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RESUMO 
 
 

A doença periodontal, afecção crônica inflamatória multifatorial, está entre as 
principais doenças bucais que afetam a população mundial. Entre as bactérias 
associadas à periodontite, estão Fusobacterium nucleatum e Aggregactibacter 
actinomycetemcomitans. Novas terapias adjuntas ao tratamento convencional têm 
sido propostas para a doença periodontal, entre elas o uso de probióticos. Porém, seu 
uso não está isento de riscos, e uma alternativa para minimizá-los é inativar os micro-
organismos, mantendo suas propriedades benéficas, o que ocorre com os chamados 
paraprobióticos. Desse modo, são objetivos deste estudo avaliar os efeitos 
antimicrobianos de L. reuteri vivo, inativado pelo calor e seus produtos sobre F. 
nucleatum, A. actinomycetemcomitans e sobre as bactérias comensais, 
Streptococcus mitis e Streptococcus salivarius, além de estudar os efeitos da 
interação das preparações e periodontopatógenos em modelo de invertebrado. A 
atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada associando-se as bactérias patogênicas 
ou comensais a L. reuteri vivo, inativado ou sobrenadante. Após interação, as 
bactérias foram cultivadas em meio seletivo para contagem de unidades formadoras 
de colônias (UFC). No estudo em Galleria mellonella, após a infecção com as 
bactérias patogênicas e as preparações de L. reuteri, foi avaliada a curva de 
sobrevivência e densidade hemocitária. Os dados foram analisados com o teste 
estatístico apropriado, ao nível de 5%. Após interação bacteriana in vitro, S. salivarius 
reduziu o número de UFC de L. reuteri, enquanto que não houve interferência das 
outras bactérias. O probiótico foi mais eficiente em reduzir o crescimento das bactérias 
periodontopatogênicas e comensais, exceto para F. nucleatum onde a preparação do 
sobrenadante foi melhor. In vivo, o sobrenadante foi mais eficiente em aumentar a 
sobrevivência das lagartas quando infectadas por F. nucleatum. Entretanto, quando 
infectadas por A. actinomycetemcomitans, nenhuma das preparações aumentou a 
sobrevivência. Da mesma maneira, nenhuma das preparações aumentaram o número 
de hemócitos das lagartas após infecção por F. nucleatum e A. 
actinomycetemcomitans, apesar de todas resultarem em redução na contagem de 
colônias das bactérias periodontopatogênicas. Dessa forma, concluiu-se que tanto o 
probiótico quanto os produtos dele derivados apresentaram efeitos antimicrobianos e 
aumentaram a sobrevivência de G. mellonella quando infectada por F. nucleatum.  
 
 
Palavras-chave: Doenças periodontais. Probióticos. Fusobacterium nucleatum. 
Aggregactibacter actinomycetemcomitans. Lactobacillus reuteri.  
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ABSTRACT 
 
 

Periodontal disease, a chronic multifactorial inflammatory disease, is among the major 
oral diseases that affects the worldwide population. Among the bacteria associated 
with periodontitis are Fusobacterium nucleatum and Aggregactibacter 
actinomycetemcomitans. New therapies have been proposed for periodontal disease 
as adjunct to conventional treatment, including the use of probiotics. However, their 
use isn’t risk-free and an alternative to that is the inactivation of the microorganisms, 
maintaining their beneficial properties, which occurs with the paraprobiotics. Thus, the 
objective of this study is to evaluate the antimicrobial effects of living and heat-killed L. 
reuteri, and its products on F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans and on the 
commensal bacteria, Streptococcus mitis and Streptococcus salivarius, as well as to 
study the interaction of the preparations and periodontopathogens in an invertebrate 
model. In vitro antimicrobial activity was evaluated by associating the pathogenic or 
commensal bacteria to live, heat killed or L. reuteri supernatant. After interaction, the 
bacteria were cultured in a selective medium for colony-forming unit (CFU) count. In 
the study with Galleria mellonella, after infection with pathogenic bacteria and L. reuteri 
preparations, the survival curve and hemocyte density were evaluated. The data were 
analyzed with the appropriate statistical test at the 5% level. After bacterial interaction 
in vitro, S. salivarius reduced the number of CFU of L. reuteri, while there was no 
interference of the other bacteria. The probiotic was more efficient in reducing the 
growth of periodontopathogenic and commensal bacteria, except for F. nucleatum. In 
this case, the supernatant presented better results. In vivo, the supernatant was more 
efficient in increasing the larvae survival when infected by F. nucleatum. However, 
when infected by A. actinomycetemcomitans, none of the preparations increased the 
survival. Likewise, none of the preparations increased the number of hemocytes of the 
larvae after infection by F. nucleatum and A. actinomycetemcomitans, although all 
resulted in reduction in the CFU of the periodontopathogenic bacteria. Thus, it was 
concluded that the probiotic and the products derived therefrom presented 
antimicrobial effects and increased the survival of G. mellonella when infected by F. 
nucleatum.  
 
 
Keywords: Periodontal diseases. Probiotics. Fusobacterium nucleatum. 
Aggregactibacter actinomycetemcomitans. Lactobacillus reuteri. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Entre as principais afecções bucais que afetam a população mundial, está a 

doença periodontal (Demmer, Papapanou, 2010), apresentando altas taxas de 

prevalência (Susin et al., 2014). Estima-se que doença periodontal, em sua forma 

severa, afeta aproximadamente 10% da população global (Frencken et al., 2017), com 

altos custos aos setores de saúde pública (Mohd-Dom et al., 2014). 

A doença periodontal é uma afecção inflamatória crônica multifatorial, causada 

principalmente pela interação entre micro-organismos e hospedeiro (Kaur et al., 2018). 

Fatores de risco como tabagismo (Bahrami et al., 2017; Kubota et al., 2016), aumento 

de hormônios sexuais na adolescência e gravidez  (Bhardwaj, Bhardwaj, 2012) e 

doenças sistêmicas (Khalighinejad et al., 2016) como a diabetes (Miguel-Infante et al., 

2018), aumentam a suscetibilidade às doenças periodontais, que resultam em 

destruição do periodonto. 

Relacionadas à periodontite, estão algumas bactérias anaeróbias Gram-

negativas (Patini et al., 2018). Um dos periodontopatógenos mais importantes é 

Porphyromonas gingivalis, porém outras espécies como Tannerella forsythia, 

Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans também estão relacionadas à doença 

periodontal (Patini et al., 2018). A interação dessas bactérias com o hospedeiro leva 

à síntese de inúmeras citocinas, quimiocinas e seus receptores, mediada pelos 

fibroblastos gengivais, células epiteliais, células endoteliais e células inflamatórias 

(Graves et al., 2001; Kirkwood et al., 2007).  

As bactérias relacionadas ao desenvolvimento da doença periodontal são 

agrupadas em seis complexos: amarelo, azul, verde, violeta, laranja e vermelho 

(Socransky, Haffajee, 2002). Ocorre uma inter-relação entre os complexos 

microbianos e entre o conjunto de bactérias que compõem cada complexo (Socransky 

et al., 1998). 

Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans são 

micro-organismos Gram-negativos, não-móveis, pertencentes à microbiota 

subgengival (Haffajee, Socransky, 1994). A bactéria Fusobacterium nucleatum, 

anaeróbio obrigatório, faz parte do complexo laranja de Socransky, que também é 
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composto por Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus 

micros, Eubacterium nodatum, Streptococcus constellatus e as 3 espécies de 

Campylobacter (Socransky, Haffajee, 2002). Já o micro-organismo Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans sorotipo b, anaeróbio facultativo, assim como Selenomas 

noxia, apesar de fazerem parte do diagrama de Socransky, não estão classificados 

em nenhum dos complexos, pois são considerados outliers com pouca relação entre 

si e com os complexos (Socransky et al., 1998).  

Micro-organismos Gram-negativos apresentam fatores de virulência que levam 

ao aumento da atividade degradativa de enzimas (Maeda et al., 1998), possuem 

capacidade de invasão  e adesão às células epiteliais (Thurnheer et al., 2014), indução 

à perda da integridade epitelial (Abdulkareem et al., 2018), produção de protease 

(Byrne et al., 2015) e indução da disfunção e morte de neutrófilos (Matsui et al., 2014). 

A bactéria F. nucleatum é ainda capaz de co-agregação com inúmeras espécies de 

micro-organismos, principalmente P. gingivalis (Field et al., 2012) e também é capaz 

de produzir base, neutralizando assim ácidos que possam estar presentes no 

ambiente bucal, mantendo o pH do biofilme dentário adequado à colonização de 

bactérias (Takahashi et al., 1997). O complexo bacteriano formado por F. nucleatum 

e P. gingivalis proporciona um ambiente favorável à colonização de outras bactérias 

anaeróbias estritas, além de exercer papel na apoptose celular (Ahn et al., 2016). 

Localizada na membrana exterior está a molécula lipopolissacarídeo (LPS), 

componente característico de bactérias Gram-negativas, que facilita a invasão celular 

aos tecidos periodontais, sendo  importante no estímulo da síntese de citocinas pró- 

inflamatórias, como fator de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1β e IL-6 pelas 

células imunes (Champagne et al., 2003). Assim, para bloquear a evolução da doença 

periodontal, o uso de agentes moduladores que bloqueiam a síntese desses 

mediadores inflamatórios pode ser eficaz (Choi et al., 2015).  

Níveis significativamente maiores de F. nucleatum e A.  

actinomycetemcomitans são encontrados em indivíduos com doença periodontal, 

quando comparados a indivíduos saudáveis (Boutaga et al., 2006; Rodrigues et al., 

2018). A. actinomycetemcomitans sorotipo b, micro-organismo altamente virulento, é 

fortemente relacionado à periodontite agressiva (Yang et al., 2005, Mínguez et al., 

2016), sendo esta uma forma de periodontite severa e com rápida progressão da 

doença, acometendo frequentemente indivíduos jovens (Albandar, 2014). 
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A microbiota oral apresenta uma complexa população de micro-organismos 

comensais (Pearce et al., 1995), entre eles, Streptococcus salivarius e Streptococcus 

mitis, que são uns dos primeiros colonizadores da cavidade oral de neonatos (Pearce 

et al., 1995; Seow et al., 2009; Couvigny et al., 2018) e exercem papel importante na 

modulação do sistema imune do hospedeiro, estimulando o recrutamento de 

leucócitos, iniciando a inflamação (Engen et al., 2018) e gerando uma regulação 

metabólica do hospedeiro (Couvigny et al., 2015).  

