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Resumo

Zi MYH. Efeitos da infeccdo experimental por Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans no padrao de prenhez de camundongos e
em marcadores inflamatorios. [Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia)]. S&o Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Dados epidemiolégicos sugerem a relagdo entre periodontite e partos
prematuros e recém-nascidos de baixo peso, mas pouco se sabe sobre os
mecanismos envolvidos nesta associacdo. A microbiota associada a periodontite é
bastante = complexa e  Porphyromonas  gingivalis e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sao considerados patdgenos periodontais. O potencial de P.
gingivalis e A. actinomycetemcomitans em induzir alteracbes sistémicas ainda nao
foi totalmente compreendido. Este estudo pretende contribuir para a compreensao
da relagdo entre a infecgdo com patdégenos periodontais e efeitos adversos na
gestacéo pela determinacdo do efeito da infecgdo experimental por P. gingivalis e
A.actinomycetemcomitans sobre o padrao de prenhez, nivel de citocinas e presenca
do patdégeno na unidade fetoplacentaria, em camundongos.

O efeito da doenga periodontal experimental induzida por P. gingivalis HW 24
D-1 na prenhez foi determinado em camundongos fémeas da linhagem C57BL6. P.
gingivalis HW24 D-1 (108UFC) foi inoculada por gavagem oral por 5 dias 2X/dia em
animais do grupo teste (n=9) enquanto o controle (n=5) recebeu apenas o veiculo,
na mesma forma, volume e periodos utilizados para o grupo teste. Vinte e um dias
apos a primeira inoculagao oral, os animais cruzaram e a prenhez foi confirmada. No
16° dia da prenhez, os animais foram sacrificados e determinados o perfil de
citocinas séricas, placentarias e no tecido gengival por ELISA, a perda de osso
alveolar por micro-tomografia (microCT), e a presencga de P. gingivalis por gPCR em
amostras de biofilme oral e tecido gengival, sangue, soro, figado, intestino, fezes,
feto, placenta e liquido amnidtico.

Devido a falta de um modelo apropriado de periodontite induzida por
A.actinomycetemcomitans em camundongos, a infeccao foi realizada pela injegao
intravenosa de 10°UFC de A. actinomycetemcomitans clone JP2 em camundongos
prenhes (teste, n=6) nos 3°, 5° 7°, 11° e 15° dias da prenhez, enquanto o controle
recebeu apenas o veiculo (n=5). No 16° dia da prenhez, os animais foram
sacrificados e A. actinomycetemcomitans foi detectado em amostras de soro,
sangue, placenta, feto e liquido amnioético, e foi determinado o nivel de citocinas em
amostras de soro e placenta.

Em ambos os modelos foi avaliado o efeito de infeccdo sobre o ganho de
peso materno, peso e numero de fetos e presenca de reabsorcéao fetal, comparando-
se animais teste e controle.

No modelo de P. gingivalis, foi induzida periodontite, caracterizada por perda
O0ssea alveolar, visto que a distancia entre a jungcdo esmalte-cemento até a crista
Ossea alveolar foi maior nos animais no grupo teste do que no controle (Mann
Wittney, p<0,05). Os animais do grupo teste apresentaram menor peso ao final da
prenhez, e menor peso fetal em relagao ao grupo controle (Mann Wittney p<0,05). P.
gingivalis foi detectado em todos os animais do grupo teste, sendo detectado em
amostras de sangue (5/9), soro (3/9), tecido gengival (1/9), biofilme (4/9), intestino
(1/9),fezes (1/9), figado (4/9), fetos (8/27), placentas (9/27) e liquido amnidtico (1/9)
do grupo teste e ndo foi detectado em amostras do grupo controle. Nao foi
observada diferenga significante nos niveis de mediadores inflamatorios entre os



dois grupos, em tecido gengival e soro. Por outro lado, foram observados maiores
niveis placentarios de IL-1f3, INF-y, IL-10, GMCSF, IL-12p40 e IL-12p70 nos animais
teste do que nos controle.

No modelo experimental de infecgdo por A. actinomycetemcomitans, foi
detectada a presenca da bactéria em pelo menos um dos sitios analisados em todos
0s animais do grupo teste, em amostras sangue (2/6), soro (1/6), fetos (11/14),
placentas (11/14) e liquido amnidtico (1/6), e ndo em amostras do controle. N&o
houve diferenga em parametros relacionados a prenhez, como peso e ganho de
peso materno, numero e peso dos fetos entre os grupos teste e controle. Nao foram
demonstradas diferengas nos niveis de citocinas séricas entre os dois grupos. No
entanto, os niveis placentarios, de TNF-aq, IL-4 e IL-6 foram maiores no grupo teste
do que no controle (Mann Wittney, p<0,05).

Os dados indicam que a infecgéo oral por P. gingivalis promove ndo somente
a destruigdo dos tecidos periodontais, mas o organismo € capaz de alcangar sitios
extra-orais, ultrapassar a barreira placentaria, e colonizar a unidade feto-placentaria,
alterar o perfil de mediadores inflamatérios na placenta, resultando em baixo peso
fetal.

Os dados também indicam que A. actinomycetemcomitans é capaz de
ultrapassar a barreira placentaria e colonizar a unidade feto-placentaria, resultando
em alteracao no perfil de mediadores inflamatérios na placenta.

Em conjunto, os nossos resultados sugerem que a associagdo entre
periodontite e alteragdes gestacionais pode ser explicada pela capacidade de
patdgenos periodontais como P. gingivalis e A.actinomycetemcomitans ultrapassar a
barreira placentaria, colonizar e aumentar a producdo de mediadores inflamatérios
na unidade fetoplacentaria, alterando assim o equilibrio imunolégico, essencial para
0 sucesso da gestacao.

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Doenca periodontal experimental. Gestagdo. Marcadores
inflamatorios.



Abstract

Zi MYH. Effects of experimental infection with Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in mice pregnancy pattern and
inflammatory markers. [Masters thesis (Microbiology)]. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas , Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Epidemiological data suggest the relationship between periodontitis and
preterm deliveries and infants of low weight but little is known about the mechanisms
involved in this association. Periodontitis-associated microbiota is quite complex and
Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans are
considered periodontal pathogens. The potential of P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans to induce systemic changes has not yet been fully
understood. This study aims to contribute to the understanding of the relationship
between infection with periodontal pathogens and adverse effects on pregnancy for
determining the effect of experimental infection with P. gingivalis and
A.actinomycetemcomitans on pregnancy patterns, level of cytokines and the
presence of the pathogen in the foetoplacental unit in mice.

