-organismos considerados para
atividade probidtica. Uma quantidade desconhecida de células mortas pode estar
presentes nas preparacfes probidticas convencionais, exercendo também um papel
biol6gico (Adams, 2010). Os paraprobidticos, ao invés de pronunciados efeitos
antimicrobianos, apresentam importantes efeitos imunomoduladores que agem

interferindo na producgéo de IgE, 1gG, e regulando a acdo de T helper (Th) 1 e 2. A
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interacao direta do micro-organismo com o hospedeiro baseada na capacidade das
células humanas reconhecerem componentes ou produtos bacterianos especificos
independe da viabilidade microbiana (Taverniti, Guglielmetti, 2011).

Receptores para varios componentes microbianos sao expressos na
superficie epitelial e parecem ter papel importante na transducao do sinal intracelular
que leva a producdo de mediadores inflamatérios. Paraprobiéticos também afetam
tais vias de sinalizacdo ligando-se a receptores toll-like de maneira agonista,
reduzindo a resposta inflamatdria, que estaria exacerbada em sua auséncia (Kataria
et al., 2009).

Frente a necessidade de novas alternativas terapéuticas e adjuvantes para
periodontite, a possibilidade de tratar doencas bucais com um meétodo natural, nao
invasivo e nao estressante tem apelo importante, e pode prevenir problemas
relacionados com tratamentos farmacoldgicos, como a resisténcia antibidtica. Frente
a necessidade de novas alternativas terapéuticas ou adjuntas ao tratamento para
doenca periodontal, e ao sucesso do uso de L. reuteri em alguns estudos clinicos,
levantamos a hipdtese de que paraprobioticos derivados de L. reuteri podem
também ser efetivos em casos de infeccao por P. gingivalis. O estudo dos efeitos do
lactobacilo vivo, morto e de seus produtos pode esclarecer mecanismos de acéo do
probidtico, e possibilitar o uso comercial de outras preparacdes, dado que o0s

paraprobioticos teriam producao facilitada e maior tempo de prateleira.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antimicrobianos e imunomodulatérios de Lactobacillus

reuteri em osteoblastos e Galleria mellonella desafiados por P. gingivalis

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar a atividade antimicrobiana de L. reuteri (ATCC 5289 associado a
ATCC 17938) em sua forma viva, morta e sobrenadante sobre P.
gingivalis;

b) Analisar os efeitos de Lactobacillus reuteri em sua forma viva, morta e
sobrenadante na curva de sobrevivéncia e densidade hemocitaria de
Galleria mellonella, apos infeccdo por Porphyromonas gingivalis;

c) Analisar os efeitos das preparacbes de Lactobacillus reuteri sobre
viabilidade celular, niveis de éxido nitrico, IL-13, IL-6, IL-17 e TNF-a em
células osteoblasticas infectadas por LPS de Porphyromonas gingivalis in

vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Lactobacillus reuteri

Neste estudo foi utilizado L. reuteri Prodentis® (ATCC 5289 associado a
ATCC 17938). Para ativagao desse micro-organismo, um comprimido da preparagéao
comercial Periobalance (Sunstar, Central Road, Schaumburge, lllinois, EUA) foi
diluido em 10 mL de PBS estéril, por aproximadamente 10 min em Vortex. A
solucéo foi semeada pela técnica de esgotamento em Agar de Man Rogosa-Sharpe
(MRS) e cultivada em jarra de anaerobiose a 37°C por 3 dias, quando col6nias
isoladas foram confirmadas pela coloragéo de Gram.

Para o preparo do sobrenadante, a cepa foi incubada em caldo MRS a 37°C
por 24h, em anaerobiose. Apos este periodo foi realizada a suspensao padronizada
em PBS de 108 células/mL em espectrofotometro (DO= 1, em absorbancia e
comprimento de onda de 570nm). Posteriormente, 1 mL da suspensao padronizada
foi transferida para um tubo falcon contendo 6 mL de caldo MRS, que foi incubado
por 24h, quando foi acrescentado 300mM de glicerol, procedendo-se incubacgéo por
mais 3h. Para o preparo do sobrenadante, as células foram entédo centrifugadas em
4000 rpm por 10 min (McCabe et al.,, 2013), e o sobrenadante foi recolhido e
esterilizado com filtro de membrana com poros de didmetro de 0,22um (Kang et al.,
2011). Parte do sobrenadante recolhido teve o pH ajustado em 6,5 com NaOH, para

eliminar os possiveis efeitos do 4cido lactico sobre P. gingivalis.

3.2 Porphyromonas gingivalis

Foi utilizada cepa de P. gingivalis (ATCC 33277) para os testes de atividade
antimicrobiana e todos os ensaios em G. mellonella.
Para ativacdo, a cepa de P. gingivalis foi cultivada em meio de Fastidious

Anaerobe Agar (FAA) como base para o agar sangue (com sangue de carneiro



desfibrinado) suplementado com 0,1% de hemina e menadiona, em estufa
bacteriolégica a 37°C em jarra de anaerobiose, com gerador e indicador de
anaerobiose durante sete dias. O micro-organismo foi padronizado em PBS a uma
concentracdo de 108 células/mL em espectrofotometro (DO= 1, em absorbancia e
comprimento de onda de 660nm), e esta foi utilizada no experimento de atividade

antimicrobiana.