Apesar de S. mitis estar contido no complexo amarelo de Socransky, este 

complexo, juntamente com o azul, verde e violeta, é parte da base da pirâmide da 

formação do biofilme, estando relacionado à colonização inicial de superfícies sólidas 

e fornecendo condições adequadas para colonização de bactérias 

periodontopatogênicas do complexo laranja, que por sua vez cria condições 

favoráveis à colonização do complexo vermelho (Socransky, Haffajee, 2002). 

É verificado um aumento na contagem de Streptococcus spp. em indivíduos 

com periodontite comparado a indivíduos saudáveis, embora ambos apresentem essa 

bactéria (Ximénez-Fyvie et al., 2000). A doença periodontal está relacionada ao 

aumento de micro-organismos Gram-negativos, que durante a progressão da doença 

faz com que o número de Streptococcus seja reduzido no biofilme dental (Aruni et al., 

2015). O consumo de oxigênio pelos Streptococcus gera uma diminuição do mesmo 

no biofilme, favorecendo a colonização de bactérias anaeróbias 

periodontopatogênicas (Popova et al., 2014). 

A redução dos periodontopatógenos é o foco da terapia convencional inicial; 

envolvendo raspagem, aplainamento radicular, e instruções de higiene oral (Haffajee 

et al., 2006). Uma outra estratégia usada é a associação de antibióticos ao tratamento 

de remoção mecânica, administrados de forma local ou sistêmica. Ambas formas de 

administração antibiótica possuem vantagens e limitações, e devem ser utilizadas 

baseando-se em alguns fatores como, o local de distribuição e concentração da droga, 

seu potencial terapêutico, efeitos adversos e limitações clínicas (Jepsen, Jepsen, 

2006). Entretanto, essas formas de terapia são ineficientes em alguns pacientes com 

doença periodontal severa, devido a inúmeras causas, entre elas a microbiota 

subgengival resistente (Herrera et al., 2002).  

Novas terapias de prevenção e como tratamento adjunto das doenças 

periodontais têm sido estudadas. Entre elas está a administração de bactérias 
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benéficas, com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatórias (Teughels et al., 

2013). Estes são os probióticos, definidos internacionalmente como micro-organismos 

vivos que trazem benefícios à saúde do hospedeiro quando administrados em doses 

adequadas (Sanders, 2008). Numerosos mecanismos de ação dos probióticos têm 

sido propostos, como inibição da adesão e colonização do patógeno e da formação 

do biofilme (Jiang et al., 2016), inibição das moléculas inflamatórias e da perda óssea 

(Maekawa, Hajishengallis, 2014), estimulação e modulação do sistema imune inato e 

específico do hospedeiro (Thomas et al., 2016). Os probióticos ainda protegem os 

tecidos bucais contra patógenos periodontais e cariogênicos (Kõll-Klais et al., 2005; 

Çaglar et al., 2005). 

A maioria dos probióticos pertence ao gênero Lactobacillus e Bifidobacterium 

(Shah et al., 2013). As principais espécies que pertencem ao gênero Lactobacillus são 

L. acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. rhamnosus, L. fermentum, L. plantarum, L. 

gasseri e L. reuteri (Haukioja et al., 2006). Os probióticos do gênero Lactobacillus têm 

a capacidade de inibir o crescimento de patógenos periodontais (Kõll-Klais et al., 

2005) e produzir componentes antimicrobianos como ácidos orgânicos (Neal-

Mckinney et al., 2012). 

L. reuteri é uma bactéria ácido-láctica residente no trato gastrointestinal de 

humanos e de alguns animais como rato, porco, galinha e peru, além de também ser 

encontrada no trato urogenital de humanos e leite materno (Oh et al., 2010; Spinler et 

al., 2014). Estudos têm demonstrado seu efeito na produção de vitaminas do 

complexo B, como ácido fólico (B9), colabamina (B12) (Taranto et al., 2003; Ricci et 

al., 2015), no aumento da vitamina D circulante (Jones et al., 2013), na supressão de 

citocinas pró-inflamatórias, como TNF (Hemarajata et al., 2013) e no aumento da 

massa óssea, devido à redução da osteoclastogênese (Britton et al., 2014). Esta 

espécie produz reuterina, uma substância de amplo espectro antimicrobiano que induz 

o estresse oxidativo em organismos patogênicos (Schaefer et al., 2010). 

Devido ao seu papel de potencial melhora na saúde e funções 

imunossupressoras, os probióticos têm recebido atenção em odontologia (Karimi et 

al., 2016; Thomas et al., 2016). Seu uso está relacionado à redução do volume do 

líquido crevicular (Twetman et al., 2009; Flichy-Fernández et al., 2015), da 

profundidade da sondagem (Vivekananda et al., 2010; Tekce et al., 2015) e da síntese 

de citocinas (Twetman et al., 2009; McCabe et al., 2013; Szkaradkiewicz et al., 2014; 
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Flichy-Fernández et al., 2015), além da diminuição do índice de placa, índice gengival 

e índice de sangramento à sondagem (Vivekananda et al., 2010; Vicario et al., 2013; 

Tekce et al., 2015; Sajedinejad et al., 2018). Relaciona-se também à diminuição do 

crescimento de bactérias, como Streptococcus mutans (Lin et al., 2017) e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Sajedinejad et al., 2018), além da 

diminuição da cariogenicidade de S. mutans e Candida albicans (Fernández et al., 

2015; Krzyściak et al., 2017). Apesar de inúmeros estudos clínicos exibirem resultados 

extremamente encorajadores que suportam o uso de probióticos para a doença 

periodontal, estudos que avaliam seus efeitos antimicrobianos sobre 

periodontopatógenos, em condições controladas, ainda são encontrados em menor 

número na literatura (Zhu et al., 2010; Baca-Castañón et al., 2015; Elavaruso et al., 

2016; Jiang et al., 2016). 

Em revisão de literatura realizada por Teughels et al. (2011), foi averiguada a 

atuação dos probióticos na microbiota periodontal e seus efeitos na saúde periodontal. 

Verificou-se que os métodos utilizados na literatura até então não foram totalmente 

apropriados para analisar a utilidade dos probióticos na cavidade oral. Segundo os 

autores, os estudos analisados utilizaram amostras pequenas, havia falta de 

randomização, cegamento e grupo controle. Deste modo, foi considerado antecipado 

concluir sobre o significado clínico e estatístico dos estudos, devido às suas 

limitações. Em seu estudo de revisão, Dhingra (2012) também verificou que ainda 

existem limitações nos ensaios clínicos, não havendo evidências científicas 

significativas que suportem a eficácia dos probióticos na doença periodontal. Por outro 

lado, na revisão sistemática e meta-análise realizada por Gruner et al. (2016), foi 

demonstrada redução significativa na profundidade de sondagem e diminuição do 

sangramento gengival. Martin-Cabezas et al. (2016), através de uma revisão 

sistemática e meta-análise, também verificaram a eficácia dos probióticos como 

terapia adjuvante ao tratamento não cirúrgico da doença periodontal. Os resultados 

encontrados sustentam o uso de L. reuteri como adjuvante de curto prazo associado 

à raspagem e aplainamento radicular, principalmente em bolsas profundas. Contudo, 

os resultados devem ser interpretados com cautela devido às diferentes metodologias 

utilizadas, que envolvem diferentes formas de administração de probióticos, sendo 

comprimidos, gomas de mascar, enxaguantes bucais, entre outros. Além dos 

benefícios do uso de probióticos em doença periodontal, Lin et al. (2018) em seu 
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estudo de revisão, demonstraram os benefícios do uso de bactérias viáveis na 

prevenção de cáries dentais.  

Os probióticos, no entanto, podem apresentar efeitos adversos na saúde. 

Wagner et al. (1997) em estudo em ratos, sugeriram que hospedeiros com sistema 

imune deficiente, principalmente neonatos, apresentam risco elevado para sepse 

devido ao uso de probióticos. Infecções severas causadas por Lactobacillus 

apresentam, porém, baixa incidência. Em pessoas saudáveis não foram relatados 

casos que correlacionassem sepse a probióticos. Rautio et al. (1999) reportaram um 

caso de infecção severa em idosa diabética, 4 meses após início do uso diário de 

probiótico. Casos de bacteremia e fungemia probiótica foram relacionados a 

indivíduos com sistema imune comprometido ou doenças crônicas (Boyle et al., 2006). 

Besselink et al. (2008) verificaram que o tratamento com bactérias viáveis aumentou 

a resposta inflamatória e o comprometimento das funções da barreira das mucosas. 

Além disso, apesar de Streptococcus mutans ser um dos principais agentes 

etiológicos da cárie, também se observa a presença de algumas espécies de 

Lactobacillus envolvidos no processo cariogênico nesses indivíduos (Caufield et al., 

2015). Uma alternativa para tais efeitos adversos é inativar o micro-organismo, 

mantendo as suas propriedades benéficas (Lopez et al., 2008). 

Os termos “paraprobiótico” ou “probiótico fantasma” são propostos para células 

microbianas não viáveis, estejam elas intactas ou rompidas, ou extratos de células, 

que promovem benefícios quando administradas em quantidades ideais (Taverniti, 

Guglielmetti, 2011). Após a inativação, é possível conferir às bactérias efeitos 

potencialmente inofensivos (Ananta, Knorr, 2009). Células viáveis e inativas podem 

desencadear a mesma resposta imune por mecanismos de ação diferentes (Taverniti, 

Guglielmetti, 2011). Foi demonstrada diminuição da produção de imunoglobulina E, 

em ratos tratados com Lactobacillus casei inativado pelo calor, sugerindo assim uma 

inibição das células Th2 (Matsuzaki, Chin, 2000). Além disso, foi observado que 

diferentes espécies de Lactobacillus inativados pelo calor, exerceram atividade 

antimicrobiana sobre a bactéria Helicobacter pylori (Holz et al., 2015; Aiba et al., 2017). 

Entretanto estudos que avaliam o potencial antimicrobiano dos paraprobióticos ainda 

são escassos na literatura. 

A doença periodontal e o uso de probióticos têm sido analisados através de 

modelos experimentais, tanto in vitro como in vivo. O modelo in vitro é extremamente 
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eficaz e útil, porém limitado em relação à resposta do hospedeiro (Pai et al., 2016). 