The effect of experimental periodontal disease induced by P. gingivalis HW 24
D-1 in pregnancy was determined in female mice of the C57BL6 strain. P. gingivalis
HW24 D-1 (10® CFU) was inoculated by oral gavage for 5 days twice/day in the
animal of the test group (n = 9) while the control (n = 5) received only the vehicle in
the same manner, volume and periods used for the test group. Twenty-one days
after the first oral inoculation, the animals mated and pregnancy was confirmed. On
the 16™ day of pregnancy, the animals were sacrificed and the profile of serum
cytokines, placental and gingival tissue were determined by ELISA, alveolar bone
loss by micro-computed tomography (microCT) and the presence of P. gingivalis by
gPCR in samples of oral plague and gingival tissue, blood, serum, liver, intestine,
feces, fetus, placenta and amniotic fluid.

Due to lack of an appropriate model of induced periodontitis with A.
actinomycetemcomitans in mice, the infection was carried out by intravenous
injection with 10° CFU of A. Actinomycetemcomitans, JP2 clone in pregnant mice
(test, n = 6) on the 3", 5" 7" 11" and 15" days of pregnancy, while the control
received only the vehicle (n = 5). On the 16™ day of pregnancy, the animals were
sacrificed and A. actinomycetemcomitans was detected by qPCR in samples of
serum, blood, placenta, fetal and amniotic fluid, the level of cytokines in serum and
placental was determined by ELISA.

In both models, the effects of the infection on maternal weight gain, weight
and number of fetuses and presence of fetal resorption were compared within the
test and control animals.

In the P. gingivalis model, periodontitis was induced, characterized by alveolar
bone loss, since the distance between the cemento-enamel junction to the alveolar
bone crest was higher in animals in the test group than the control group (Mann
Wittney, p <0,05). The animals of the test group had lower weight at the end of
pregnancy, significant difference was observed compared to the control group, there
were no statistical difference in the number of fetuses per animal pregnant in both
groups, but the weight of the fetuses of the test group were lower compared to
fetuses in the control group and this was statistically significant. (Mann Wittney p
<0,05). P. gingivalis was detected by qPCR in all animals of the test group being



detected in blood samples (5/9), saline (3/9), the gingival tissue (1/9) , biofilm (4/9),
intestine (1/9), stool (1/9), liver (4/9), fetuses (8/27), placenta (9/27) and amniotic fluid
(1/9) of the test group and was not detected in the control group samples. However,
there was no significant difference in the levels of inflammatory mediators between
the two groups in gingival tissue and serum. On the other hand, they showed higher
placental levels of IL-1B3, INF-y, IL-10, GM-CSF, IL-12p40 and IL-12p70 in the test
animals than control.

In the experimental model of A. actinomycetemcomitans infection, the
presence of DNA of the bacteria was detected in at least one of the sites in all
animals from the test group by gPCR in blood samples (2/6), serum (1/6), fetus
(11/14), placentas (11/14) and amniotic fluid (1/6), and was not detected in control
samples. There was no difference in parameters related to pregnancy, such as
weight and maternal weight gain, number and weight of fetuses between the test and
control groups. No differences were demonstrated in the serum levels of cytokines
between the two groups. However, placental levels of TNF-qa, IL-4 and IL-6 were
higher in test group than in control group (Mann Wittney, p <0.05).

The data indicate that oral infection with P. gingivalis promotes not only the
destruction of the periodontal tissues, but are capable to achieve extra-oral sites,
overcome the placental barrier and colonize the fetal-placental unit, change the
mediators profile inflammatory in the placenta, resulting in low birth weight.

The data also indicate that A. actinomycetemcomitans is able to overcome the
placental barrier and colonize the fetal-placental unit resulting in changes in
inflammatory mediators profile in the placenta.

Our results suggest that the association between periodontitis and pregnancy
changes can be explained by periodontal pathogens capacity as P. gingivalis and
A.actinomycetemcomitans overcome the placental barrier, colonize and increase the
production of inflammatory mediators in the fetoplacental unit, thus changing the
immunological balance is essential for successful gestation.

Keywords: Porphyromonas gingivalis. Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Experimental periodontal disease. Pregnancy. Inflammatory markers.
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1 Introducao

O nascimento prematuro € uma das principais causas de mortes em recém-
nascidos (nas primeiras 4 semanas de vida) (World Health Organazation — WHO,
2013). Bebés com baixo peso ao nascer também apresentam um maior risco
adverso no periodo perinatal, incluindo o aumento da taxa de mortalidade (Figueras
et al., 2007). O risco de mortalidade no primeiro més de vida é 10-40 vezes mais
elevados para criancas prematuras comparada com criangas que tiveram periodo
gestacional adequado (Katz et al., 2013). Além disso, os bebés nascidos
prematuramente estdo em maior risco de desenvolver doengas neurologicas,
respiratérias, gastrointestinais e doencas atribuidas a imaturidade do
desenvolvimento de multiplos 6rgaos (Klimova et al., 2013; Romero et al., 2014).
Muitos sobreviventes enfrentam uma vida inteira de deficiéncias, incluindo
dificuldades de aprendizagem além de problemas visuais e auditivas (WHO, 2013).