3.3 Atividade antimicrobiana- Teste de diluicdo em caldo

A atividade antibacteriana foi avaliada baseando-se na metodologia proposta
por Lin X et al. (2015) com algumas alteragoes.

Foram preparadas suspensdes padronizadas de 102 células/ml de P.
gingivalis,L. reuteri e também de sobrenadante de L. reuteri conforme descrito nos

itens 3.1 e 3.2. Os seguintes grupos foram avaliados:

a) Grupo LV + PG (L. reuteri vivo + P. gingivalis): 250 uL da suspenséao
padronizada de P. gingivalis e 250 ul da suspensdo padronizada de L.
reuteri foram adicionados juntamente em tubos falcon contendo 1,5 mL de
caldo Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI);

b) Grupo LS + PG (Sobrenadante de L. reuteri + P. gingivalis): Para
determinar a atividade antibacteriana do sobrenadante da cultura de L.
reuteri, 250 yL da suspensao padronizada de P. gingivalis e 250 uL do
sobrenadante da cultura de L. reuteri foram adicionados juntamente em
tubos falcon contendo 1,5 mL de caldo BHI;

c) Grupo LSA + PG (Sobrenadante ajustado + P. gingivalis): 250 uL da
suspensao padronizada de P. gingivalis e 250 yL do sobrenadante da
cultura de L. reuteri (com pH ajustado a 6,5 com NaOH, para eliminar os
possiveis efeitos do &cido lactico sobre P. gingivalis) foram adicionados

juntamente em tubos falcon contendo 1,5 mL de caldo BHI;
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d) Grupo CPG (controle de P. gingivalis) 250 yL da suspensao padronizada
de P. gingivalis e 250 pyL de PBS foram adicionados em 1,5 mL de caldo
BHI;

e) Grupo CLV (controle de L. reuteri vivo): 250 pL da suspensao
padronizada de L. reuteri e 250 yL de PBS foram adicionados em 1,5 mL
de caldo BHI.

Todos os tubos foram incubados em anaerobiose a 37°C por 72h, ap6s o
qué foram realizadas diluicdes seriadas decimais das culturas, e aliquotas de 100 L
foram semeadas em placas de Petri contendo meios de cultura apropriados (agar
sangue — AS suplementado com hemina e menadiona para P. gingivalis e MRS para
L. reuteri). As placas foram incubadas em anaerobiose por 48 h, para L. reuteri e por
7 dias para P. gingivalis. Apos este periodo, as col6nias foram contadas para o
céalculo de unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL). Para todos 0os grupos

foi utilizado n=10.

3.4 Galleria mellonella

3.4.1 Grupos experimentais

Grupos experimentais e numero de lagartas utilizadas por experimento em

modelo de G. mellonella (Quadro 1).
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Quadro 1 — Divisédo de grupos e quantidade de G. mellonella utilizada

Curva de | Densidade

Grupo Experimental oA oo
sobrevivéncia | hemocitaria

Infeccéo por P. gingivalis (15 lagartas para cada -
concentracdo — 10* a 108 - estudo de |75
susceptibilidade

Infeccdo por L. reuteri (15 lagartas para cada -
concentracdo — 10* a 108 - estudo de |75
susceptibilidade

Interagdo L. reuteri e P. gingivalis (LV + PG) 30 18

Interacdo sobrenadante de L. reuteri e P. 30 18

gingivalis (LS + PG)

Interagcdo L. reuteri morto e P. gingivalis (LM + 18
30

PG)

Caldo MRS + glicerol e P. gingivalis (MRS+PG) 30 18

PBS e L. reuteri (CLV) 30 18

PBS e P. gingivalis (CPG) 30 18

Controle PBS (PBS) 30 18

TOTAL para cada experimento 285 126

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.2 Estudo de susceptibilidade e curva de sobrevivéncia de G. mellonella a

infeccdo por L. reuteri e P. gingivalis

Antes do estudo da interacdo de P. gingivalis e L. reuteri, foi realizada uma
analise da susceptibilidade de G. mellonella & infeccdo por esses micro-organismos
para determinacdo da concentracdo subletal a ser utilizada nos experimentos. Para
isso, foram inoculadas em G. mellonella suspensdes padronizadas de P. gingivalis

ou L. reuteri nas concentracbes de 10* a 10® células/mL, na ultima prolegue
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esquerda. Para cada concentragcdo, um inéculo de 10pL foi injetado em um grupo de
15 lagartas.

Antes da inoculacéo, as seringas (Hamilton Inc., EUA) utilizadas para as
injecBes foram esterilizadas com &cido peracético de acordo com as instruges do
fabricante. Os animais foram acondicionados em placas de Petri e incubados a 37°C
no escuro. Diariamente, durante 7 dias, o numero de larvas mortas foi anotado.
Foram consideradas mortas as larvas que ndo apresentarem nenhum movimento ao
toque por uma pingca metalica. Os animais mortos, assim que identificados, foram
removidos do grupo (Figura 1).

ApoGs a determinacdo das concentracfes ideais de P. gingivalis e L. reuteri,

passou-se ao estudo das interacgdes.