Dessa forma, invertebrados têm sido utilizados como um importante modelo de 

infecção experimental, devido às suas semelhanças, estruturais e funcionais, com o 

sistema imune inato dos mamíferos (Vilmos, Kurucz, 1998). Galleria mellonella é um 

inseto invertebrado, da espécie lepidóptero, família Pyralidae (Wojda, 2016). 

Apresenta inúmeras vantagens como criação e manutenção acessíveis, baixo custo 

(Binder et al., 2016) e sobrevivência em ambientes até 37 ºC (Browne et al., 2013; 

Grounta et al., 2016). Além disso, variando entre 1,5 e 2,5 cm, o comprimento da 

lagarta permite sua manipulação e inoculação de micro-organismos, e também uma 

fácil obtenção da hemolinfa (Grounta et al., 2016). Geraldo (2017) utilizou em seu 

trabalho o modelo de G. mellonella para avaliar os efeitos imunomoduladores de L. 

reuteri vivo, morto e seu sobrenadante sobre infecção com P. gingivalis, com 

resultados encorajadores, visto que as preparações com o micro-organismo vivo e 

inativo (ambos 108 células/ml) aumentaram significativamente a sobrevivência das 

lagartas. No entanto, houve um aumento na contagem de hemócitos somente no 

grupo que recebeu L. reuteri vivo + P. gingivalis (ambos 107 células/ml), porém 

estatisticamente igual ao controle PBS. 

A hemolinfa da lagarta contém 6 tipos de hemócitos, que compreendem a 

resposta imune celular, capazes de combater micro-organismos invasores (Price, 

Ratcliffe, 1974; Vertyporokh et al., 2015). Através da densidade hemocitária, é 

possível avaliar a resposta do hospedeiro frente ao agente agressor (Bergin et al., 

2003). Existe uma estreita correlação entre a quantidade de hemócitos e a 

patogenicidade do micro-organismo, sendo a alta patogenicidade relacionada à 

diminuição significante do número de hemócitos, enquanto que os micro-organismos 

menos patogênicos estão relacionados a uma pequena variação na contagem de 

hemócitos quando comparados ao controle (Bergin et al., 2003).    

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. O uso do sobrenadante 

livre de células ao invés de bactérias viáveis também é interessante, porque apresenta 

aplicação mais ampla e fácil, especialmente para as doenças que envolvem o sistema 

imune para prevenir uma carga antigênica contínua. Frente à necessidade de novas 

alternativas terapêuticas ou adjuntas ao tratamento para doença periodontal, e ao 
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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 periodontopatógenos. 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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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

A fim de entender os mecanismos de ação de L. reuteri Prodentis®, o 

lactobacilo mais utilizado nos estudos clínicos periodontais, assim como o potencial 

de seus produtos e da bactéria inativada, os objetivos gerais do presente trabalho são: 

 

a) avaliar os efeitos antimicrobianos de preparações de L. reuteri Prodentis® 

 sobre F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans, bactérias fortemente 

associadas a doença periodontal e sobre Streptococcus salivarius e 

Streptococcus mitis, bactérias comensais associadas a saúde bucal; 

b) analisar os efeitos antimicrobianos de Streptococcus salivarius, 

Streptococcus mitis, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans sobre L. 

reuteri Prodentis® vivo; 

c) estudar os efeitos da interação L. reuteri Prodentis® vivo, inativado e de 

seus produtos com periodontopatógenos em modelo de invertebrado 

(Galleria mellonella). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Lactobacillus reuteri 

 

 

Neste estudo foi utilizado L. reuteri Prodentis® (ATCC PTA 5289 associado à 

DSM 17938). Para ativação desse micro-organismo, um comprimido da preparação 

comercial Periobalance Sunstar® (BioGaia, Chicago, Illinois, EUA) foi diluído em 10 

ml de solução tampão fosfato salina (PBS) estéril, por aproximadamente 10 min em 

Vórtex. A solução foi semeada pela técnica de esgotamento em Ágar de Man Rogosa-

Sharpe (MRS) e também em caldo MRS, sendo cultivada em câmara de anaerobiose 

(Hidrogênio 9,974% Mol/Mol; Dióxido de Carbono 10,020% Mol/Mol; Nitrogênio para 

balanço) a 37 ºC por no mínimo, 24 horas. Colônias isoladas foram confirmadas pela 

coloração de Gram a partir do ágar. A cultura em caldo, que também foi confirmada 

pela coloração de Gram, foi centrifugada (4700 rpm por 5 min), os sedimentos foram 

ressuspendidos em PBS e foram realizadas suspensões do micro-organismo, 

padronizadas em espectrofotômetro (570 nm), onde a densidade óptica (DO)=1.0 

correspondeu a 108 células/ml. O dado foi confirmado após semeadura em ágar MRS, 

em duplicata. 

A preparação do sobrenadante utilizado foi baseada na metodologia de 

Schaefer et al. (2010). Após o crescimento em caldo MRS por 24 horas, os micro-

organismos foram centrifugados (4700 rpm por 5 min) e lavados 2 vezes com solução 

tampão fosfato de sódio 50 mM. Após a lavagem, aproximadamente 150 mg de 

bactérias foram ressuspendidas em 15 ml de glicerol 250 mM. O glicerol é a matéria-

prima para a produção de reuterina. A solução foi incubada a 37 ºC em câmara de 

anaerobiose, durante 2 horas. Após este período, foi centrifugada (4700 rpm por 5 

min), o sobrenadante recolhido e esterilizado com filtro de membrana com poros de 

diâmetro de 0,22 μm. Nos experimentos seguintes in vitro e in vivo, utilizamos um 

grupo tratado com glicerol no intuito de analisar se o efeito antimicrobiano está 

relacionado à produção da reuterina ou ao glicerol. 

Para a inativação da bactéria, após 24 horas de cultivo em caldo MRS, a 

solução foi centrifugada (4700 rpm por 5 min). Os sedimentos foram ressuspendidos 
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em PBS e foi realizada suspensão padronizada em espectrofotômetro (DO=1.0; 

comprimento de onda de 570 nm). Depois disso, a suspensão padronizada de L. 

reuteri vivo foi autoclavada a 121 °C por 20 minutos (Chuang et al., 2016).  

Tanto a preparação da bactéria inativada como o sobrenadante foram 

semeados em ágar MRS para confirmar a ausência de células vivas. 

     

 

3.2 Fusobacterium nucleatum 

 

 

A cepa de F. nucleatum (ATCC 25586), adquirida comercialmente 

(Microbiologics, Saint Cloud, Minnesota, USA), foi cultivada em ágar Brucella 

suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e 1% de solução de 

hemina e menadiona, em câmara de anaerobiose à 37 ºC, durante 5 dias.  

Colônias isoladas foram confirmadas pela coloração de Gram a partir do ágar. 

Após, colônias isoladas foram ressuspendidas em PBS e realizadas suspensões do 

micro-organismo, padronizadas em espectrofotômetro (DO=1.0 correspondeu a 106 

células/ml, DO=2.0 correspondeu a 108 células/ml, DO=3.0 correspondeu a 109 

células/ml; comprimento de onda de 550 nm). O dado foi confirmado após duplicata. 

 

 

3.3 Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

 

 

A cepa de A. actinomycetemcomitans (ATCC 29522), adquirida 

comercialmente (Microbiologics, Saint Cloud, Minnesota, USA), foi cultivada em ágar 

Brucella suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e 1% de solução 

de hemina e menadiona, em câmara de anaerobiose à 37 ºC, durante 5 dias.  

Colônias isoladas foram confirmadas pela coloração de Gram a partir do ágar. 

Após, colônias isoladas foram ressuspendidas em PBS e realizadas suspensões do 

micro-organismo, padronizadas em espectrofotômetro (DO=1.0 correspondeu a 107 

células/ml, DO=2.0 correspondeu a 108 células/ml, DO=3.0 correspondeu a 109 

células/ml; comprimento de onda de 600 nm). O dado foi confirmado após duplicata. 
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3.4 Streptococcus salivarius e Streptococcus mitis 

 

 

Foram utilizadas cepa de S. salivarius (INCQS 00457) e S. mitis (INCQS 

00456), ambas adquiridas do banco de cepas da Fiocruz, cultivadas em ágar Mitis-

Salivarius e caldo BHI, em estufa bacteriológica (5% de CO2) a 37 ºC, repicadas a 

cada 24 h, durante 3 dias. Os micro-organismos foram padronizados em PBS a uma 

concentração de 107 células/ml em espectrofotômetro (DO= 1.0; comprimento de onda 

de 660 nm para S. salivarius e comprimento de onda de 600 nm para S. mitis). O dado 

foi confirmado após duplicata. 
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Figura 1 – a) Colônias de L. reuteri (ATCC PTA 5289 associado à DSM 17938) 

cultivadas em ágar MRS em anaerobiose; b) Colônias de F. nucleatum (ATCC 25586) 

cultivadas em ágar Brucella sangue enriquecido, em anaerobiose; c) Colônias de A. 

actinomycetemcomitans (ATCC 29522) cultivadas em ágar Brucella sangue 

enriquecido, em anaerobiose; d) Colônias de S. salivarius (INCQS 00457) cultivadas 

em ágar Mitis-Salivarius, em aerobiose; e) Colônias de S. mitis (INCQS 00456) 

cultivadas em ágar Mitis-Salivarius, em aerobiose 

 

 

  

  

Legenda: a) Colônias grandes, redondas, brancas, opacas, formato convexo;  b) Colônias pequenas, 
brancas, formato circular irregular com aspecto de “migalhas de pão”; c) Colônias pequenas, formato 
circular irregular, coloração translúcida branca, o centro das colônias exibe coloração opaca em formato 
característico de “estrela”; d) Colônias convexas, brilhantes, quando cultivadas em ágar Mitis-Salivarius 
exibem coloração azulada, e) Colônias pequenas, achatadas, quando cultivadas em ágar Mitis-
Salivarius exibem coloração azulada, com aparência de “vidro fosco” e apresentam centros 
escurecidos. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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3.5 Atividade antimicrobiana  

 

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada baseando-se na metodologia proposta 

por Lin et al. (2015) com algumas alterações. Duzentos e cinquenta microlitros da 

suspensão padronizada em 107 células/ml de bactérias 

comensais/periodontopatogênicas (S. salivarius, S. mitis, F. nucleatum ou A. 

actinomycetemcomitans) foram adicionados à 250 μL da preparação de 107 células/ml 

de L. reuteri vivo, morto, ou seu sobrenadante conforme descrito anteriormente, em 

tubos contendo 1,5 ml de caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI). Foram realizados 

controles com S. salivarius, S. mitis, F. nucleatum ou A. actinomycetemcomitans, 

isoladamente, associados a PBS. Também foi realizado um grupo de interação de 

glicerol com as bactérias. 