Uma das complicagdes mais comuns e perigosas da gravidez é pré-
eclampsia (PE). Isto é uma desordem multissistémica associada a elevagao da
pressao arterial e proteinuria, geralmente apds 20 semanas de gestacdo. PE é
primariamente uma disfuncdo generalizada do endotélio materno, que parece ser
parte de uma resposta inflamatéria sistémica exagerada que envolve leucdécitos
maternos e citocinas pro-inflamatérias. Resumidamente, PE é o resultado do
inadequado desenvolvimento de artérias espirais maternas devido a insuficiente
invasdo do trofoblasto, levando a vasos sanguineos mais estreitos, o que limita o
fornecimento de sangue da mae para a placenta. Artrose aguda de artérias
espiraladas agrava o problema, resultando em hipdxia da placenta. Numa segunda
fase, a placenta isquémica langa microparticulas trofoblasticas para a circulagao
materna, a qual induz a leucocitos e células endoteliais maternas a produzirem
citocinas proé-inflamatérias. Em todo o mundo, PE afeta cerca de 2-10% das
mulheres gravidas, é a principal causa de parto prematuro (Raghupathy et al., 2013).
Ja nas fases iniciais da gestacdo, células fetais sdo encontradas na circulagcao
materna. O embrido / feto expressa antigenos paternos, que tém de ser tolerado em
toda o periodo de gestagao pela mae (Zenclussen et al., 2013). Assim, o sistema
imunoldgico materno é ativado, a fim de suprimir a imunidade materna em relagéo a

antigenos fetais, para permitir implantacdo e desenvolvimento do feto durante a
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gestacdo, mas ainda € capaz de provocar uma resposta imune normal contra
infecgdes (Piccinni et al., 2000; Zenclussen et al., 2013).

Cerca de 50% dos nascimentos prematuros ndo foram associados a qualquer
fator conhecido (Huck et al., 2011), conduzindo a pesquisa de fatores alternativos.
Infecgdes maternas do trato geniturinario podem promover a migragao das bactérias
vaginais cervicais para o utero (Sobel et al., 2000). Bactérias colonizam a vagina, tal
como Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Streptococcus do grupo B, e
Mycoplasma hominis podem ascender a partir do trato genital inferior e recuperados
no liquido amniodtico (Waldorf et al., 2013) e na placenta (Klimova et al., 2013).
Infeccbes em outras partes do corpo podem também desempenhar um papel
importante na indu¢cdo de nascimentos prematuros, estimular uma resposta imune,
devido a passagem de microrganismos e/ou as suas toxinas através da corrente
sanguinea para a unidade feto-placentaria (Gibbs et al., 2001).

Neste contexto, os tecidos periodontais infectados podem estar associados
com a prematuridade atuando como reservatérios de bactérias e seus produtos, que
pode difundir para a unidade feto-placenta. Além disso, os mediadores imunolégicos
em altas concentragbes produzidos localmente nos tecidos gengivais ou
sistemicamente pode atingir a wunidade feto-placentaria, resultando em
prematuridade e baixo peso ao nascer (Huck et al.,, 2011; Xiong et al., 2006).
Embora alguns aspectos da associagdao entre a periodontite e complicagdes na
gravidez terem sido elucidadas na literatura, esta relagdo precisa ser mais bem
estudada e caracterizada.

A periodontite € uma doenca inflamatéria dos tecidos de suporte (gengiva) e
dos de sustentagao (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) em resposta a
microorganismos supra e subgengivais. Ela € dividida em periodontite crbénica e
periodontite agressiva (Armitage et al., 1999). Periodontite crénica é caracterizada
por uma destruigao lenta e continua dos tecidos periodontais (Darveau et al., 2010;
Kolenbrander et al., 2010), enquanto que a destruicado do ligamento periodontal e
0sso alveolar € mais rapida e grave na periodontite agressiva (Nibali et al., 2013).
Além disso, a periodontite pode afetar mais dentes, periodontite generalizada, ou
pode ser restrita a um grupo de dentes, e descrito como periodontite localizada.

A periodontite é iniciada por uma comunidade microbiana disbiotica e nao por
patogenos selecionados (Hajishengallis, Lamont, 2012). P. gingivalis parece

promover desequilibrio de microbiota, mesmo em baixas proporcoes, e assim €
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considerado um agente patogénico pedra angular da periodontite cronica. Esta
espécie modula a resposta do hospedeiro a fim de induzir a perda de homeostase e
permitir uma colonizagdo microbiana disbittica (Hajishengallis, Lamont, 2012). P.
gingivalis nao € um agente potente para a indugao da inflamagao, em vez disso, esta
espécie expressa um LPS atipico que antagoniza TLR-4, ao contrario do LPS de
outras bactérias gram negativa pro-inflamatoria (Darveau et al., 2010). In vivo, o LPS
de P. gingivalis foi descrito como sendo cerca de 100 vezes mais toxico que o LPS
de outras bactérias (Roberts et al., 1997). Ele se difere bioquimicamente do LPS
classico, derivado das enterobactérias, por possuir heptose e 2-ceto-3-deoxioctonato
em sua estrutura (Mansheim et al., 1978). Acredita-se que a maior parte das
propriedades biolégicas do LPS de P. gingivalis, especialmente a endotdxica, seja
atribuida a porcédo A do lipideo, composta por uma unica cadeia de acido graxo
considerado o centro bioativo desta molécula, o lipideo A é basicamente composto
por um unico ramo de acidos graxos com uma longa cadeia de carbono e auséncia
de um grupo de fosforil na posigédo 4’ da glicosamina (Aida et al., 1995).

Além disso, P. gingivalis inibe a producdo de IL-8 em tecido periodontal,
através da secrecdo de uma serina fosfatase (SerB) (Darveau et al., 2010), e produz
proteases ativas em varios substratos, incluindo as proteinas do sistema
complemento. Uma de suas proteases, gingipaina, degrada C3a (Wingrove et al.,
1992) e possui uma atividade C5 convertase que age em sinergia com C5a a um
aumento do cAMP, resultando na imunossupressao na local da infecgdo (Wang et
al.,, 2010). Além disso, a sinalizagdo C5aR em sinergia com a ativagdao TLR2
induzida por P. gingivalis € capaz de inibir a resposta antimicrobiana (Wang et al.,
2010).

