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

RESUMO 

Os tratamentos mais usados para periodontite são a raspagem e aplainamento 
radicular, tratamento não cirúrgico, associado ou não ao uso de antimicrobianos. No 
entanto, novas terapias têm sido testadas com foco na modulação da resposta do 
hospedeiro. Alguns micro-organismos têm efeitos benéficos na saúde dos seres 
humanos, pois produzem efeitos antimicrobianos e anti-inflamatórios, os chamados 
probióticos. O presente trabalho avaliou o efeito antimicrobiano de Lactobacillus 
reuteri sobre Porphyromonas gingivalis e a influência deste probiótico em sua forma 
viva, morta (paraprobiótico) e sobrenadante em modelo de invertebrado Galleria 
mellonella, infectado por P. gingivalis. Posteriormente, foi determinada a viabilidade 
celular, níveis de óxido nítrico e de interleucina (IL)-1βb, IL-6, IL-17 e fator de 
necrose tumoral (TNF)- α, através do ensaio de ELISA em osteoblastos infectados 
por LPS de P. gingivalis in vitro. Os dados foram submetidos ao teste estatístico 
ANOVA, Kruskal-Wallis ou Log-rank (Mantel-Cox), com nível de significância de 
5%.L. reuteri e seu sobrenadante possuem a mesma atividade antimicrobiana. O 
probiótico viável e o morto apresentaram efeitos iguais na sobrevivência de G. 
mellonella e L. reuteri vivo foi o único que aumentou densidade hemocitária das 
lagartas. O probiótico e o paraprobiótico reduziram igualmente os níveis IL-1β, IL-6, 
TNF-α e IL-17, sendo que o paraprobiótico, diferentemente do lactobacilo vivo, 
reduziu significantemente as quantidades de IL-6 e TNF-α, com relação ao grupo 
controle de LPS. As maiores reduções das citocinas estudadas foram obtidas com o 
uso do sobrenadante. Conclui-se que os efeitos antimicrobianos e 
imunomoduladores de L. reuteri não dependem da viabilidade celular, o que 
possibilita o desenvolvimento de produtos sem a bactéria viva com efeitos 
semelhantes. Estudos em vertebrados e clínicos são necessários para confirmar 
esta hipótese.   

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]. São José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, São 
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)- 
α, 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-1β, IL-6, TNF-α and IL-17 cytokines, whereas paraprobiotic,
unlike living lactobacillus, significantly reduced the amounts of IL-6 and TNF-α,
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 
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1 INTRODUÇÃO 

A periodontite é uma doença multifatorial que acomete o tecido periodontal, 

devido à ação microbiana e resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro 

(Ebersole, Taubman, 1994). Em termos de saúde pública, o tratamento da doença é 

bastante dispendioso e está em quarto lugar entre os gastos mais onerosos 

relacionados à saúde nos países industrializados (Geier et al., 2007; Moyses, 2012). 

Várias bactérias estão envolvidas no processo, como Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Agregatibacter actinomycetemcomitans, entre outras. Elas 

interagem com o hospedeiro, causando liberação de mediadores químicos que 

determinam a destruição das estruturas periodontais, não só por meio da reabsorção 

óssea, mas também da inibição da formação óssea, que com o tempo pode 

acarretar na perda dentária (Loomer et al., 1994; Zhao et al., 2012).  

P. gingivalis é uma bactéria Gram-negativa, anaeróbia, e está muito

envolvida no processo de inflamação e destruição de tecidos periodontais. Apesar 

da etiologia da doença periodontal ser principalmente atribuída ao biofilme, a 

degradação tecidual é resultado, em parte, da ativação da resposta imuno-

inflamatória do hospedeiro (Salvi et al., 2005).  

A alta virulência de P. gingivalis se deve à sua capacidade de invadir o 

tecido periodontal e aos múltiplos lipídeos presentes em seu lipopolissacarídeo 

(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 proteolíticas 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 produção de citocinas pró-inflamatórias 

e provocando um atraso no recrutamento dos neutrófilos, o que permite sua 

proliferação (Yilmaz et al., 2002, 2004; Mao et al., 2007). Ao mesmo tempo, P. 

gingivalis  pode levar à ativação de neutrófilos, monócitos e macrófagos e, mais 
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tarde, de linfócitos que induzem a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como 

fator de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-6, IL-8 e IL-1β, metaloproteinase 

de matriz (MMP)-9 e MMP-8. Tais substâncias, por sua vez, induzem fibroblastos e 

células epiteliais à liberação de prostaglandinas na região do sulco gengival, levando 

a mais dano tecidual com estímulo da atividade osteoclástica (Okahashi et al., 2004; 

Le et al., 2009). P. gingivalis também interfere na adesão e diferenciação, diminui 

proliferação 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 inibição de fatores de 

transcrição, diminui a expressão de genes associados à matriz óssea, como 

colágeno tipo 1, osteocalcina e fosfatase alcalina, causando ainda a inibição da 

mineralização (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).  