Os tubos foram incubados em câmara de anaerobiose ou estufa 

bacteriológica, dependendo do micro-organismo, por 72 horas, após o quê foram 

realizadas diluições seriadas decimais das culturas, e alíquotas de 100 μL foram 

semeadas em placas de Petri contendo meios de cultura apropriados (ágar MRS para 

L. reuteri, ágar Mitis-Salivarius para S. salivarius e S. mitis; e ágar sangue Brucella 

suplementado com hemina e menadiona para F. nucleatum e A. 

actinomycetemcomitans). Após as interações que envolveram o L. reuteri vivo, a 

observação do crescimento bacteriano em ágar MRS foi utilizada para avaliar os 

efeitos das bactérias bucais sobre o probiótico, enquanto o crescimento nos demais 

meios foi observado para se avaliar o efeito do L. reuteri e preparações sobre as 

bactérias bucais. As placas foram incubadas durante 5 dias para F. nucleatum e A. 

actinomycetemcomitans e durante 3 dias para as demais bactérias. Após este 

período, as colônias foram contadas e as unidades formadoras de colônias por ml 

(UFC/ml) calculadas. Para todos os grupos foi utilizado n=5, sendo que para cada tubo 

de interação, foram confeccionadas 2 placas para contagem de UFC/ml por micro-

organismo. Os dados foram confirmados após duplicata, em experimentos 

independentes. 

O Quadro 1 ilustra os grupos que foram analisados. 
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Quadro 1 – Grupos experimentais analisados na atividade antimicrobiana de L. reuteri 

(vivo, sobrenadante e morto) e micro-organismos (S. mitis, S. salivarius, F. nucleatum 

ou A. actinomycetemcomitans) 

 

Grupos Ágar utilizado 

Grupo LV  

           SS 

           SM 

           FN 

           AA 

+ PBS 

+ PBS 

+ PBS 

+ PBS 

+ PBS 

MRS 

Mitis-Salivarius 

Mitis-Salivarius  

Brucella sangue enriquecido 

Brucella sangue enriquecido  

Grupo LV  

+ SS 

+ SM 

+ FN 

+ AA 

MRS e Mitis-Salivarius 

MRS e Mitis-Salivarius 

MRS e Brucella sangue enriquecido 

MRS e Brucella sangue enriquecido 

Grupo LM 

+ SS 

+ SM 

+ FN 

+ AA 

Mitis-Salivarius 

Mitis-Salivarius  

Brucella sangue enriquecido 

Brucella sangue enriquecido  

Grupo LS 

+ SS 

+ SM 

+ FN 

+ AA 

Mitis-Salivarius 

Mitis-Salivarius  

Brucella sangue enriquecido 

Brucella sangue enriquecido 

Grupo G 

+ SS 

+ SM 

+ FN 

+ AA 

Mitis-Salivarius 

Mitis-Salivarius  

Brucella sangue enriquecido 

Brucella sangue enriquecido 

Legenda: LV – L. reuteri Vivo, LM – L. reuteri Morto, LS – L. reuteri Sobrenadante, G – Glicerol, SS – 
S. salivarius, SM – S. mitis, FN – F. nucleatum, AA – A. actinomycetemcomitans. Os grupos associados 
a PBS serão referidos no texto apenas como LV, SS, SM, FN e AA. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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3.6 Estudo em Galleria mellonella 

 

 

3.6.1 Curva de Sobrevivência 
 

 

Foram utilizadas G. mellonella em estágio final da fase larval com peso 

corporal entre 190 - 230 mg, cultivadas no laboratório de invertebrados do ICT, 

UNESP. Todas as lagartas selecionadas apresentavam cor clara e livres de manchas 

e/ou pigmentos escuros em sua cutícula, que pode indicar comprometimento do 

animal por algum processo infeccioso, influenciando no resultado do experimento. 

Todos os ensaios, a seguir apresentados, foram repetidos ao menos duas vezes. 

Diferentemente do estudo in vitro, onde foram utilizadas bactérias comensais 

no intuito de avaliar se L. reuteri seria capaz de influenciar a microbiota comensal, no 

estudo in vivo, foram utilizadas somente as bactérias F. nucleatum e A. 

actinomycetemcomitans, no intuito de analisar o efeito de L. reuteri sobre bactérias 

periodontopatogênicas, em modelo de invertebrado. 

Inicialmente, foi realizada a análise da susceptibilidade de G. mellonella à 

infecção por F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans e L. reuteri, para determinação 

da concentração dos micro-organismos a ser utilizada nos experimentos seguintes. 

Para isso, suspensões padronizadas de F. nucleatum, nas concentrações de 106, 108 

e 109 células/ml, A. actinomycetemcomitans, nas concentrações de 107, 108 e 109 

células/ml ou L. reuteri, nas concentrações de 104 a 108 células/ml, foram inoculadas 

em G. mellonella. Para cada concentração inoculada, foi utilizado um grupo de 12 

lagartas. Antes da inoculação, as seringas (Hamilton Inc., EUA) utilizadas para as 

injeções foram esterilizadas. Um inóculo de 10 μL de cada suspensão foi injetado em 

G. mellonella, na última prolegue esquerda. A limpeza da agulha e da parte interna da 

seringa foi realizada a cada 4 injeções. 

Os animais foram acondicionados em placas de Petri e incubados em estufa 

bacteriológica, a 37 °C no escuro. Diariamente, durante 7 dias, o número de lagartas 

mortas foi anotado. Foram consideradas mortas as lagartas que não apresentaram 

nenhum movimento ao toque por uma pinça metálica. Os animais mortos, assim que 

identificados, foram removidos dos grupos. 

Depois de determinada a concentração de cada micro-organismo a ser 
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utilizada (108  células/ml) , um inóculo de 10 μL da suspensão padronizada de células 

vivas, sobrenadante, L. reuteri morto, glicerol ou PBS foram inoculados na última 

prolegue esquerda, 3 horas (profilaxia 3 h) e 24 horas (profilaxia 24 h) antes da 

inoculação da suspensão padronizada de F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans 

ou PBS, na última prolegue direita de 12 lagartas por grupo. O experimento foi 

realizado em duplicata. Como no estudo de suscetibilidade, o número de larvas mortas 

foi anotado diariamente, durante 7 dias, para determinação da curva de sobrevivência. 

O Quadro 2 ilustra os grupos experimentais e o número de lagartas utilizadas por 

experimento. 

 

 

Quadro 2 - Grupos experimentais e número de lagartas utilizadas por experimento 

após inoculação de L. reuteri e periodontopatógenos, em modelo de G. mellonella 

 

Grupo Experimental 

Curva de 
sobrevivência 

Densidade 
Hemocitária 

Recuperação 
Microbiana 

3 h 24 h 

Infecção por FN ou AA 
(FN: 106, 108 e 109 
células/ml; AA: 107, 108 e 
109 células/ml) - estudo de 
susceptibilidade 

12 por grupo - - 

Infecção por LV (104 a 108 

células/ml) - estudo de 
susceptibilidade 

12 por grupo - - 

LV + FN ou AA 12 12 12 12 

LS + FN ou AA 12 12 12 12 

LM + FN ou AA 12 12 12 12 

G + FN ou AA 12 12 12 12 

PBS + FN ou AA 12 12 12 12 

LV + PBS 12 12 12 - 

LM + PBS 12 12 12 - 

LS + PBS 12 12 12 - 

Controle PBS 12 12 12 - 

Legenda: LV – L. reuteri Vivo, LM – L. reuteri Morto, LS – L. reuteri Sobrenadante, G – Glicerol, FN – 
F. nucleatum, AA – A. actinomycetemcomitans. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 5 – a) Lagartas vivas após 1 h de inoculação de PBS; b) Lagartas vivas exibindo 

coloração escurecida após 1 h de infecção por A. actinomycetemcomitans; c) Lagartas 

mortas exibindo coloração extremamente escurecida após 24 h de infecção por A. 

actinomycetemcomitans 

 

  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

3.6.2 Densidade hemocitária 
 

 

Para avaliação da densidade hemocitária, três larvas de cada grupo foram 

incubadas em estufa bacteriológica a 37 °C durante 3 horas após a última injeção. A 

seguir, foi realizada uma pequena incisão no sentido longitudinal da larva, lateral à 

última prolegue esquerda. A hemolinfa extravasada de um pool de três lagartas foi 

coletada em eppendorfs e diluída solução anticoagulante (2% NaCl; 0,1 M glicose; 30 

mM citrato de sódio; 26 mM ácido cítrico e 10 mM EDTA) na proporção de 1:10. A 

a b 

c 
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determinação da concentração hemocitária foi realizada utilizando câmara de 

Neubauer. Para cada grupo foram analisados 4 pools de 3 lagartas, totalizando 12 

animais (Quadro 2). O experimento foi realizado em duplicata. 

 

 

3.6.3 Recuperação microbiana 
 

 

Para a recuperação dos micro-organismos, foram realizadas diluições seriadas 

do pool da hemolinfa adquirida, que foram semeadas em placas de Petri, contendo o 

meio de cultura seletivo, ágar sangue Brucella suplementado com 1% de solução de 

hemina e menadiona. As placas foram incubadas sob condições de anaerobiose, por 

um período de 5 dias. As colônias foram contadas, após este período, para o cálculo 

de unidades formadoras de colônia por ml (UFC/ml). O experimento também foi 

realizado em duplicata. 

 

 

3.7 Análise Estatística 

 

 

Para os experimentos de sobrevivência em G. mellonella foi realizada a curva 

de sobrevivência e estimativa das diferenças pelo método de Log-rank (Mantel-Cox). 

Para os demais testes foi aplicado o teste de normalidade e após, realizado o teste 

ANOVA e pós hoc de Tukey quando necessário, ou Teste t. Em todos os testes, foi 

considerado nível de significância de 5% (GraphPad Prism 6). 
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Atividade antimicrobiana  

 

 

4.1.1 L. reuteri e preparações X S. mitis 

 

 

Após a interação das suspensões padronizadas em 107 células/ml de L. 

reuteri e S. mitis foi realizada a contagem de UFC/ml em ágar. Os dados foram então 

submetidos à análise estatística (Teste t ou ANOVA). 