Figura 1 — Lagartas escurecidas devido a infeccdo com P. gingivalis

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um indculo de 10yl da suspensao padronizada de células, sobrenadante ou
L. reuteri morto foram inoculados na ultima prolegue direita, 2h antes da inoculacéo
da suspensao padronizada de P. gingivalis, na ultima prolegue esquerda. Para 0s
grupos com infec¢do por um unico micro-organismo, 10uL da suspensao do micro-
organismo foram inoculados na ultima prolegue esquerda e o mesmo volume de
PBS ou caldo MRS na dultima prolegue direita. Para cada micro-organismo foi

utilizada uma seringa Hamilton. A limpeza da agulha e da parte interna da seringa foi
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realizada a cada 5 injecbes e o0 numero de animais mortos durante 7 dias foi
avaliado.

Para o teste de sobrevivéncia de G. mellonella, suspensdes de P. gingivalis
e/ou de L. reuteri foram injetadas em 15 lagartas por grupo. Todo o experimento foi
realizado em duplicata.

3.4.3 Densidade hemocitéaria

Trés lagartas de cada grupo foram incubadas em estufa bacteriologica a
37°C durante 3h apos a ultima injecédo. A seguir, foi realizada uma inciséo no sentido
longitudinal da lagarta, entre os pares de prolegues, estendendo-se da primeira a
ultima prolegue. A hemolinfa extravasada foi coletada em eppendorfs de 2 mL e
diluida em soro fisiolégico de inseto (4,38 g de NaCl, 186,4 mg de KCI, 7,87 g de
Tris—HCI, 18,61 g de EDTA e 4,11 g citrato de sédio em dH20, pH 6.9) na proporcéo
de 1:10. As células hemocitarias foram contadas utilizando um hemocitémetro.
Cada amostra contou com um pool de 3 lagartas, e foram realizadas trés réplicas,

totalizando 9 lagartas por grupo.

3.5 Cultura de osteoblastos

Foi utilizada linhagem celular MG-63 (Osteossarcoma humano). As células
foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), mantido em frascos de cultivo celular,
incubadas em estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, com 5% de
CcO2.

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e quando foi observado estado de
confluéncia das células, caracterizado pela ocupacdo de mais de 70% do frasco, as
células foram utilizadas nos testes. Para tanto, a monocamada de células foi

desagregada do assoalho do frasco de cultura com auxilio de solug¢éo de tripsina a



37°C por 5 min. As células suspendidas foram centrifugadas por 5 min a 3000rpm.
Foi realizado o teste de exclusédo pelo azul de Trypan, e o niUmero de células viaveis
foi quantificado pelo contador celular.

Para os testes, em microplacas de 24 pocos foi adicionado meio DMEM +
10% de SFB contendo 2x10* células/mL de MG-63 viaveis por pogo. As placas
foram incubadas (37°C, com 5% de CO3y) por 24 h para que ocorresse aderéncia
celular. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com
PBS, e tratadas com L. reuteri vivo, morto (na propor¢éo de 1:25 e 1:100 células de
L. reuteri/osteoblasto) ou o sobrenadante (ndo ajustado, no mesmo volume utilizado
nos grupos com L. reuteri vivo ou morto) de acordo com a condigdo experimental.

Duas horas e meia ap0s o tratamento, o meio foi removido, os pocos foram
lavados com D-PBS e foi acrescentado o LPS de Porphyromonas
gingivalis (InvivoGen, San Diego, EUA) na concentracao de 10ug/mL em cada poco,
juntamente com 2% de gentamicina (Schering-Plough S/A, Sdo Paulo, Brasil). As
placas foram incubadas por 24h (37°C e 5% de COy), quando o sobrenadante foi
coletado e armazenado sob refrigeracédo (-20°C) para posterior quantificacdo de IL-
1B, TNF-qa, IL-6, IL-17, pelo teste imunoenzimatico (ELISA), e dos niveis de 6xido

nitrico avaliados, indiretamente pela reacao de Griess.

Foram avaliadas oito condicfes experimentais:

a) Controle positivo - cultura somente de osteoblastos (C);

b) Controle negativo - cultura de osteoblastos + LPS de P. gingivalis (CLPS);

c) Osteoblastos + L. reuteri vivo (25:1)+ LPS de P. gingivalis (LV 25);

d) Osteoblastos + L. reuteri vivo (100:1) + LPS de P. gingivalis (LV 100);

e) Osteoblastos + L. reuteri morto (25:1)+ LPS de P. gingivalis (LM 25);

f) Osteoblastos + L. reuteri morto (100:1)+ LPS de P. gingivalis (LM 100);

g) Osteoblastos + L. reuteri sobrenadante (5ul)+ LPS de P. gingivalis (LS
5ul);

h) Osteoblastos + L. reuteri sobrenadante (20ul)+ LPS de P. gingivalis (LS
20 ul).

O n foi igual a 5 para todos os grupos, com duplicata em todos os testes.
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3.5.1 Avaliagéo de viabilidade celular

Para o estudo da viabilidade celular, as células foram cultivadas em placas
de 24 pocos e avaliadas 24 h e 5 dias ap0s o tratamento com LPS de P. gingivalis.