Vários tratamentos têm sido utilizados para periodontite, indo desde a 

tradicional raspagem e aplainamento radicular (RAR), não cirúrgica, associada ou 

não ao uso de antimicrobianos e anti-inflamatórios, a terapias cirúrgicas, como 

retalhos, regeneração óssea guiada e uso de fatores de crescimento. O tratamento é 

principalmente focado na redução da carga microbiana, seja através da RAR ou pelo 

uso de antimicrobianos. Após o tratamento, existe uma mudança na microbiota 

subgengival, em que os micro-organismos são menos patogênicos e há uma 

predominância de bactérias Gram-positivas e aeróbias (Ximénez-Fyvie et al.,2000). 

No entanto, tal alteração é temporária e há o reestabelecimento da microbiota mais 

agressiva após semanas ou meses e o uso de antimicrobianos não 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 ingestão de alguns micro-organismos, 

designados probióticos (Devine, Marsh, 2009). Estes são definidos 

internacionalmente como micro-organismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (Sanders, 

2008). Estes benefícios são múltiplos, como estímulo do sistema imunológico, 

mantendo a microflora intestinal balanceada, redução de alergias infantis, auxílio no 

controle doença hepática (Brown, Valiere, 2004), melhora do efeito de algumas 
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drogas antineoplásicas (Baldwin et al., 2010) e em doenças bucais como cárie e 

periodontite (Koduganti et al., 2011; Salehi et al., 2014).  

Os principais grupos de probióticos são os pertencentes ao gênero 

Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus (Koduganti et al., 2011; Chatterjee et 

al., 2011; Gupta, 2011; Britton et al., 2014). Os lactobacilos são uma classe funcional 

de bactérias fermentadoras não patogênicas, não toxigênicas, Gram-positivas, 

caracterizadas por produzir ácido láctico a partir de carboidratos, tornando-as úteis 

para a fermentação de alimentos. Dentre as várias espécies de lactobacilos, 

podemos destacar o Lactobacillus reuteri que tem sido amplamente utilizado em 

ensaios clínicos. Embora os mecanismos exatos de ação de L. reuteri continuem 

sendo elucidados, pelo menos três possibilidades plausíveis são sugeridas: 1) 

secreção de bacteriocinas, reuterina e reutericiclina, que inibem o crescimento de 

uma ampla variedade de agentes patogênicos (Krasse et al., 2006); 2) capacidade 

de aderir em tecidos, competindo assim com bactérias patogênicas (Talarico et al., 

1988); 3) inibição de secreção de citocinas pró-inflamatórias (Vivekananda et al., 

2010). Além de produzir reuterina, L. reuteri forma seu próprio biofilme, competindo 

assim com microrganismos patogênicos, e ainda auxiliam na modulação da 

produção de TNF-α na presença e ausência de LPS, modulando resposta 

inflamatória (Jones, Versalovic, 2009). 

Teoricamente, restaurar e manter o número de bactérias benéficas 

utilizando-se probióticos seria interessante para o tratamento e prevenção das 

doenças periodontais (Teughels et al., 2013). Soma-se a isso o uso indiscriminado 

de antibióticos e o surgimento de micro-organismos resistentes. Além da atividade 

antimicrobiana e da competição com outras bactérias, os probióticos ainda poderiam 

modular a resposta do hospedeiro, sendo utilizados como adjuntos à terapia 

convencional. Por isso, na última década numerosos trabalhos foram publicados no 

intuito de esclarecer a ação dos probióticos nas doenças periodontais. Nestes 

estudos, o L. reuteri, com as cepas ATCC 55730 (e sua substituta DSM 17938, que 

não apresenta os plasmídeos que carregam a resistência à tetraciclina e lincomicina) 

e a ATCC PTA 5289, também denominada L. reuteri Prodentis (Biogaia, 2015), foi o 

probiótico mais utilizado.  