Observou-se que não houve redução significativa de colônias entre os grupos 

LV e LV + SM, cultivados em ágar MRS para quantificação de L. reuteri, indicando 

que S. mitis não influencia o crescimento de L. reuteri (Figura 6). 

 

 

Figura 6 - Médias e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10) de L. reuteri após 

interação em caldo BHI e cultivo em ágar MRS  

 

 

Legenda: LV – L. reuteri Vivo, SM - S. mitis. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística 
após Teste t. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Já a Figura 7a apresenta o percentual de S. mitis em contato com L. reuteri. 

Observa-se uma redução bacteriana de 33,43% no grupo LV + SM e 39,64% no grupo 

G + SM em comparação ao grupo controle SM (cultivado em ágar Mitis-Salivarius para 

quantificação de S. mitis), demonstrando que essas preparações foram capazes de 

inibir o crescimento de S. mitis. 

As contagens de UFC/ml nos grupos LV+SM e G+SM foram 

significativamente menores que o grupo SM (Figura 7b), indicando que L. reuteri e o 

glicerol influenciaram o crescimento de S.mitis (cultivado em ágar Mitis-Salivarius). 

 

 

Figura 7 – a) Percentual de crescimento de S. mitis nos diversos grupos, em relação 

ao controle (UFC/ml); b) Média e desvio-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10) de 

S.mitis após em interação em caldo BHI e cultivo em ágar Mitis-Salivarius 

 

 

 
 

Legenda: SM – S. mitis, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri Morto, G – 
Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.1.2 L. reuteri e preparações X S. salivarius 

 
 
 A interação de L. reuteri e S. salivarius também foi realizada após padronização 

das suspensões em 107 células/ml. As contagens de colônias foram realizadas em 

ágar e os dados então, submetidos à análise estatística (Teste t ou ANOVA). 

b a 
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Observou-se que houve redução significativa do percentual de colônias entre 

os grupos LV e LV + SS, cultivados em ágar MRS para quantificação de L. reuteri, 

indicando que S. salivarius reduziu o crescimento de L. reuteri (Figura 8). 

 

 

Figura 8 – Médias e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10) de L. reuteri após 

em interação em caldo BHI e cultivo em ágar MRS 

 

 
Legenda: LV – L. reuteri Vivo, SS – S. salivarius. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística 
após Teste t. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Na Figura 9a observa-se o percentual de colônias de S. salivarius em contato 

com L. reuteri. Observa-se uma redução significativa de 69,1% no grupo LV + SS em 

comparação ao grupo controle SS (cultivado em ágar Mitis-Salivarius para 

quantificação de S. salivarius), demonstrando uma inibição deste micro-organismo.  

Não houve diferenças estatísticas na contagem de UFC/ml entre os grupos 

SS, LM + SS e LS + SS, diferentemente do grupo LV+SS, que foi significativamente 

menor que os demais (Figura 9b), indicando que L. reuteri vivo influenciou no 

crescimento de S. salivaris (cultivado em ágar Mitis-Salivarius). 
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Figura 9 – a) Percentual de crescimento de S. salivarius nos diversos grupos, em 

relação ao controle (UFC/ml); b) Média e desvio-padrão dos dados de UFC/ml (Log 

10) de S. salivarius após em interação em caldo BHI 

 

 
 

Legenda: SS – S. salivarius, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.1.3 L. reuteri e preparações X F. nucleatum 

 

  

Após a interação das suspensões padronizadas em 106 células/ml de L. 

reuteri e F. nucleatum, foi realizada a contagem de UFC/ml em ágar. Os dados foram 

então submetidos à análise estatística (ANOVA ou Teste t). 

Observou-se que não houve redução significativa do percentual de colônias 

entre os grupos LV e LV + FN, cultivados em ágar MRS para quantificação de L. reuteri 

(Figura 10), indicando que F. nucleatum não influencia o crescimento de L. reuteri. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 

 

b 
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Figura 10 – Médias e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10) de L. reuteri após 

em interação em caldo BHI e cultivo em ágar MRS 

 

 

Legenda: LV – L. reuteri Vivo, FN – F. nucleatum. Letras iguais indicam ausência de diferença 
estatística após Teste t. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Já na Figura 11a observa-se o percentual de colônias de F. nucleatum após 

contato com L. reuteri. Houve uma redução de 35,86% no grupo LV + FN, 36,91% no 

grupo LM + FN e 67,54% no grupo LS + FN em comparação ao grupo FN (cultivado 

em ágar sangue para quantificação de F. nucleatum). 

Na Figura 11b observa-se uma redução significativa na contagem de UFC/ml 

nos grupos LV + FN, LM + FN e LS + FN, quando comparados ao grupo FN. Esses 

resultados indicam que L. reuteri reduziu o crescimento de F. nucleatum (cultivado em 

ágar sangue), observando-se que sua preparação de sobrenadante demonstrou a 

maior redução. 
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Figura 11 – a) Percentual de crescimento de F. nucleatum nos diversos grupos, em 

relação ao controle (UFC/ml); b) Média e desvio-padrão dos dados de UFC/ml (Log 

10) de F. nucleatum após em interação em caldo BHI e cultivo em ágar sangue 

Brucella suplementado  

 

 

 
Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.1.4 L. reuteri e preparações X A. actinomycetemcomitans 

 

 

Após a interação das suspensões padronizadas em 107 células/ml de L. 

reuteri e A. actinomycetencomitans, foi realizada a contagem de UFC/ml e os dados 

submetidos à análise estatística (ANOVA ou teste t). 

Observou-se que não houve redução significativa do percentual de colônias 

entre os grupos LV e LV + FN, cultivados em ágar MRS para quantificação de L. reuteri 

(Figura 12), indicando que A. actinomycetemcomitans não influenciou no crescimento 

de L. reuteri. 

 
 
 
 
 
 
 
 

a 

 

b 
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Figura 12 – Médias e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10) de L. reuteri após 

em interação em caldo BHI e cultivo em ágar MRS  

 

 
Legenda: LV – L. reuteri Vivo, AA – A. actinomycetemcomitans. Letras iguais indicam ausência de 
diferença estatística após Teste t. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Já na Figura 13a observa-se o percentual de colônias de A. 

actinomycetemcomitans após contato com L. reuteri. Houve uma redução de 80,99% 

no grupo G + AA e 96,95% no grupo LV + AA em comparação ao grupo AA (cultivado 

em ágar sangue para quantificação de A. actinomycetemcomitans), demonstrando 

que essas preparações inibiram o crescimento de A. actinomycetemcomitans. 

A Figura 13b demonstra que não houve diferença estatisticamente significante 

entre os grupos LS + AA e LM + AA, quando comparados ao grupo AA. Entretanto, 

observa-se uma redução significativa na contagem de UFC/ml nos grupos G + AA e 

LV + AA, quando comparados ao grupo AA. Esses resultados indicam que L. reuteri 

vivo apresentou os melhores resultados na redução do crescimento de A. 

actinomycetemcomitans. 
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Figura 13 – a) Percentual de crescimento de A. actinomycetemcomitans nos diversos 

grupos, em relação ao controle (UFC/ml); b) Média e desvio-padrão dos dados de 

UFC/ml (Log 10) de A. actinomycetemcomitans após em interação em caldo BHI e 

cultivo em ágar sangue Brucella suplementado  

 

  
Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.2 Curva de sobrevivência 
 

 

4.2.1 Estudo da susceptibilidade de G. mellonella à infecção por L. reuteri e a 
periodontopatógenos 
 

 

Inicialmente foi avaliada a suscetibilidade da Galleria mellonella à inoculação 

de L. reuteri. Após sete dias de infecção por L. reuteri, as lagartas demonstraram 

100% de sobrevivência em todas as concentrações testadas (104 a 108 células/ml). 

Isto demonstra que este micro-organismo não gerou toxicidade às lagartas. Sendo 

assim, baseado nesses resultados foi escolhida a concentração de 108 células/ml de 

L. reuteri para avaliar os efeitos desse micro-organismo na infecção por 

periodontopatógenos em G. mellonella. Após, foi realizada a suscetibilidade da lagarta 

à inoculação de L. reuteri morto (108 células/ml) e seu sobrenadante. Ambos 

demonstraram 100% de sobrevivência após 7 dias de infecção. 

A suscetibilidade da G. mellonella à inoculação por periodontopatógenos 

também foi avaliada. Após sete dias de infecção por F. nucleatum, não houve 

a 

 

b 
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diferença estatística significante entre as concentrações 108 células/ml e 109 

células/ml (Log-rank (Mantel-Cox), P = 0,067). Com base nesses resultados a 

concentração escolhida para a infecção desse micro-organismo em G. mellonella foi 

de 108 células/ml (Figura 14).  

 

 

Figura 14 – Curva de sobrevivência G. mellonella após infecção com diferentes 

concentrações de F. nucleatum 

 

 

Legenda: Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank (Mantel-Cox). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

A concentração escolhida baseada na curva de sobrevivência de A. 

actinomycetemcomitans também foi de 108 células/ml. Verificou-se que não houve 

diferença estatística entre as concentrações 108 e 109 células/ml (Log-rank (Mantel-

Cox), P = 0,2591) (Figura 15). 

Em nenhum dos experimentos houve mortalidade de G. mellonella nos grupos 

que receberam apenas PBS. 
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Figura 15 – Curva de sobrevivência G. mellonella após infecção com diferentes 

concentrações de A. actinomycetemcomitans 

 

 
Legenda: Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank (Mantel-Cox). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

4.2.2 Estudo da interação entre L. reuteri e F. nucleatum em G. mellonella 
 

 

 A sobrevivência das lagartas foi observada durante 7 dias. A Figura 16 ilustra 

os resultados da inoculação profilática de L. reuteri 3 h antes da inoculação por F. 

nucleatum. 