Foi realizada andlise da atividade mitocondrial das células viaveis pelo
método de reducdo do brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-yl) 2,5-difeniltetrazélio (MTT)
em formazinha. A solucdo de MTT foi preparada a partir da suspenséo de 0,5 mg do
p6 de MTT em 1 mL de Phosphate Buffer Saline (PBS) estéril. Foram adicionados
100 pL/poco da solucéo de MTT e as placas foram incubadas (37°C, com 5% de
COy) por 1 h, abrigadas da luz. Posteriormente, esta solugéo foi descartada e foram
adicionados 100 pL/poco dedimetilsulfoxido (DMSO) para expor o0s cristais de
formazina produzidos, apds absorcédo do sal de MTT, por células viaveis. Apos
incubacéo de 10 min e agitacao, por igual periodo, a absorbancia dos pocos foi lida
em leitora de microplacas com comprimento de onda de 570 nm. As densidades
opticas (DO) obtidas foram convertidas em percentual de viabilidade celular

empregando-se a seguinte formula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle

3.5.2 Producao de 6xido nitrico

A producédo de oOxido nitrico nos sobrenadantes da cultura de osteoblastos,
24 h e 5 dias apdés o desafio com LPS, foi determinada indiretamente pela
concentracdo de nitrito detectada pelo reagente de Griess. Em uma placa de 96
pocos, foram acrescentados 50 pL do reagente e 50uL das amostras dos
sobrenadantes. Apos 10 min a leitura foi realizada no leitor de microplacas com
comprimento de onda de 570 nm. Para o calculo da concentracdo, foram utilizadas
amostras padrdo de nitrito de 23 pg/mL a 0,72 pg/mL, constituindo uma curva-

padréo.
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3.5.3Ensaio Imunoenzimético ELISA

Placas de microtitulacdo de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpos
de captura anti- IL-18, TNF-a, IL-6, IL-17, e mantidas overnight em temperatura
ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20
(PBS-T) e foram bloqueadas com soro de albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1h.
Apds, as placas foram lavadas com PBS-T e receberam os sobrenadantes da
cultura de células (100 uL por poco) e os padrdes das citocinas com concentracdes
conhecidas (curva-padrao). Os testes foram realizados em duplicata. Ap6s duas
horas, as placas foram lavadas (PBS-T) e foram acrescentados anticorpos de
deteccdo marcados com biotina. Apds 2 h, a reacédo foi revelada com solucéo
contendo substrato cromogénico e peroxido de hidrogénio. A reacao foi bloqueada
apos 20 min com &acido sulfurico 2 N. As densidades opticas (DO) foram lidas no

leitor de microplacas com comprimento de onda de 480 nm.

3.6 Analise estatistica

De acordo com a normalidade da amostra foram utilizados o teste
paramétrico (ANOVA) ou nao paramétrico (Kruskal-Wallis) para detectar diferencas
nas amostras. Para os experimentos de sobrevivéncia em G. mellonella foi realizada
a curva de sobrevivéncia e estimativa das diferencas pelo método de Log-rank

(Mantel-Cox). Em todos os testes, foi considerado nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana-Teste de diluicdo em caldo

ApoOs a interacdo das suspensdes foi realizada a contagem de UFC/mL em
agar. Todos os dados foram submetidos a andlise estatistica (teste t, ANOVA)
conforme as figuras:

Na Figura 2a podemos observar o percentual de reducdo de colonias de P.
gingivalis em contato com L. reuteri. Houve uma reducao de 71,49% no grupo LSA +
PG, 76,81% no grupo LS + PG e 86,6% no grupo LV+ PG em comparacéo ao grupo
controle CPG.

Ja na Figura 2b verificamos o resultado da ANOVA (F= 9,288; grau de
liberdade (gl)= 3; p= 0,0001) e teste de Tukey. A contagem de UFC/ml no grupo
CPG [10.43 UFC/ml (log)] foi significantemente maior em relacdo ao grupo LV+PG
(9,93 logio) (teste de Tukey — p<0,05) e grupo LS+PG [10 UFC/ml (log)] (teste de
Tukey — p<0,05). Ja o grupo LSA+PG [10,20 UFC/ml (log)] demonstrou uma

diminuicdo nédo significante em relacdo ao controle (teste de Tukey — p>0,05).

4.2 Estudo da susceptibilidade de G. mellonella a infec¢céo por L. reuteri e P.

gingivalis

Apoés sete dias de infeccdo por L. reuteri, em todas as concentracfes
testadas (10* a 108), as lagartas demostraram 100% de sobrevivéncia, comprovando
gue este micro-organismo ndo causa toxicidade alguma as lagartas. A concentracao
escolhida para avaliacdo da curva de sobrevivéncia foi a de 108 células/ml de L.

reuteri e 108 células/ml de P. gingivalis (Figura 3).
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Figura 2- a) Percentual de reducédo de P. gingivalis nos diversos grupos, em relagao
ao controle; b) Média e erro padrdo e dos dados de UFC/mL (Log) de P. gingivalis

apos em interacdo em caldo BHI.
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Legenda: CPG- Controle de P. gingivalis, LV- L. reuteri vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LSA-

Sobrenadante ajustado L. reuteri, PG — P. gingivalis

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3- Curva de sobrevivéncia G. mellonella apds infeccdo com diferentes

concentracdes de P.gingivalis
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Estudo da interacao entre P. gingivalis e L. reuteri em G. mellonella

A sobrevivéncia foi observada durante 7 dias e a Figura 4 ilustra os
resultados. Apds o periodo de infec¢cdo observou-se no grupo CPG uma taxa de
mortalidade de 100% durante o periodo, comparado com a taxa de 42,57% de
mortalidade do grupo LV+PG e 26,32% LM+PG. L. reuteri vivo aumentou 57,43% e
morto aumentou 73,68% a taxa de sobrevivéncia de G. mellonella, com uma
diferenca estatistica significante entre estes grupos e o grupo CPG (Log-
rank/Mantel-cox, p<0,001, gl=1). No entanto, ndo houve diferenca entre o grupo
LS+PG e CPG (Log-rank/Mantel-cox, p=0,086, gl=1), ou entre os grupos LM+PG e
LV+PG entre si (Log-rank/Mantel-cox, p=0,49, gl=1). Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos LS + PG e MRS + PG (Log-rank/Mantel-cox, p=0,4904, gl=1).