A associagdo entre A. actinomycetemcomitans é mais evidente em individuos
abrigando as cepas do clone JP2, que pertence ao sorotipo b, considerado um
verdadeiro patdégeno exdgeno, e associado a descendentes hispanicos e africanos
(Haubek, 2010; Shaddox et al.,, 2011). A presenca endémica deste clone foi
associado com uma alta prevaléncia e incidéncia de periodontite dentro dessas
familias (Bueno et al., 1998), enquanto o papel etiolégico de cepas de clones nao
JP2 para esta doenga ainda ndo esta elucidada (Haubek et al., 2001) A.
actinomycetemcomitans € considerado patdogeno pedra angular da periodontite
agressiva uma vez que a resposta do hospedeiro modulada pela producdo da

leucotoxina e CDT, resulta em "paralisia imunoldgica" permite a proliferagdo de
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certos organismos em locais especificos (Schreiner et al., 2013). A leucotoxina é
parte do grupo chamado Repeticdo de toxina (RTD), familia de toxinas de agentes
patogénicos gram negativos, que induzem a lise de macrofagos e neutrofilos
humanos (Evans et al., 1988). Além disso, a CDT induz a parada do ciclo celular de
uma variedade de células, incluindo células epitéliais, fibroblastos e células T (Mayer
et al., 1999; Shenker et al., 2000) e é capaz de alterar perfil de citocinas e diminuir a
capacidade fagocitaria de macréfagos (Ando-Suguimoto et al., 2014). O clone JP2
produz grandes quantidades de leucotoxina (Itx) (Haubek, 2010) e
A.actinomycetemcomitans sorotipos b e ¢ também estdo associadas com o aumento
da produgdo da toxina distensora citoletal (CDT) (Kawamoto et al., 2009).

Classicamente, a periodontite é considerada um tipo misto T-auxiliar Th
1/Th2, com um perfil de citocinas principalmente Th1 na lesdo precoce e quando a
doenca se torna estavel, e quando a doenga se torna avangada ou progressiva,
ocorre um dominio da resposta Th2 (Garlet et al., 2010). As células T CD4+
desempenham um papel central no desenvolvimento de respostas imunes.
Inicialmente, dois subtipos de células T CD4+ foram descritos: um subtipo que
participa da ativagao de células B promovendo a imunidade humoral (Th2), e outro
subtipo que amplifica a ativagdo de macréfagos, promovendo a imunidade celular
(Th1). De acordo com a natureza dos sinais de perigo liberados nos sitios
inflamatdrios, as DCs adquirem um determinado perfil de secreg¢do de citocinas.
Esse perfil, dito polarizante, determinara o desenvolvimento da resposta imune
efetora. As células Th1 sdo caracterizadas pela produgcdo de IFN-y, uma potente
citocina ativadora de macréfagos, sendo essenciais no combate a patégenos
intracelulares e na inducao da producao de anticorpos do subtipo IgG2a pelas
células B. A diferenciagcao Th1 ¢é iniciada através de sinais derivados da ativacao do
TCR e da via de sinalizacdo de STAT1 (Signal transducer activators of transcription
1). Dentre as citocinas polarizantes capazes de ativar STAT1, pode-se citar IFN do
tipo | (IFN a, IFN B) e Il (IFN-Y) e IL-27, cujos receptores estdo presentes em células
T CD4+ virgens (Raposo et al., 2007)

As células Th2 sao caracterizadas pela produgao de IL-4, IL-5 e IL-13, sendo
responsaveis pelo recrutamento de eosindfilos para os sitios inflamatérios e pela
inducdo da producgao de IgG1 e IgE pelas células B. A citocina polarizante IL-4 é
responsavel por iniciar vias autocrinas positivas e negativas que direcionam o

comprometimento com o subtipo Th2 (Raposo et al., 2007)
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Periodontite cronica é a forma mais comum que acomete a populacao,
causada principalmente por periodontopatégenos gram-negativos juntamente com a
reposta do hospedeiro. Periodontopatégenos conseguem entrar na corrente
sanguinea e se disseminar para outras partes do organismo, levando assim fatores
de viruléncia e inducdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias nestes diferentes
sitios (Horliana et al., 2014).

Ndo somente a periodontite pode interferir na gravidez, mas também a
gravidez pode alterar o progressdo de doencgas periodontais (DP). As alteragdes
fisiolégicas induzidas durante a gravidez podem alterar a resposta inflamatdria,
amplificando a inflamac&o gengival. Os niveis aumentados de estrogenos, tais como
progesterona, pode causar alteragdes na resposta imune, a dilatagdo capilar
gengival, e a liberagdo de exsudato gengival, explicando potencialmente a
exacerbacdo da inflamacdo gengival durante a gravidez (Yalcin et al., 2002).
Gengivite afeta 36-100% das mulheres gravidas (Carrillo-de-Albornoz et al., 2010),
que é caracterizada como uma doenca inflamatéria dos tecidos moles em torno do
dente. Em contraste, a periodontite afeta uma proporgdo menor de mulheres
gravidas (~ 30%). No entanto, isso tem consequéncias mais graves, ou seja a
destruicdo das estruturas de suporte dos dentes que podem resultar na perda do
dente. Os estudos mostraram que as condi¢cdes de stress podem alterar
significativamente a resposta imunoldgica e comportamental do individuo.

Em 1996, os resultados de um estudo de caso-controle sugeriram que a
doencga periodontal materna aumenta em 7 vezes o risco de se ter parto pré-maturo
(Offenbacher et al., 1996). Além disso, em mulheres gravidas com alto risco de parto
prematuro, patégenos periodontais foram detectadas tanto na bolsa periodontal e no
fluido amnidtico (Leon et al., 2007), e antigénios de P. gingivalis foram detectados
nos tecidos placentarios de mulheres com corioamnionite (Katz et al., 2009). Além
disso, um aumento da susceptibilidade a doenga periodontal € conhecido por ser
causado por um desequilibrio entre a resposta do hospedeiro e acdo de
microorganismos patogénicos. Portanto, é importante considerar o stress como um
fator de predisposicao para o desenvolvimento da doenga periodontal (Ayub et al.,
2010). Os parametros clinicos tais como sangramento a sondagem e profundidade
da bolsa podem aumentar durante a gravidez, sem concomitante aumento no indice
de placa, o que diminui apdés o parto (Gursoy et al., 2008). Os mecanismos

subjacente ao aumento da gravidade da DP durante a gravidez foram associados a
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um aumento vascularidade e permeabilidade dos tecidos gengivais, depressao do
sistema imunitario, e as mudancas na composicdo da microbiota supra e
subgengivais (Carrillo-de-Albornoz et al., 2010).