Após 168 horas, observou-se mortalidade de 83,33% no grupo FN. Os grupos 

G+FN (25%) e LS + FN (33,33%) demonstraram as menores taxas de mortalidade, 

seguido dos grupos LV + FN (50%) e LM + FN (58,33%). O grupo LM + FN, apesar de 

aumentar a taxa de sobrevivência das gallerias em 33,33% quando comparada ao 

grupo FN, não apresentou diferença estatisticamente significante (Log-rank (Mantel-

Cox), P = 0,1194). Os grupos LS + FN e LV + FN (Log-rank (Mantel-Cox), P = 0,2855) 

não apresentaram diferença significante quando comparados entre si. 
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Figura 16 – Curva de sobrevivência de G. mellonella após interação de L. reuteri e 

preparações (profilaxia 3 h) e F. nucleatum 

 

 

Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri  Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank (Mantel-Cox).                
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

A Figura 17 ilustra os resultados da inoculação de L. reuteri e preparações 24 

horas antes da inoculação por F. nucleatum. 

O grupo LS + FN aumentou 33,33% a taxa de sobrevivência das lagartas 

quando comparado ao grupo FN, com diferença estatisticamente significante (Log-

rank (Mantel-Cox), P = 0,0352). Já o grupo LM, apesar de aumentar a taxa de 

sobrevivência das gallerias em 25%, não foi estatisticamente diferente do controle FN 

(Log-rank (Mantel-Cox), P = 0,195). Quando comparados entre si, os grupos LS + FN 

e LV + FN, demonstraram diferença estatisticamente significante (Log-rank (Mantel-

Cox), P = 0,041). 
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Figura 17 – Curva de sobrevivência de G. mellonella após interação de L. reuteri e 

preparações (profilaxia 24 h) e F. nucleatum 

 

 

Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri  Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank (Mantel-Cox).                     
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.2.3 Estudo da interação entre L. reuteri e A. actinomycetemcomitans em G. 
mellonella 
 

 

A sobrevivência das lagartas foi observada durante 7 dias após inoculação de 

L. reuteri 3 horas antes da inoculação por A. actinomycetemcomitans. A Figura 18 

ilustra esses resultados. 

Apesar do L. reuteri vivo, morto e seu sobrenadante aumentarem o tempo de 

sobrevivência de parte das lagartas, não houve diferença estatisticamente significante 

entre esses grupos quando comparados entre si e quando comparados ao grupo AA. 

O grupo glicerol demonstrou uma mortalidade de 100% em 48h, o que foi 

estatisticamente diferente do grupo sobrenadante (Log-rank (Mantel-Cox), P = 0,015). 
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Figura 18 – Curva de sobrevivência de G. mellonella após interação de L. reuteri e 

preparações (profilaxia 3 h) e A. actinomycetemcomitans 

 

 

Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank 
(Mantel-Cox).              
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

A Figura 19 ilustra os resultados da inoculação de L. reuteri 24 horas antes da 

inoculação por A. actinomycetemcomitans.  

O grupo AA exibiu uma taxa de mortalidade de 100% das lagartas em 48 horas. 

O grupo LS + AA também demonstrou 100% de mortalidade, porém em 72 horas e os 

grupos LV + AA, LM + AA exibiram mortalidade de 100% das lagartas em 96 horas. 

Apesar de aumentarem o tempo de sobrevivência das lagartas, estes resultados não 

são estatisticamente significantes quando comparados entre si e quando comparados 

ao grupo AA. O glicerol quando inoculado 24 horas antes de A. 

actinomycetemcomitans (Log-rank (Mantel-cox), p=0,2395), diferentemente de 

quando foi inoculado 3 horas antes, levou a 100% de mortalidade em 144 horas, o 

que não foi estatisticamente diferente do grupo sobrenadante. 
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Figura 19 – Curva de sobrevivência de G. mellonella após interação de L. reuteri e 

preparações (profilaxia 24 h) e A. actinomycetemcomitans 

 

 

Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste Log-rank 
(Mantel-Cox).                            
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3 Densidade Hemocitária 
 

 

4.3.1 Interação de L. reuteri/preparações e F. nucleatum 
 

 

Para verificar a influência de L. reuteri, bem como suas preparações na 

densidade hemocitária, inicialmente foi realizada a profilaxia com 108 células/ml de L. 

reuteri 3 horas antes da inoculação padronizada em 108 células/ml de F. nucleatum. 

Após 3 horas da última inoculação, foi realizada a contagem de hemócitos. 

A Figura 20a ilustra os resultados encontrados nos grupos controles. Não 

houve diferença significante entre os grupos que receberam somente L. reuteri vivo, 

morto ou F. nucleatum, sendo que todos diminuíram significantemente a produção de 

hemócitos em comparação ao grupo PBS. O grupo que recebeu a preparação de 

sobrenadante demonstrou um aumento de 1,5% de hemócitos quando comparado ao 

grupo PBS, entretanto esta não foi uma diferença estatística significante.   
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Já na Figura 20b verifica-se que, tanto o L. reuteri vivo, quanto o morto e o 

sobrenadante não alteraram o número de hemócitos após a inoculação de F. 

nucleatum, sendo estatisticamente iguais ao grupo FN. 

 

 

Figura 20 – Médias e desvios-padrão da contagem de hemócitos. a) Comparação 

entre os grupos controles - profilaxia 3 h; b) Comparação entre os grupos FN – 

profilaxia 3 h; c) Comparação entre os grupos controles – profilaxia 24 h; d) 

Comparação entre os grupos FN – profilaxia 24 h 

 

 
 

  

Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri  Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.                               
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

As Figuras 20c e 20d demonstram a densidade hemocitária após inoculação 

de L. reuteri e suas preparações 24 horas antes da segunda inoculação. A inoculação 

de L. reuteri vivo ou morto não alterou significantemente a produção de hemócitos 

a b 

c d 

3 h 3 h 

24 h 24 h 



44 
 

   
 

quando comparada com o controle PBS. Apesar do grupo LS + PBS aumentar 14,37% 

a contagem de hemócitos, essa também não foi uma diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo PBS (Figura 20c). 

Da mesma maneira que no período de 3 horas, com a inoculação 24 horas 

antes da infecção por FN, tanto o L. reuteri vivo, quanto o morto e o sobrenadante não 

alteraram o número de hemócitos comparados com o grupo FN, sendo 

estatisticamente menores que o controle PBS (Figura 20d).  

 

 

4.3.2 Interação de L. reuteri e A. actinomycetemcomitans 
 

 

Os resultados encontrados nos grupos controles, L. reuteri e suas 

preparações, profilaxia 3 horas, estão ilustrados na Figura 21a. O grupo que recebeu 

a preparação de sobrenadante foi o único em que não houve uma redução significante 

de hemócitos em comparação ao controle PBS.  

Já na Figura 21b, verificou-se que, tanto o L. reuteri vivo, quanto o morto e o 

sobrenadante não alteraram a produção de hemócitos após a inoculação da bactéria 

patogênica A. actinomycetemcomitans, sendo estatisticamente iguais ao grupo 

controle AA. 
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Figura 21 – Médias e desvios-padrão da contagem de hemócitos. a) Comparação 

entre os grupos controles - profilaxia 3 h; b) comparação entre os grupos AA - profilaxia 

3 h; c) Comparação entre os grupos controles – profilaxia 24 h; d) Comparação entre 

os grupos AA – profilaxia 24 h 

 

  

  

Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.              
 Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Quando a inoculação profilática foi realizada 24 horas antes da inoculação de 

A. actinomycetemcomitans, L. reuteri vivo, morto ou sobrenadante não alteraram 

significantemente a produção de hemócitos quando comparados com o controle PBS, 

diferentemente do grupo AA. Apesar do grupo LS + PBS aumentar 20,95% a 

contagem de hemócitos, essa também não foi uma diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo PBS (Figura 21c).  

Após a inoculação de A. actinomycetemcomitans, todos os grupos analisados 

foram estatisticamente iguais ao grupo AA (Figura 21d), demonstrando que L. reuteri 

a b 

c d 

3 h 3 h 

24 h 24 h 
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vivo, morto e sobrenadante não alteraram o número de hemócitos das lagartas após 

a infecção por este periodontopatógeno. 

 

 

4.4 Recuperação microbiana 
 

 

4.4.1 Interação de L. reuteri e F. nucleatum 
 

 

Após a inoculação de L. reuteri 3 horas antes de F. nucleatum, ambos 

padronizados em 108 células/ml, foi realizada a contagem de UFC/ml da hemolinfa, 

removida 3 horas depois da infecção por F. nucleatum, em ágar sangue Brucella 

suplementado. Os dados foram então submetidos à análise estatística (ANOVA). 

As contagens de UFC/ml nos grupos G + FN, LV + FN, LM + FN e LS + FN 

foram significativamente menores que o grupo FN (Figura 22a), porém não 

apresentaram diferença estatística quando comparados entre si. Na Figura 22b 

observa-se o percentual de recuperação de colônias de F. nucleatum. Houve 

recuperação microbiana de 12,17% no grupo G + FN, 7,55% no grupo LV + FN, 4,82% 

em LM + FN e 3,33% no grupo LS + FN em comparação ao grupo controle FN. 
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Figura 22 – Recuperação microbiana de F. nucleatum – profilaxia 3 h. a) Média e 

desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10); b) Percentual de F. nucleatum nos 

diversos grupos, em relação ao controle (UFC/ml) 

 

 
 

Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri  Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.                               
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Também foram verificados os efeitos da inoculação L. reuteri e preparações 

24 horas antes de F. nucleatum. 

As contagens de UFC/ml em todos os grupos tratados foram 

significativamente menores que o grupo FN. Entretanto, o sobrenadante levou à maior 

redução deste micro-organismo, sendo diferente estatisticamente dos grupos L. 

reuteri vivo, morto e glicerol (Figura 23a). Observa-se no grupo LS + FN a menor 

recuperação microbiana, 1,34%, seguido dos grupos LM + FN, LV + FN e G + FN, 

com 4,33%, 5,98% e 6,26%, respectivamente (Figura 23b). 
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Figura 23 – Recuperação microbiana de F. nucleatum – profilaxia 24 h. a) Média e 

desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10); b) Percentual de crescimento de F. 

nucleatum nos diversos grupos, em relação ao controle (UFC/ml) 

 

 
 

Legenda: FN – F. nucleatum, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. reuteri  Morto, 
G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.                               
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.4.2 Interação de L. reuteri e A. actinomycetemcomitans 

 

 

As contagens de UFC/ml nos grupos LV + AA, LM + AA, LS + AA e G + AA 

foram significativamente menores que o grupo AA, entretanto não apresentaram 

diferença estatística quando comparados entre si (Figura 24a). Já na Figura 24b 

verifica-se o percentual de colônias de A. actinomycetemcomitans. No grupo LV + AA 

observa-se recuperação microbiana de 14,15%, seguido de LM + AA com 10,79%,  

LS + AA com 9,87 e G + AA com 8,01%. 
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Figura 24 – Recuperação microbiana de A. actinomycetemcomitans – profilaxia 3 h. 

a) Média e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10); b) Percentual de 

crescimento de A. actinomycetemcomitans nos diversos grupos, em relação ao 

controle (UFC/ml) 

 

 
 

Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.              
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Também foi verificada a recuperação microbiana após inoculação de L. reuteri 

24 horas antes de A. actinomycetemcomitans.  