Os estudos avaliaram parâmetros clínicos e encontraram diminuição da 

profundidade de sondagem, índice de sangramento à sondagem, índice gengival e 
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índice de placa após 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 nível de inserção clínica (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 benefícios dos probióticos à saúde, eles são 

bactérias vivas, e a administração de organismos vivos não é isenta de riscos, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos (Kataria et al., 2009). Entre as 

preocupações associadas à administração de organismos vivos, revisadas por 

Kataria et al. (2009) estão: o alto risco de problemas em pacientes doentes 

(imunodeprimidos) ou muito jovens, fatores de virulência em cepas probióticas, 

disseminação de genes de resistência indesejados para populações de bactérias 

intestinais, início da resposta inflamatória, possíveis efeitos adversos em pacientes 

com dermatite atópica, aumento do risco de sepse, especialmente em recém-

nascidos prematuros e possível formação de uma cepa persistente que prejudique a 

colonização 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 preparações contendo 

micro-organismos não viáveis no mercado (Taverniti, Guglielmetti, 2011). São os 

chamados paraprobióticos ou probióticos fantasmas, formados por componentes da 

parede celular como os peptideoglicanos, lipopolissacarídeos (LPS) e partes 

citoplasmáticas, que, quando administrados oral ou topicamente, em quantidades 

adequadas, conferem benefícios ao consumidor, seja ele animal ou humano. 

Produtos contendo paraprobióticos são relativamente mais fáceis de padronizar, 

armazenar, teriam tempo de prateleira mais longo, sem a alteração da sua atividade 

após passagem pelo pH ácido do estômago. Além disso, a utilização de bactérias 

não viáveis poderia aumentar a gama de micro-organismos considerados para 

atividade probiótica. Uma quantidade desconhecida de células mortas pode estar 

presentes nas preparações probióticas convencionais, exercendo também um papel 

biológico (Adams, 2010). Os paraprobióticos, ao invés de pronunciados efeitos 

antimicrobianos, apresentam importantes efeitos imunomoduladores que agem 

interferindo na produção de IgE, IgG, e regulando a ação de T helper (Th) 1 e 2. A 
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interação direta do micro-organismo com o hospedeiro baseada na capacidade das 

células humanas reconhecerem componentes ou produtos bacterianos específicos 

independe da viabilidade microbiana (Taverniti, Guglielmetti, 2011). 

Receptores para vários componentes microbianos são expressos na 

superfície epitelial e parecem ter papel importante na transdução do sinal intracelular 

que leva à produção de mediadores inflamatórios. Paraprobióticos também afetam 

tais vias de sinalização ligando-se a receptores toll-like de maneira agonista, 

reduzindo a resposta inflamatória, que estaria exacerbada em sua ausência (Kataria 

et al., 2009). 

Frente à necessidade de novas alternativas terapêuticas e adjuvantes para 

periodontite, a possibilidade de tratar doenças bucais com um método natural, não 

invasivo e não estressante tem apelo importante, e pode prevenir problemas 

relacionados com tratamentos farmacológicos, como a resistência antibiótica. Frente 

à necessidade de novas alternativas terapêuticas ou adjuntas ao tratamento para 

doença periodontal, e ao sucesso do uso de L. reuteri em alguns estudos clínicos, 

levantamos a hipótese de que paraprobióticos derivados de L. reuteri podem 

também ser efetivos em casos de infecção por P. gingivalis. O estudo dos efeitos do 

lactobacilo vivo, morto e de seus produtos pode esclarecer mecanismos de ação do 

probiótico, e possibilitar o uso comercial de outras preparações, dado que os 

paraprobióticos teriam produção facilitada e maior tempo de prateleira. 
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6 CONCLUSÃO 

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 relação a Porphyromonas gingivalis;

b) Porphyromonas gingivalis é patogênica ao modelo de invertebrado

Galleria mellonella e Lactobacillus reuteri oferece uma ação probiótica e

paraprobiótica na presença da Porphyromonas gingivalis in vivo;

c) O paraprobiótico apresentou os mesmos efeitos que o lactobacilo viável

na redução de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-17), sendo

que o paraprobiótico, diferentemente do lactobacilo vivo, reduziu

significantemente as quantidades de IL-6 e TNF-α com relação ao grupo

controle de LPS. As maiores reduções nas citocinas estudadas foram

obtidas com o uso do sobrenadante;

d) Os efeitos antimicrobianos e imunomoduladores de L. reuteri não

dependem da viabilidade celular, o que possibilita o desenvolvimento de

produtos sem a bactéria viva com efeitos semelhantes. Estudos em

vertebrados e clínicos são necessários para confirmar esta hipótese.

. 
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