Estudos anteriores demonstraram que Prevotella intermedia e em menor
grau, P. gingivalis pode usar progesterona e estradiol, em substituicdo de vitamina K
como fator de crescimento destas espécies (Kornman et al.,, 1982). Mais
recentemente, um aumento na concentragdo salivar de progesterona a partir do
primeiro para o segundo trimestre de gravidez tem sido associada ao aumento dos
niveis de P. gingivalis (Carrillo-de-Albornoz et al., 2010).

A diversidade microbiana da cavidade oral, ainda nio foi avaliada em estudo
longitudinal durante todo o periodo gestacional. No entanto, estudos metagenémicos
sobre a microbiota intestinal de mulheres gravidas pode fornecer algumas pistas
sobre as mudangas microbianas que ocorrem em superficies mucosas ao longo da
gestacdo. Anadlises metagenémicas de fezes de mulheres gravidas em diferentes
fases da gestacdo demonstrou um aumento na abundancia de Proteobacteria e
Actinobactérias do primeiro para o terceiro semestre, e uma diminuicao na riqueza
microbiana, que persistiu 1 més apds o parto. Além disso, a mudanga microbiana foi
seguido por um aumento dos niveis de IFN-y, IL-2, IL-6 e TNF-a nas fezes,
indicando que, apesar das condi¢gdes anti-inflamatdrias na interface placentaria, a
gestacdo leva a um baixo grau de inflamacdo da mucosa intestinal. E importante
notar que a composigao microbiana determinou o estado inflamatério da superficie
mucosa, € nao o oposto, uma vez que a transferéncia experimental da microbiota
fecal obtida de mulheres no terceiro trimestre de gestacédo foi capaz de induzir a
inflamacédo em camundongos receptores (Koren et al., 2012). Estes dados
evidenciaram que as mudancgas nos niveis de imunidade e / ou hormonais durante a
gestacao induzem alteragcbes na composicdo do microbiota, 0 que leva a um
aumento da resposta inflamatéria em superficies mucosas. No seu conjunto, estes
dados proporcionam evidéncias de que alteracbes fisioldégicas associadas com
gravidez levam a mudancas nas comunidades microbianas que colonizam
superficies mucosas, o que induzem respostas imunes proé-inflamatérias. Assim, a
microbiota ja disbidtica em sitios subgengivais de pacientes com DP seria submetida
a fatores adicionais que promovem desequilibrio durante a gravidez, aumentando o

seu potencial patogénico para induzir a inflamagéo gengival.
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A gravidez pode ser considerada como um milagre fisioldgico ja que envolve
um processo nao natural para o organismo hospedeiro, em que consiste em um
evento anormal, propagacao de tecido estranho que € acomodado por um periodo
de tempo definido pelo sistema imunolégico. Um equilibrio imunolégico € crucial
para o implante do 6vulo e assim manter a gravidez até o termo. Como o sistema

imune materno tem de aceitar um feto semi—alogénico, produto de dois individuos de
histo-incompatibilidade, Medawar propds que a mae precisa estar num estado

imunodeprimido (Medawar et al., 1983). Progressos recentes sugerem que o
sistema imune materno ndo s precisa ser suprimido, mas ao mesmo tempo
também precisa proteger a mée e o feto em crescimento das infecgdes durante a
gravidez. Assim, uma gravidez bem sucedida depende da capacidade do sistema
imunoldgico da mae para se tornar tolerante aos antigénos paternos, bem como a
capacidade de rejeitar o feto no caso de infecgéo por patdégenos.

Durante a gravidez ha uma resposta Th2 para promover a tolerancia deste
feto, citocinas produzidas pela resposta Th1 sédo prejudiciais para a tolerancia do
feto em concepgdo, semelhante a aloenxertos em receptores de transplante
(Wegmann et al., 1993). No entanto, os dados existentes sugerem que a resposta
Th2 durante a gravidez € um modelo simplista e que durante as varias fases da
gravidez, as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias sdo moduladas de forma
dindmica (Chatterjee et al., 2014).

A primeira fase da gestacao envolve a implantagcédo de blastocistos no utero, e
€ predominantemente uma fase pro-inflamatéria. Ativagcao localizada de mediadores
inflamatdrios ocorre e o sistema imunolégico da mae repara os danos feitos pelo
blastocisto invasor. A segunda fase da gravidez ¢ uma fase predominantemente
anti-inflamatéria. Citocinas da resposta Th2 sao produzidas na segunda fase da
gravidez, que podem agir sistemicamente ou localmente na interface materno-fetal.
A ultima fase da gravidez é o parto, o qual provoca a contragao do utero, o0 meio pro-
nflamatoria € predominante (Chatterjee et al., 2014).

As interagbes entre células imunes maternas e a placenta séo de interesse
substancial por conta das inumeras complicagdes durante a gravidez, como aborto
recorrente, vilosite de etiologia desconhecida e pré-eclampsia podem surgir devido a
adaptacao inadequada do sistema imunitario materno. Durante a gravidez normal,

detritos de trofoblastos sdo derramados a partir da placenta para o sangue materno
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em grandes quantidades. Estes detritos de trofoblastos s&o rapidamente eliminados
da circulagdo materna (Abumaree et al., 2012). Fagocitose de detritos dos
trofoblastos induzem a secrecao de citocinas anti-inflamatérias, IL-10, IL-6 e IL-1Ra
e diminuicdo da secrecao de citocinas pro-inflamatorias de IL-183, IL12p70 e IL-8 por
macréfagos, indicando que durante a gestagdo ocorre um direcionamento da
resposta imune para a tolerancia e nao para a inflamagdo. A inflamacédo é
rigidamente controlada durante todas as fases da gravidez, porém uma resposta
inflamatéria excessiva e persistente materna esta associada a resultados adversos
da gravidez.

A Infecgdo materna pode contribuir com Inflamacéo sistémica e resultar em
alteracdes gestacionais (Redman et al., 2005). Infeccdo causadas por bactérias,
virus e parasitas, que normalmente induzem a uma resposta Th1 podem impactar o
desenvolvimento da placenta e sobrevivéncia fetal (Infante-Duarte et al., 1999).