As contagens de UFC/ml em todos os grupos tratados foram 

significativamente menores que o grupo AA, indicando em que todos estes grupos 

houve menos crescimento de A. actinomycetemcomitans. Quando comparados entre 

si, L. reuteri vivo, morto e sobrenadante não apresentaram diferenças significantes 

(Figura 25a). 

O grupo LV + AA demonstrou a menor recuperação microbiana (4,85%), 

seguido de LS + AA, LM + AA e G + AA com respectivamente, 7,29%, 7,33% e 7,81% 

(Figura 25b). 
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Figura 25 – Recuperação microbiana de A. actinomycetemcomitans – profilaxia 24 h. 

a) Média e desvios-padrão dos dados de UFC/ml (Log 10); b) Percentual de 

crescimento de A. actinomycetemcomitans nos diversos grupos, em relação ao 

controle (UFC/ml) 

 

 
 

Legenda: AA – A. actinomycetemcomitans, LV – L. reuteri Vivo, LS – L. reuteri Sobrenadante, LM – L. 
reuteri Morto, G – Glicerol. Letras iguais indicam ausência de diferença estatística após Teste de Tukey.              
Fonte: Elaborado pela autora. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo investigou in vitro os efeitos antimicrobianos de L. reuteri 

vivo, morto e seu sobrenadante sobre bactérias patogênicas relacionadas à doença 

periodontal e sobre bactérias comensais da microbiota bucal. Além disso, foram 

avaliados in vivo os efeitos imunomodulatórios desse probiótico, assim como sua 

preparação paraprobiótica e seus produtos. 

Inicialmente, verificou-se na interação antimicrobiana in vitro, que todas as 

bactérias anaeróbias patogênicas analisadas e S. mitis não influenciaram no 

crescimento de L. reuteri. Este resultado é extremamente importante, pois o 

probiótico, em concentração adequada, deve ser capaz de aderir às superfícies orais, 

tornando-se parte do biofilme, para então gerar seus efeitos benéficos (Çaglar et al., 

2009). Entretanto, S. salivarius reduziu o crescimento de L. reuteri. Isso demonstra a 

complexidade do ecossistema bucal. Çaglar et al. (2009) demonstraram em seu 

estudo que, após o período de intervenção com administração de L. reuteri, foi 

verificada uma diminuição gradual desse mesmo micro-organismo na cavidade oral, 

gerando uma colonização não permanente do probiótico, sendo assim necessária 

uma administração contínua. A cavidade bucal apresenta inúmeras espécies de 

outros micro-organismos que, talvez possam influenciar no crescimento de L. reuteri, 

assim como S. salivarius no presente estudo, fato este que pode associar-se à 

colonização não permanente do probiótico. 

Na interação antimicrobiana in vitro, também foi analisado se L. reuteri vivo, 

inativo e sua preparação paraprobiótica reduziriam o crescimento das bactérias 

analisadas. L. reuteri vivo diminuiu significativamente tanto as bactérias 

periodontopatogênicas quanto as comensais, o que mostra que L. reuteri pode alterar 

o ecossistema bucal. Resultado semelhante foi encontrado por Kang et al. (2011) em 

seu estudo in vitro, no qual analisaram o efeito de L. reuteri (KCTC 3594 e KCTC 3678, 

ambas derivadas de humano e KCTC 3679, derivada de rato) no crescimento de A. 

actinomycetemcomitans, F. nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Tannerella 

forsythia. Os autores observaram diminuição no crescimento de todos os micro-

organismos periodontopatogênicos, estando a atividade antimicrobiana de L. reuteri 

relacionada à produção de ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e substâncias 

semelhantes à bacteriocina. Já Vestman et al. (2015) em seu estudo em humanos que 
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fizeram uso de 2 pastilhas por dia contendo L. reuteri (DSM 17938 e PTA 5289) 

durante 12 semanas, verificaram que após este período houve uma mudança na 

composição da microbiota oral, com redução no crescimento de bactérias como F. 

nucleatum ss vincentii, F. periodicum e S. mutans e, diferentemente do presente 

estudo, aumento de S. mitis. As bactérias vivas, do gênero Lactobacillus, são capazes 

de multiplicação e adesão ao tecido epitelial (Çaglar et al., 2009), produção de ácidos 

orgânicos, como o ácido láctico e o acético (Neal-Mckinney et al., 2012), e produção 

de reuterina, que possui amplo espectro antimicrobiano (Bin et al., 2011). Esses micro-

organismos também são capazes de modular o sistema imune do hospedeiro (De 

Gregorio et al., 2016) e de co-agregação com outras bactérias, inibindo o crescimento 

destas (De Gregorio et al., 2014). A célula viável possui essas inúmeras 

características que a fazem eficaz contra patógenos. Já o sobrenadante, livre de 

células, são substâncias que apresentam efeitos bactericidas e/ou bacteriostáticos 

(Poppi et al., 2015) e possíveis efeitos imunomoduladores (Goad et al., 2013). 

Neste estudo, o sobrenadante foi superior ao L. reuteri vivo somente para a 

bactéria F. nucleatum, levando a uma redução de 67,54% desse micro-organismo. Na  

literatura existem diferentes metodologias para produção da reuterina através da 

bioconversão do glicerol por L. reuteri, que variam a concentração do glicerol, a 

quantidade de micro-organismos e o tempo de exposição à essa substância (Talarico 

e Dobrogosz, 1989; Cleusix et al., 2007; Jones, Versalovic, 2009). A preparação do 

sobrenadante deste trabalho foi baseada na metodologia de Schaefer et al. (2010), 

que estimulou a síntese da reuterina (3-hidroxipropionaldeído (3-HPA)) através da 

exposição de L. reuteri ao glicerol 250 mM, durante 2 horas. Após o sobrenadante ser 

recolhido e filtrado, os autores comprovaram a produção da reuterina através de um 

ensaio colorimétrico e a atividade antimicrobiana foi quantificada através do ensaio de 

concentração inibitória mínima (MIC). Embora tenhamos seguido a metodologia de 

Schaefer, que leva à comprovada produção do composto, cujo efeito antimicrobiano 

foi verificado nos resultados da presente pesquisa, nós não mensuramos a produção 

de reuterina ou outros compostos no sobrenadante. Burgé et al. (2015) verificaram 

que, a partir de 0,5 h, L. reuteri bioconverteu glicerol, resultando em altos níveis de 3-

HPA. Entretanto, também a partir de 0,5 h, houve aumento nas concentrações de 3-

HP e 1,3-PDO. Portanto, a ativação dessa via metabólica gera subprodutos que se 
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acumulam no meio. Estudos dos efeitos desses produtos sobre bactérias, ainda são 

escassos. 

O efeito bacteriostático do glicerol já foi comprovado em vários estudos. Singh 

(2013) analisou o efeito de 19 tipos de açúcares em 96 cepas de micro-organismos 

Gram-positivos e Gram-negativos. Verificou que nenhum dos açúcares testados 

apresentou efeito bactericida, entretanto o glicerol foi bacteriostático para 

Enterococcus gallinarum, efeito que varia entre os micro-organismos expostos a 

diferentes tipos de açúcares. Nalawade et al. (2015) verificaram que a glicerina só foi 

bactericida sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis e Escherichia coli, na concentração de 100%. No presente estudo, o glicerol 

250 mM reduziu o crescimento de S. mitis e A. actinomycetemcomitans. Em seu 

estudo, Burgé et al. (2015) expuseram diferentes cepas de L. reuteri (DSM 20016, 

DSM 17938 e ATCC 53608) a glicerol 200 mM, e verificaram que L. reuteri produz 

ácido 3-hidroxipropiônico (3-HP) a partir do glicerol. Ocorre uma reação enzimática na 

qual o glicerol é convertido em 3-HPA, e então é oxidado em 3-HP. O 3-HP gerou 

toxicidade a todas as cepas testadas de L. reuteri entre 2-3 horas. Assim como L. 

reuteri, outras bactérias são capazes de produzir o ácido 3-HP através do glicerol, 

como Pseudomonas denitrificans (Zhou et al., 2013) e Lactobacillus diolivorans 

(Lindlbauer et al., 2017). Não encontramos na literatura se S. mitis e A. 

actinomycetemcomitans poderiam bioconverter o glicerol em ácido 3-

hidroxipropiônico. 

L. reuteri morto apresentou atividade antimicrobiana sobre F. nucleatum, in 

vitro. Aiba et al. (2017) encontraram resultados semelhantes, pois diferentes cepas de 

Lactobacillus inativadas pelo calor, inibiram o crescimento de Helicobacter pylori. Não 

houve co-agregação de Lactobacillus johnsonii No. 1088 inativo a H. pylori, entretanto 

sugeriu-se que a própria presença do micro-organismo inativo afeta a viabilidade de 

H. pylori, através de mecanismos desconhecidos envolvendo as moléculas da 

superfície celular desse paraprobiótico. Na literatura ainda são escassos os trabalhos 

que verificaram o efeito antimicrobiano de paraprobióticos, sendo assim, o exato 

mecanismo desse efeito ainda necessita ser elucidado. 