Figura 4- Curva de sobrevivéncia de G. mellonella no grupo em que houve interagcéao
entre L. reuteri vivo (LV+PG), L. reuteri morto (LM+PG) e sobrenadante com P.

gingivalis (LS+PG) e no grupo controle negativo (CPG), apenas com injecao de P.

gingivalis
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Legenda: CPG- Controle de P. gingivalis, LV- L. reuteri vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L.
reuteri morto, PG — P. gingivalis
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Densidade Hemocitaria

A concentracdo escolhida para avaliagdo da densidade hemocitaria foi a de
107 células/ml de L. reuteri e de P. gingivalis. O grupo CLV estimulou em 29,64% a
producdo de hemocitos de G. mellonella (4,81x10°%cel/ml), quando comparado ao
grupo controle PBS (3,71x10°cel/ml), apesar de ndo haver diferenca estatistica
significante (Figura 5).

Figura 5- Médias e erro-padrdo da contagem de hemdcitos de G. mellonella,
comparacao entre os grupos controle CLR e PBS

1

Contagem hemécito (107 cells/mL)

Legenda: CLV- Controle de L. reuteri vivo, PBS- Controle de lagartas somente com solu¢do tampéao
Fonte: Elaborado pelo autor.

A média e erro padrdo da quantidade de hemdcitos presentes na hemolinfa
das lagartas, nos grupos CPG (1x10°cel/ml), LV+PG (4,53x10°cel/ml, aumento de
353% na producdo de hemdcitos, em comparacdo ao grupo CPG), LM+PG
(2.14x10°cel/ml, aumento de 114%, em comparacdo ao grupo CPG) e LS+PG
(2,36x10°cel/ml, aumento de 136%, em comparacdo ao grupo CPG) podem ser
observados na Figura 6. A forma viva de L. reuteri € capaz de causar

imunomodulagdo em G. mellonella, aumentando a quantidade de hemadcitos quando
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comparados ao grupo CPG, j& as células mortas e o sobrenadante ndo obtiveram
diferenca estatistica (Figura 6).

Figura 6- Média e erro padrdao da contagem de hemdcitos de G. mellonella,
comparacao entre 0S grupos.
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Legenda: CPG- Controle de P. gingivalis, LV- L. reuteri vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L.
reuteri morto, PG — P. gingivalis.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Viabilidade celular e Oxido Nitrico

Tanto a estimulacdo com LPS de P. gingivalis quanto o tratamento com L.
reuteri ndo foram téxicos ou diminuiram a viabilidade celular dos osteoblastos, pois
nao houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos avaliados (Figura 7).

Todos os valores encontrados no teste de 6xido nitrico ficaram abaixo da
curva padrao de nitrito, 0 que demonstra que ndo houve producédo de Oxido nitrico
por nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 7- Média e erro padréo da porcentagem de viabilidade celular ap6s 24h. a)
concentracdo de 1:25 células de L. reuteri/osteoblasto; b) 1:100células de L.

reuteri/osteoblasto
a b 140 MTT 24h 1:100
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Legenda: C- Controle de células, CLPS — Controle de células e LPS de P. gingivalis, LV- L. reuteri
vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L. reuteri morto.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Citocinas inflamatoérias

A secrecdo de TNF-a foi estatisticamente menor nos grupos tratados com L.
reuteri, em sua forma morta ou sobrenadante quando comparada ao grupo controle
de LPS de P. gingivalis, tanto na proporcao de 1:25 (Figura 8a; F= 4,587; gl= 4; p=
0,0034) quanto na proporcdo de 1:100 osteoblastos/L. reuteri (Figura 8b; H=21,49;
p= 0,0003), assim como nos dois volumes utilizados de sobrenadante, 5 e 20pl
(Figura 8). Interessantemente, apenas o tratamento com L. reuteri vivo ha proporcao
de 1:25 (e ndo na proporcao 1:100) reduziu os niveis de TNF-a em comparacao ao

controle com LPS.
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Figura 8- Média e erro padrdo da quantificacdo de TNF-a; a) concentracdo de 1:25
células de L. reuteri/osteoblasto; b)1:100 células de L. reuteri/osteoblasto, e

comparacao entre os grupos. Comparagao entre 0s grupos
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Legenda: C- Controle de células, CLPS — Controle de células e LPS de P. gingivalis, LV- L. reuteri
vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L. reuteri morto.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em nenhum dos grupos tratados com L. reuteri e suas preparacoes, na
proporcao de 1:25 osteoblastos/L. reuteri, verificou-se reducdo significante de IL-1f,
guando comparados ao grupo controle de LPS de P. gingivalis resultado da ANOVA
(F= 2,194; gl=3; p= 0,0848). Apenas o sobrenadante, no volume de 20 pl, reduziu
significantemente a secrecdo da citocina quando comparada ao grupo controle de
LPS resultado da ANOVA (F= 3,2; gl= 4; p= 0,0214) (Figura 9).
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Figura 9- Média e erro padrado da quantificagdo de IL-1B. a) concentracdo de 1:25
células de L. reuteri/osteoblasto; b) 1:100 células de L. reuteri/osteoblasto e