A cascata inflamatéria desencadeada por infecgdes exerce um papel central
na patogénese associada com o nascimento prematuro e lesdo fetal. Produtos
bacterianos estimulam a produgdo de citocinas por tecidos placentarios, como
cérion, decidua, e trofoblastos (Guleria et al., 2000). Durante a infecgao, as citocinas
produzidas pelas membranas fetais em resposta aos agentes patogénicos
bacterianos tém um papel duplo: para controlar o crescimento de agentes
bacterianos e, ao mesmo tempo, para agravar o processo inflamatorio, 0 que pode
levar a lesao fetal e trabalho de parto prematuro (Klimova et al., 2013). Para uma
revisdo sobre a relagao entre os resultados adversos da gestagao e periodontite, ver
uma revisao recentemente publicado (Zi et al., 2015) (Anexo O).

O nosso grupo demonstrou que a infecgdo experimental de P. gingivalis
subcutaneamente em ratos levou a redu¢do ganho de peso materno, produgao de
citocinas proé-inflamatérias em placenta e soro materno, além da deteccédo do
microrganismo na unidade fetal placentaria. Além disso, no mesmo estudo
constatou-se que a infeccdo no meio do periodo gestacional causou mais
consequéncias para a desenvolvimento fetal com a indugdo de citocinas pro-
inflamatdrias nos compartimentos fetais do que a infecgao antes de gestagao ou no
final do periodo de gestagao (Michelin et al., 2012).

No entanto, a periodontite ndo é caracterizada por uma infecgdo aguda como
promovido por inje¢ao de P. gingivalis em tecidos subcutaneos, e consideramos que

um modelo experimental crénico de periodontite induzida por P. gingivalis iria
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mimetizar melhor os efeitos da periodontite do que um modelo de infecgdo aguda. O
modelo de periodontite induzida por P. gingivalis foi introduzido em nosso laboratério
por um estudo piloto (Zi MYH. bolsa IC FAPESP 2012 / 17734-4). No entanto, o
modelo experimental de periodontite induzida por A.actinomycetemcomitans nao foi
capaz de induzir infec¢do de longa duragao por este organismo na cavidade oral de
camundongos, embora seja induzida a producédo de citocinas inflamatérias nos
tecidos gengivais, e resposta de IgG contra A.actinomycetemcomitans no soro
(Neves N. Bolsa IC FAPESP 2013/060367). Assim, para investigar o efeito da
infeccdo com A.actinomycetemcomitans durante a gestagcdo, a inoculagéo

intravenosa do organismo foi utilizado.



30

2 Objetivo

2.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos da infecgdo com P. gingivalis e com A.actinomycetemcomitans na

prenhez.

2.2 Objetivo especifico:

Para determinar os efeitos da infecgdo oral com P. gingivalis na prenhez foram
analisados:

- Presenca de P. gingivalis na cavidade oral, sangue, soro, figado, intestino, fezes e
unidade feto-placentaria

- Ganho de peso materno, numero de fetos, peso fetal e reabsorgao fetal;

- Niveis de citocinas inflamatdrias no soro, tecido gengival e placenta;

- Perda de osso alveolar

Para determinar os efeitos da infeccao por A.actinomycetemcomitans na prenhez

foram analisados:

- Presenca de A.actinomycetemcomitans no sangue, soro e unidade feto-placentaria;
- Ganho de peso materno, numero de fetos, peso fetal e reabsorgao fetal;

- Niveis de citocinas inflamatdrias no soro e placenta.
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3 Material e Método

3.1 Desenho experimental:

Este estudo determinou o efeito da infecgdo pelos patégenos P. gingivalis e
A. actinomycetemcomitans na gestacao.

Foi induzida periodontite experimental pela inoculagdo com P. gingivalis e
apos 21 dias apds o primeiro dia de inoculagcdo, os animais foram deixados para
acasalar.

Devido a auséncia de um modelo experimental eficiente para inducado de
periodontite pela inoculagédo oral por A.actinomycetemcomitans que resulte em
infeccao persistente, como demonstrado em estudo piloto (Neves et al., 2013 dados
nao publicados), a infecgdo por A.actinomycetemcomitans em camundongos foi
obtida, ap6s o acasalamento, por meio de injegbes intravenosas em dias
intercalados durante todo o periodo de gestacao.

Ao final do periodo de prenhez, em ambos os estudos, no 16° dia apds o
acasalamento, os animais foram sacrificados. Os efeitos da infeccdo por P. gingivalis
ou A.actinomycetemcomitans foram determinados avaliando-se o padrao gestacional
(peso do feto, ganho de peso materno e a presenga de reabsorgao fetal), niveis de
mediadores inflamatérios, e presenca do patégeno no sangue, soro, e unidade feto-
placentaria dos grupos infectados e estes comparados aos grupos controle, néo
infectados, que receberam apenas o veiculo, volume e periodicidade que foi
realizada a inoculagéo do patdgeno no grupo infectado.

Nos grupos relacionados a infecgdo oral por P. gingivalis, a perda éssea
alveolar foi avaliada por MicroCT e a presenga do agente infeccioso foi determinada
na cavidade oral (amostras de biofilme e tecido gengival) e em amostras de sangue,
soro, figado, intestino, fezes, feto, placenta e liquido amnidético por qPCR. Para
deteccao de A.actinomycetemcomitans foram realizadas analises em amostras de
soro, sangue, placenta, feto e liquido amniético.

Os niveis de marcadores inflamatérios foram determinados em amostras de
soro materno, placenta, tecido gengival para animais infectados dos grupos teste de

P. gingivalis e seu controle, enquanto que para os animais infectados com
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A.actinomycetemcomitans e seu grupo controle, os marcadores inflamatorios foram

analisados em amostras de soro materno e placenta.