No estudo de suscetibilidade utilizando o modelo in vivo, verificou-se a maior 

patogenicidade de A. actinomycetemcomitans quando comparado a F. nucleatum. Na 

concentração de 108 células/ml, F. nucleatum demonstrou uma taxa de sobrevivência 
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de 16,67% ao final de 7 dias, comparada a uma mortalidade de 100% de A. 

actinomycetemcomitans em 144 horas. Já na concentração de 109 células/ml, ambos 

micro-organismos demonstraram uma taxa de mortalidade de 100%, entretanto o 

grupo inoculado com A. actinomycetemcomitans exibiu essa taxa de mortalidade em 

48 h enquanto isso ocorreu com F. nucleatum 144 horas após a inoculação. A. 

actinomycetemcomitans é um micro-organismo extremamente patogênico em 

humanos, que está relacionado à periodontite agressiva (Mínguez et al., 2016), e sua 

alta virulência também foi observada em G. mellonella. Apesar dos 

periodontopatógenos apresentarem efeitos locais na doença periodontal em 

humanos, quando em infecção em G. mellonella, o efeito é sistêmico. Apesar disso, 

existe uma estreita correlação entre a virulência de várias espécies bacterianas em 

insetos e em mamíferos (Cook, McArthur, 2013; Scorzoni et al., 2015), sendo este um 

modelo que tem se consolidado para análise de infecção por micro-organismos e 

estudos de substâncias antimicrobianas (Loh et al., 2013; Jorjão et al., 2018). 

Na literatura, estudos de interação entre L. reuteri e periodontopatógenos 

ainda são escassos, embora numerosos estudos evidenciem efeito benéfico de L. 

reuteri em casos de periodontite (Tekce et al., 2015; Sajedinejad et al., 2018). No 

presente estudo in vivo, após a interação de L. reuteri e suas preparações com F. 

nucleatum, verificou-se que o sobrenadante foi a preparação que teve maior 

contribuição para a sobrevivência das lagartas, tanto na profilaxia de 3 horas quanto 

em 24 horas. Entretanto, o sobrenadante só foi mais eficiente que o glicerol quando 

inoculado 24 horas antes de F. nucleatum. Isto sugere que a reuterina leva um tempo 

maior para agir em comparação ao glicerol. Já a preparação de L. reuteri inativo não 

alterou a sobrevivência de F. nucleatum. Apesar de aumentar a taxa de sobrevivência 

das lagartas, esta não foi uma diferença estatisticamente significante. Resultado 

semelhante encontrou Jorjão et al. (2018) em seu estudo, no qual analisaram a 

interação de Lactobacillus rhamnosus (vivo e morto) com as bactérias 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli em Galleria mellonella. Apesar de não 

haver diferença estatisticamente significante entre os grupos, L. rhamnosus inativo 

aumentou a taxa de sobrevivência das lagartas. Entretanto, o grupo que recebeu L. 

rhamnosus vivo 2,5 h antes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentou 

menor sobrevivência das lagartas em relação ao controle, porém sem diferença 

estatística. Os autores não explicaram os mecanismos envolvidos nestes resultados, 
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e sugeriram que novos estudos são necessários para avaliar os efeitos dos 

probióticos em G. mellonella, analisando diferentes períodos de infecção e diferentes 

intervalos de inoculação do probiótico. Já Grounta et al. (2016) verificaram que a 

inoculação de Lactobacillus pentosus B281, Lactobacillus plantarum B282 e 

Lactobacillus rhamnosus LGG 24 horas antes da infecção por L. monocytogenes 

resultou em maior sobrevivência das lagartas quando comparada à inoculação do 

Lactobacillus 6 horas antes do patógeno. Dessa forma, identifica-se que a inoculação 

prévia de lactobacilos em diferentes tempos antes do patógeno leva a diferentes taxas 

de sobrevivência das lagartas. 

Entretanto, no presente trabalho a inoculação de L. reuteri vivo e suas 

preparações, tanto em 3 horas quanto 24 horas antes de A. actinomycetemcomitans 

não aumentaram a sobrevivência das lagartas. Geraldo (2017) analisou a 

sobrevivência de G. mellonella inoculadas com L. reuteri vivo, morto e sobrenadante, 

2 horas antes da infecção por P. gingivalis. Todas as preparações aumentaram a 

sobrevivência das lagartas. Contudo, somente os grupos que receberam inoculação 

prévia de L. reuteri vivo e morto, aumentaram estatisticamente a sobrevivência das 

lagartas. Sendo assim, observa-se que a ação de L. reuteri e suas preparações, 

variam de acordo com o periodontopatógeno. 

Verificou-se que L. reuteri vivo, morto e seu sobrenadante não estimularam o 

aumento do número de hemócitos em G. mellonella, resultado que difere do esperado. 

O grupo inoculado com sobrenadante apresentou a maior densidade hemocitária, 

tanto em 3 horas quanto em 24 horas, apesar de não ser estatisticamente diferente 

do grupo controle PBS. De maneira geral, os grupos apresentam maior contagem de 

hemócitos quando inoculados 24 horas antes. A inoculação profilática de L. reuteri 

vivo e inativo, quando em profilaxia de 3 horas, reduziu significantemente o número 

de hemócitos, que se igualou ao controle PBS em 24 horas. Como L. reuteri não 

aumentou significativamente a contagem de hemócitos, levantamos a hipótese de que 

a concentração utilizada (108 células/ml) foi alta para este modelo in vivo. No estudo 

também realizado em G. mellonella, Geraldo (2017) verificou que a concentração de 

107 células/ml de L. reuteri, aumentou a quantidade de hemócitos da lagarta, embora 

estatisticamente igual ao controle PBS. A escolha em utilizar a mesma concentração 

(108 células/ml) tanto do probiótico quanto dos periodontopatógenos, no intuito de não 

favorecer nenhum dos micro-organismos, foi baseada em trabalhos que utilizaram 
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essa mesma metodologia (Vilela et al., 2015; Geraldo, 2017; Ribeiro et al., 2017). 

Entretanto, a redução da concentração de L. reuteri poderia levar aos resultados 

esperados. Jorjão et al. (2018) analisaram em G. mellonella o efeito de L. rhamnosus 

vivo e morto na concentração de 108 células/ml para ambos, sobre infecção por 

bactérias patogênicas na concentração de 109 células/ml. Foi demonstrado que, 

apesar da menor concentração de L. rhamnosus, houve redução do número de 

hemócitos das lagartas após inoculação das bactérias patogênicas, sendo 

estatisticamente diferentes do controle. Do mesmo modo, Grounta et al. (2016) 

também utilizaram concentração menor de Lactobacillus pentosus B281, 

Lactobacillus plantarum B282 e Lactobacillus rhamnosus GG (104 células/ml), antes 

da infecção inoculação de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus em 106 

células/ml, e verificaram que os probióticos em concentrações menores também foram 

capazes de aumentar a sobrevivência das lagartas.  

Em estudos de virulência entre hospedeiro (G. mellonella) e micro-

organismos, é necessário considerar diversas condições. O sistema imune da G. 

mellonella é complexo, e sua ativação envolve vários componentes como hemócitos, 

proteínas, melanina e peptídeos antimicrobianos que estão envolvidos na eliminação 

do patógeno. Entretanto, ativar esse sistema gera um alto custo energético aos 

insetos (Freitak et al., 2003). Muitas vezes esse alto custo de ativação e manutenção 

do sistema imune pode não ser sustentado, e mesmo bactérias consideradas não 

patogênicas, quando em altas concentrações, são capazes de induzir morte séptica 

nas lagartas (Mukherjee et al., 2010). A ativação da melanina também indica que o 

sistema imune está ativo, iniciando com manchas enegrecidas até a completa 

melanização, que é o caminho relacionado à morte inerente das lagartas (Loh et al., 

2013), como vista na Figura 5c. Assim, se o estímulo é intenso e excessivo, a ativação 

e manutenção desse sistema pode gerar efeitos negativos que implicam na baixa 

sobrevivência das lagartas, assim como verificado nesse estudo após interação de L. 

reuteri e suas preparações sobre infecção por periodontopatógenos em G. mellonella. 

Neste estudo, L. reuteri vivo, morto e seu sobrenadante reduziram a 

produção de hemócitos, tanto em 3 horas quanto 24 horas antes da inoculação dos 

periodontopatógenos. Há uma estreita correlação entre aumento da mortalidade das 

lagartas e diminuição da contagem de hemócitos (Bergin et al., 2003; Scorzoni et al., 

2015). Apesar disso, todas as preparações de L. reuteri inibiram significativamente o 
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crescimento de F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans, tanto em profilaxia 3 horas 

quanto em 24 horas, quando comparados ao respectivo grupo controle. Observa-se 

que, apesar da eficácia em diminuir o crescimento bacteriano, esse fator não 

influenciou na sobrevivência dos invertebrados, exceto os grupos inoculados com F. 

nucleatum e L. reuteri vivo e seu sobrenadante 3 horas antes, e o grupo inoculado 

com sobrenadante 24 horas antes da infecção por F. nucleatum. Dessa forma, 

levantamos a hipótese de que a alta carga bacteriana, estimulando intensamente o 

sistema imune e gerando altos gastos de energia, possa ter levado à morte séptica, e 

que os animais não conseguiram sustentar de maneira prolongada a ativação do 

sistema imune para combate dos patógenos. Já os grupos que receberam somente o 

sobrenadante, foram estatisticamente iguais ao controle com relação ao número de 

hemócitos, sugerindo que não houve estimulação excessiva do sistema imune na 

primeira inoculação. Quando inoculado F. nucleatum, a estimulação não excessiva do 

sobrenadante, que fez a lagarta poupar energia, associado à inibição significativa 

deste patógeno, possivelmente levou a uma maior sobrevivência dessas lagartas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os resultados obtidos na metodologia utilizada, concluiu-se 

que: 

 

In vitro: 

 

a) S. mitis, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans não influenciaram no 

crescimento de L. reuteri; 

b) S. salivarius diminuiu o crescimento de L. reuteri; 

c) em geral, L. reuteri vivo foi a preparação com o maior efeito antimicrobiano; 

d) para F. nucleatum, o sobrenadante foi a preparação com maior efeito 

antimicrobiano. 

 

In vivo: 

 

a) F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans são patogênicos no modelo 

experimental, em G. mellonella; 

b) para F. nucleatum, o sobrenadante foi a preparação que apresentou maior 

contribuição para a sobrevivência das lagartas; 

c) em geral, L. reuteri e suas preparações, quando inoculados 3 horas antes 

de F. nucleatum, resultaram em maior sobrevivência das lagartas que em 

24 horas; 

d) nenhuma das preparações aumentou significativamente a sobrevivência 

das lagartas infectadas por A. actinomycetemcomitans; 

e) L. reuteri vivo, morto e sobrenadante não estimularam o aumento do 

número de hemócitos em G. mellonella; 

f) L. reuteri e suas preparações reduziram o crescimento bacteriano na 

hemolinfa. 
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