comparacao entre os grupos. Comparagado entre 0s grupos
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Legenda: C- Controle de células, CLPS — Controle de células e LPS de P. gingivalis, LV- L. reuteri
vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L. reuteri morto.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A secrecao de IL-6 foi estatisticamente menor em todos 0s grupos tratados
com L. reuteri morto e sobrenadante, independente da proporc¢éo (1:25 H= 32,14, p=
<0,0001; 1:100 H= 3937; p= <0,0001), quando comparados ao grupo controle de
LPS de P. gingivalis e ao controle s6 de células. Os grupos tratados com L. reuteri
vivo ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacdo aos grupos controle
(Figura 10).
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Figura 10- Média e erro padrdo da quantificacdo de IL-6. a) concentracdo de 1:25
células de L. reuteri/osteoblasto; b)1:100 células de L. reuteri/osteoblasto e

comparacao entre 0s grupos
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Legenda: C- Controle de células, CLPS — Controle de células e LPS de P. gingivalis, LV- L. reuteri
vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L. reuteri morto.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

N&ao houve diferenca com relacdo aos valores de IL-17 em nenhum dos
grupos tratados com L. reuteri, quando comparados ao grupo controle de LPS de P.
gingivalis, na proporcdo de 1:25 resultado da ANOVA (F= 4,05; p= 0,0069; gl=3)
assim como com o0 volume de 5 pl do sobrenadante. O mesmo ocorreu com o
tratamento com L. reuteri vivo e morto na propor¢ao de 1:100. Ja o volume de 20 ul
resultado da ANOVA (F= 7,017; p= 0,0002) conseguiu diminuir estatisticamente a
secrecdo da citocina quando comparada ao grupo controle de LPS. Os grupos
controle somente de células e o grupo controle LPS também apresentaram diferenca

estatistica entre si (Figura 11).
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Figura 11- Média e erro padrdao da quantificacdo de IL-17. a) concentracdo de
1:25células de L. reuteri/osteoblasto; b)1:100 células de L. reuteri/osteoblasto e

comparacao entre 0s grupos
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Legenda: C- Controle de células, CLPS — Controle de células e LPS de P. gingivalis, LV- L. reuteri
vivo, LS- Sobrenadante de L. reuteri, LM - L. reuteri morto.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Embora probiéticos sejam bactérias que conferem beneficios ao hospedeiro
(Sanders, 2008), 0 seu uso nédo € isento de riscos (Zhang Y et al., 2014). Por isso,
propusemos estudar os efeitos da preparacdo probibtica, paraprobibtica, assim
como o sobrenadante de L. reuteri. Além disso, estudar os efeitos separadamente
da estrutura bacteriana e de seus produtos permite o melhor entendimento dos
efeitos da bactéria viva.

No estudo da atividade antimicrobiana foram avaliados os efeitos diretos das
células de L. reuteri sobre P. gingivalis e também os efeitos anti- P. gingivalis do
sobrenadante da cultura de L. reuteri, sem e com ajuste de pH, para avaliar a
interferéncia da acidez e também dos produtos do sobrenadante na inibicdo dos
micro-organismos. Houve reducdo na contagem de UFC/mL de P. gingivalis apés
interacdo com as células de L. reuteri viaveis, bem como na interacdo com o0
sobrenadante sem ajuste do pH. O sobrenadante que teve o pH ajustado para 6,5
nao apresentou efeito inibitério sobre P. gingivalis. Pode-se considerar, frente a esse
resultado, que o meio acido é essencial para o efeito inibitério do sobrenadante,
diferentemente dos demais produtos. A literatura tem mostrado a importancia do
ambiente acido nas interacfes entre L. reuteri e outros micro-organismos. Sdéderling
et al. (2011) por exemplo, estudaram os efeitos das cepas de L. rhamnosus GG, L.
plantarum 299V e L. reuteri PTA 5289 e SD2112 sobre a formacéo de biofilmes de
S. mutans. Todas as cepas analisadas diminuiram a formacdo de biofilme por S.
mutansin vitro e a atividade antimicrobiana foi dependente do pH da cultura dos
probidticos.

A reuterina  (B-hidroxi-propionaldeido) é um pequeno composto
antimicrobiano, produzido pelo L. reuteri, que possui atividade antimicrobiana para
uma gama de patdgenos incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
leveduras e protozoarios. A reuterina inibe a atividade de ribonucleotideo redutase in
vitro, € uma vez que a ribonucleotideo redutase catalisa o primeiro passo na sintese
de DNA, esta € provavelmente a razdo para o amplo espectro antimicrobiano da
reuterina (Talarico, Dobrogosz, 1989). A atividade da reuterina € influenciada pela

temperatura, mas néo pelo pH (Rasch, 2002). Uma limitagdo desta pesquisa foi néo
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termos isolado a reuterina para avaliar sua atividade antimicrobiana contra P.
gingivalis.