3.2 Grupos de estudo

a. Efeitos da infeccao oral experimental por P. gingivalis durante a gestacao

O estudo foi composto por dois grupos, formado por 9 camundongos do grupo
teste e 5 camundongos do grupo controle, que receberam inoculagdes via oral com
P. gingivalis ( Grupo teste: infectado) ou apenas com o veiculo (Grupo controle: ndo
infectado). Apds 21 dias da primeira inoculagdo, os animais acasalaram, e apos a
confirmacdo da prenhez, os animais foram acompanhados durante o periodo

gestacional, e sacrificados no 16° dia de prenhez.

b. Efeito da infeccao por A. actinomycetemcomitans durante a gestacao

O estudo compreendeu dois grupos de animais, 6 animais teste e 5 animais
controle, com prenhez confirmada, que foram inoculados por injecédo IV com
A.actinomycetemcomitans (Grupo teste, infectado) ou com o veiculo (Grupo

controle: nao infectado)

3.3 Cepas bacterianas e condigoes de cultura

Foi utilizada a amostra de referéncia P. gingivalis HW24 D-1, classificada
como gendtipo fimA IV (Amano et al., 2000), ndo capsulada e fimbriada, que possui
altas taxas de adesao as células epiteliais, o que poderia facilitar sua adesao na
cavidade oral do camundongo e o estabelecimento da doencga.

Aliquotas, estocadas em 20% de glicerol em freezer -80 °C foram
descongeladas e semeadas em placa com agar triptone soja (TSA) acrescido de 5%
de sangue desfibrinado de carneiro, hemina (5 mg/ml) e menadione (10 mg/ml). As
placas foram incubadas em camara de anaerobiose com 85% N3, 5% CO; e 10% H>
por 10 dias a 37 °C.

Apos o periodo de incubacéo, as colénias foram transferidas para 3 ml de

caldo triptone soja (TSB) acrescido de hemina (5 mg/ml) e menadione (10 mg/ml)
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seguindo-se incubacdo por 48 horas. Apos diluicdo 1:10, as culturas foram
incubadas por 24 horas alcangcando assim a fase exponencial de crescimento. Apos
este periodo, a absorbéncia foi ajustada a DOsgonm ~ 0,5 € determinado o numero de
UFC apds inoculacdo e desenvolvimento das colénias em meio sélido.

Uma amostra de A. actinomycetemcomitans sorotipo b, pertencente ao clone
JP2 (determinado pela delegcéo de 560 pb na regido promotora de /tx), fimbriada foi
utilizada. Essa amostra foi obtida de paciente brasileiro com periodontite agressiva,
em projeto em colaboragdo com a Prof® Dr® Luciana Saraiva (FOUSP). A amostra foi
cultivada em placas com &agar triptone acrescido de extrato de levedura, soro,
bacitracina e vancomicina (Slots et al., 1982) e, apés um unico repique, as colbnias
foram transferidas para glicerol a 20% e estocadas a -80 °C.

Aliquotas do estoque congelado foram inoculadas em placas de agar triptone
(TSA) (Acumedia Incorporated, Lansing, EUA) acrescido de 0,6% de extrato de
levedura (Amershan Life Science, Cleveland, EUA) (Agar TSYE), seguindo-se
incubagéo por 48 horas a 37 °C em microaerofilia (5% de CO3) (Shel Lab TC 2123,
Oregon, EUA). Apds o desenvolvimento das colbnias, trés a cinco coldnias rugosas
foram inoculadas em caldo BHI e incubadas por trés dias a 37 °C sob microaerofilia.
ap6s crescimento de 4 horas foi realizado ajuste, determinada por
espectofotometria a 495 nm, OD=0,495 correspondendo a aproximadamente a 1 x
10° UFC/ml.

3.4 Animais

Obtivemos 25 animais da linhagem C57BL6 com 4-5 semanas de idade,
obtidos a partir do Instituto de Ciéncias Biomédicas, foram mantidos em gaiola com
filtros micro isoladoras acondicionadas em prateleiras com ventilagdo e com
temperatura controlada no Instituto de Ciéncias Biomédicas Il, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil, e receberam agua e racdo Nuvulab CR-1 (Quimtia,
Colombo, PR, Brasil) ad libitum. Apds a obtengdo dos animais, estes passaram por
um periodo de 5 dias para adaptagéao no novo biotério. Os animais foram pesados
inicialmente e depois do periodo de adaptacao.

Usando a mesma linhagem de camundongos foi utilizado na razdo de 1

macho para 3 fémeas para o acasalamento. Grupos de animais foram mantidos



34

separadamente. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica,
Comissédo em Experimentacdo Animal do ICB USP, cujo numero de protocolo
listados registrada sob n° 06 sobre pgs. 15 do livro 03, aprovagédo do Comité de

Etica.

3.5 Indugao da doenga periodontal experimental por P. gingivalis

A doenca periodontal experimental foi induzida de acordo com Holzhausen et
al. (2006), com algumas modificagdes (introduzidas apos um teste piloto). Aliquotas
de culturas bacterianas, obtidas como descrito no item 3.3, foram centrifugadas e o
precipitado foi suspenso em gel de carboximetilcelulose a 2%. Cada animal do grupo
teste foi inoculado com 100 pl de gel contendo 1 x 10° UFC de P. gingivalis HW24 D-
1 por via oral com o auxilio de uma agulha de gavagem.

Imediatamente apds a inoculagdo os animais foram mantidos em jejum de
agua e comida por 1 hora para favorecer a permanéncia da bactéria na cavidade
bucal. O procedimento de inoculacao foi repetido durante 5 dias consecutivos, duas
vezes por dia. Os animais do grupo controle foram inoculados apenas com o veiculo,
no mesmo volume, forma e periodicidade que os animais do grupo teste.

Dezesseis dias apods o ultimo dia de inoculagdo, os animais machos foram
postos nas gaiolas das fémeas para cruzamento, em razéo 3 para 1. A determinacao
da prenhez dos animais foi realizada pela verificagdo do plug vaginal, (em um
intervalo médio de 5 dias). A seguir, os machos foram retirados e as fémeas

acompanhadas por 16 dias a partir da verificagao do plug e entédo sacrificadas.