O ensaio da atividade antimicrobiana mostra que o sobrenadante do L.
reuteri foi tdo eficaz em inibir P. gingivalis quanto a bactéria viva. Tais resultados
evidenciam que a reducédo da atividade microbiana ndo ocorre pela competicao
bacteriana, mas sim pelos produtos produzidos pelo probidtico.

Ha uma grande tendéncia em se reduzir o numero de animais experimentais
utilizados em laboratoério, assim como aumentar o seu conforto e reduzir a dor. Para
isso, cada vez mais se procura um modelo bioético para substitui-los, como o
modelo de invertebrado. O uso da espécie Galleria mellonella tem se tornado uma
alternativa de modelo experimental aos tradicionais mamiferos. As lagartas sao de
facil manutencdo e manipulagéo, vivem em temperatura de 37°C semelhante aos
mamiferos. Possuem estrutura similar aos mamiferos também, com uma substancia
parecida com o sangue, a hemolinfa, a qual € composta de células responsaveis
pela imunomodulacédo do invertebrado (Le et al., 2009; Hughes et al., 2010; Cook,
McArthur, 2013) .

No presente estudo, foi inoculada a bactéria P. gingivalis em modelo
invertebrado de G. mellonella para o estudo in vivo das interacbes com diferentes
formulacdes de L. reuteri. Como ndo ha estudos na literatura sobre a inoculacéo
deL. reuteriemG. mellonellacomo modelo experimental, avaliou-se a
susceptibilidade de G. mellonella & infeccédo por L. reuteri antes do estudo com P.
gingivalis, e houve 100% de sobrevivéncia.

As lagartas de G. mellonella se apresentavam mais lentas e escurecidas
ap6s a inoculacdo do micro-organismo patogénico e ao final de 7 dias todas
estavam mortas na concentracdo de 108células/mL. Esta concentracdo foi definida
em estudo de susceptibilidade, por ser uma quantidade letal para o modelo de
invertebrado. Para se evitar o favorecimento de uma ou outra espécie bacteriana,
também utilizamos 108células/mL de L. reuteri para o estudo da curva de
sobrevivéncia.

O grupo controle somente com caldo MRS obteve 100% de sobrevivéncia,
indicando que o caldo MRS é in6cuo para G. mellonella. A interacdo de P.
gingivalis com L. reuteri vivo e morto aumentou significativamente a sobrevivéncia,

57,43% no grupo de L. reuteri vivo (LV+PG) e 73,68% no grupo de L. reuteri morto
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(LM + PG). O grupo sobrenadante (LS+PG) nd&o aumentou significantemente a
sobrevida das lagartas.

Tanto o lactobacilo vivo (LV) como o paraprobiético (LM) demonstraram
efeito na sobrevivéncia das lagartas, entretanto o sobrenadante ndo apresentou a
mesma eficacia. No processo de imunomodulacdo avaliado pela sobrevivéncia, as
caracteristicas estruturais do L. reuteri sd&o mais importantes que as substancias que
ele produz.

A hemolinfa da G. mellonella contém células (hemdcitos) e peptideos
antimicrobianos capazes de imobilizar e matar microrganismos invasores. Estas
células, que sao fagocitos e executam funcdes semelhantes a macrofagos e
neutrofilos humanos, também circulam livremente na hemolinfa e nos tecidos para
reconhecer e fagocitar antigenos, incluindo micro-organismos invasores como virus
e bactérias, ou encapsular estruturas maiores como helmintos, e entdo destrui-los
(Cook, McArthur, 2013).

Foi realizada a contagem de hemdcitos, e apenas a presenca do lactobacilo
vivo levou a um aumento significativo destas células na interacdo com o patdgeno,
com diferenca estatistica quando comparado ao grupo CPG. No modelo de
invertebrado, a infeccdo de um patdogeno com alto grau de patogenicidade leva a
diminuicdo da quantidade de hemdcitos. Micro-organismos de alta viruléncia em
seres humanos possuem alta viruléncia nas lagartas, e o contrario também é
verdadeiro, micro-organismos de baixa viruléncia em mamiferos agridem menos
este invertebrado (Bergin et al., 2003). No grupo CPG, a quantidade de células de
defesa sofreu um decréscimo, 0 que se deve a alta patogenicidade da P.gingivalis.
O grupo CPG apresentava menor quantidade de hemdcitos que o grupo PBS e CLR,
demonstrando que o modelo experimental estava sob infeccdo. Na inoculacao
isoladamente do lactobacilo vivo (CLR), ndo houve alteracdo no numero de
hemdcitos revelando que L. reuteri ndo causou patogenicidade alguma a lagarta.
Apesar de tanto o lactobacilo vivo como a preparacdo paraprobidtica terem
aumentado a sobrevivéncia, apenas o lactobacilo vivo levou ao aumento do niamero
de hemdcitos.

Verificamos com este estudo que a densidade hemocitaria ndo é a Unica
responsavel pela resposta imune em G. mellonella, pois apesar de termos obtido

nesta analise diferenca estatistica somente com L. reuteri vidvel, na analise da curva
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de sobrevivéncia, o L. reuteri morto reduziu a taxa de mortalidade igualmente a
bactéria viva. Isso confirma que, na imunomodulacdo ha também a participacédo
humoral, dos peptideos antimicrobianos, e do processo de melaniza¢do, ndo sendo
0s hemacitos os Unicos responsaveis pelo aumento da sobrevida. A resposta celular
dos insetos inclui fagocitose, nodulagédo, e encapsulamento e a resposta imune
humoral consiste em diversos processos, incluindo a melanizagcédo, coagulacdo da
hemolinfa, e a producdo de inimeros peptideos antimicrobianos potentes em grande
escala (Hoffman, 1995).

O teste de viabilidade celular (MTT) demonstrou que o LPS de P. gingivalis e
as preparacoes de L. reuteri ndo foram toxicos as células e também néo interferiram
na proliferacdo celular. O lipopolissacarideo (LPS) € um componente da parede
celular de todos os micro-organismos Gram-negativos, sendo um dos mais
importantes estimulantes da resposta imune inflamatéria. Os LPS sé@o conhecidos
por induzir infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares, edema e dilatagéo vascular
em tecidos periodontais inflamados. Aléem disso, o LPS desempenha um papel
fundamental na destruicdo do tecido periodontal, incluindo a gengiva, o ligamento
periodontal e 0 0sso alveolar, através do estimulo da producédo de mediadores pro-
inflamatorios, tais como IL-18, IL- 6 e IL-17 (Page, 1991; Cross et al., 2004). Berklen
et al. (2007) demonstraram que IL-1B, TNF-a e IL-17 s&o produzidos pelo tecido
gengival saudavel em niveis baixos, mas sdo altamente elevados em periodontite.
Tanto a interleucina-1§ como o fator de necrose tumoral sdo citocinas pro-
inflamatorias envolvidas na inflamacao sistémica e causam morte celular apoptética,
proliferacédo celular e inflamacéo (Agarwal et al., 1995; Scheres et al., 2009).

Um estudo piloto foi realizado para avaliar qual seria a melhor concentracao
de LPS para estimular as células osteoblasticas. A literatura relata uma grande
variacdo de concentracdes capazes de estimular os osteoblastos, e foram testadas
entdo as quantidades de 500ng/mL, 1ug/mL, 5ug/mL e 10ug/mL (Kato et al., 2014).
Neste estudo optou-se pela concentracdo de 10ug/mL de LPS de P. gingivalis, a
mesma utilizada por Kato et al. (2014), pois foi a que estimulou a maior producéo de
IL-6 nas células osteoblasticas, ap6s 24h no estudo piloto. Dentre os grupos
testados, LPS foi capaz de aumentar significantemente somente a producéo de IL-

17 comparada ao grupo controle.
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Diferentes grupos celulares reagem de forma distinta a diferentes
concentragbes de LPS. Um estudo avaliou fibroblastos gengivais humanos com
diferentes concentracdes de LPS de P. gingivalis, e observaram que apenas as
concentragbes mais elevadas (1000 e 3000ng/ml) de LPS aumentaram a expressao
de interleucina IL-6 e IL-8 (Bozkurt et al., 2017).

Diversos trabalhos na literatura associam o uso de L. reuteri ou outros
lactobacilos a reducé@o de niveis de IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-17 em individuos
com gengivite/ periodontite (Twetman et al., 2009; Maekawa, Hajishegallis, 2014),
evidenciando os efeitos imunomoduladores do tratamento na inflamagéo periodontal.
O sobrenadante de L. reuteri ATCC PTA 5289 inibiu o TNF em 73% em comparacao
com o grupo controle (Jones, Versalovic, 2009). Este trabalho demonstrou que L.
reuteri vivo ndo obteve melhores resultados se comparado ao paraprobiético e ao
sobrenadante. Os efeitos do L. reuteri vivo foram iguais ao do L. reuteri morto in vivo
(exceto contagem de hemacitos) e em cultura celular. Na expressao de citocinas, L.
reuteri morto e o sobrenadante foram melhores que a bactéria viva. Sugere-se que a
estrutura bacteriana assim como o seu produto sao tao eficazes contra P. gingivalis
guanto L. reuteri vivo e devem ser avaliados em animais experimentais e ensaios
clinicos.

A criacdo de um produto paraprobidtico auxiliaria no tratamento da doenca
periodontal assim como o produto vivo, entretanto ndo confere qualquer risco para o
paciente. Este produto ainda teria maior tempo de armazenamento que o0s atuais

produtos com a bactéria viva, existentes no mercado.
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6 CONCLUSAO

Perante os resultados obtidos conclui-se que, neste modelo experimental:

a) Lactobacillus reuteri vivo e seu sobrenadante sem ajuste de pH possuem
efeito antimicrobiano em relagéo a Porphyromonas gingivalis;

b) Porphyromonas gingivalis é patogénica ao modelo de invertebrado
Galleria mellonella e Lactobacillus reuteri oferece uma acédo probidtica e
paraprobidtica na presenca da Porphyromonas gingivalis in vivo;

c) O paraprobidtico apresentou os mesmos efeitos que o lactobacilo viavel
na reducdo de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17), sendo
gue o paraprobidtico, diferentemente do lactobacilo vivo, reduziu
significantemente as quantidades de IL-6 e TNF-a com relagdo ao grupo
controle de LPS. As maiores reducbes nas citocinas estudadas foram
obtidas com o uso do sobrenadante;

d) Os efeitos antimicrobianos e imunomoduladores de L. reuteri nao
dependem da viabilidade celular, o que possibilita o desenvolvimento de
produtos sem a bactéria viva com efeitos semelhantes. Estudos em

vertebrados e clinicos sdo necessarios para confirmar esta hipétese.
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