35

Figura 1 — Delineamento do estudo experimental em camundongos C57BL6 de
avaliacdo do efeito da doenga periodontal induzida por P. gingivalis sobre a
prenhez.
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3.6 Infecgao por A.actinomycetemcomitans

A infecgdo por A.atinomycetemcomitans foi realizada como descrito por
Tuomainen et al.,(2008). Os animais foram mantidos com os machos na proporgéao
3:1 para acasalamento. Apos a determinagao do plug vaginal, cada animal do grupo
teste foi inoculado via IV, pela veia caudal, com 50 pl de suspensdo de A.
actinomycetemcomitans clone JP2 fimbriado contendo 10° UFC em PBS/
camundongo. Esta inoculacgao foi realizada no 3°, 7°, 11° e 15° dias de prenhez. Os
animais do grupo controle foram inoculados apenas com o veiculo (50 pl PBS
/camundongo) nos mesmos periodos que os animais do grupo teste. No 16° dia
apo6s confirmagao do plug vaginal, os animais foram sacrificados e amostras de
sangue, soro, fetos, placenta e liquido amnidético foram recolhidos para a deteccao

de A.actinomycetemcomitans e analise de citocinas.
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Figura 2 — Delineamento do estudo experimental em camundongos C57BL6 de
avaliacao do efeito da infecgao por A.actinomycetemcomitans sobre a prenhez.
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3.7 Monitoramento de animais

Em ambos os estudos, antes da primeira inoculacdo, todos os animais foram
pesados e o peso foi monitorado, fémeas foram pesadas antes do acasalamento e a
cada 5 dias durante a gestacdo. Além disso, os animais foram monitorados para
determinar alteragées na mobilidade ou presenca de lesdes cutaneas devido a

infecgao.

3.8 Eutanasia

Depois de 16 dias apds a confirmacao do plug vaginal (um dia menos do que
uma gestagcdo normal), os animais foram anestesiados com uma combinagao de
ketamina (Dopalen10% -Vertbrands Laboratory - Brasil) e xilazina (2% Ansedan -
Brasil Laboratério Vertbrands-), o sangue foi obtido e, em seguida, sacrificados em

camara de CO».

3.9 Coleta de amostras

3.9.1 Para o estudo do efeito de P. gingivalis

A coleta de fezes foi realizada diretamente das gaiolas dos animais infectados
e nao infectados. As amostras de fezes foram armazenadas em tampao Tris-EDTA
(pH 7,4). A coleta de sangue foi realizada através de pungao do plexo orbital e a
amostra dividida em trés partes. Parte foi armazenada com 25 uyl de EDTA e

utilizada para a detecgdo de P. gingivalis em sangue. O restante do sangue foi
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centrifugado para obter soro e este foi dividido em duas partes e utilizado para
determinar o perfil de mediadores inflamatorios e a presencga de bactérias por qPCR.

Para a determinacdo de niveis de agente patogénico, o tecido gengival foi
removido na regido dos molares superiores do lado esquerdo; e foram coletados
também figado e intestino. Os fetos foram pesados e foram colocados em 500 ul de
tampéo Tris-EDTA (pH 7,4) . As placentas foram recolhidas, divididas ao meio, uma
porcéao foi colocada em 50 pl de tampao Tris-EDTA (pH 7,4) e a outra metade em
solugao para analise de citocinas descrito a seguir. Foram coletados 3 fetos de cada
animal na medida do possivel, mas coletado no maximo 3 fetos para analise de
presencga do patdgeno. O liquido amnidtico foi obtido por pungédo com uma seringa e
colocada num microtubo, formando um pool de liquido amniético de todos os fetos
do mesmo animal. Para determinacdo dos niveis do patdgeno no biofilme, a
mandibula foi removida, colocada num tubo contendo 1 ml de PBS e submetida a
agitacdo em banho de ultrassom durante 30 segundos. Em seguida, a mandibula foi
removida e as células precipitadas por centrifugagdo e ressuspensas em tampao
Tris-EDTA (pH 7,4).

Para determinar o perfil de citocinas, o tecido gengival da regidao de molares
superiores do lado esquerdo foi retirado e colocado em tampao de lise [PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20, 1 mM de PMSF (Sigma P7626) e cocktail inibidor
de proteases (Sigma P8340) diluido 1: 100]. Metade de cada amostra de placenta
também foi armazenada neste mesmo tampdo. Todas as amostras foram

armazenadas a -80 °C até ao momento da utilizagao.

3.9.2 Para o estudo do efeito de A. actinomycetemcomitans:

Para o estudo com A. actinomycetemcomitans optou-se por coletar sangue,
soro, placenta, feto e liquido amniético. A coleta de sangue foi realizada através de
puncao do plexo orbital e a amostra dividida em trés partes. Parte foi armazenada
com 25 uyl de EDTA e utilizada para a detecgdo de A. actinomycetemcomitans em
sangue. O restante do sangue foi centrifugado para obter soro e este foi dividido em
duas partes e utilizado para determinar o perfil de mediadores inflamatérios e a
presenca de bactérias por gPCR.

As placentas foram recolhidas, divididas ao meio, uma porc¢ao foi colocada

em 50 yl de tampéao Tris-EDTA (pH 7,4) e a outra metade em solugdo para analise
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de citocinas descrito a seguir. Foram coletados 3 fetos de cada animal na medida do
possivel, mas coletado no maximo 3 fetos para analise de presenca do patogeno e
foram colocados em 500 pl de tampao Tris-EDTA (pH 7,4). O liquido amnidtico foi
obtido por pungdo com uma seringa e colocada num microtubo, formando um pool
de liquido amniético de todos os fetos do mesmo animal.

Para determinar o perfil de citocinas, metade de cada amostra das placentas
foram colocado em tampao de lise [PBS acrescido de 0,05% de Tween 20, 1 mM de
PMSF (Sigma P7626) e cocktail inibidor de proteases (Sigma P8340) diluido 1: 100].

Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C até ao momento da utilizagao.

3.10 Determinag¢do de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans niveis de PCR
quantitativo

As amostras de biofilme, sangue, tecido gengival, fetos, placenta, intestino,
figado e fezes dos grupo teste e controle do estudo com P. gingivalis foram
submetidas a extracdo de DNA, utilizando o kit DNA and RNA Purification Kit ™
(Epicentre® Biotechnologies, Madison WI, EUA). O mesmo procedimento foi
empregado para as amostras da placenta e fetos dos animais dos grupos teste e
controle do estudo com A.actinomycetemcomitans.

Para amostras de tecido, Proteinase K foi adicionada (2 pl por unidade de
tecido) e a mistura foi incubada a 65 °C com agitacdo por um periodo overnight.
Apoés a extracdo, a quantidade e a qualidade do DNA extraido foi determinada pela
medida da absorbancia em comprimento de onda de 260 e 280 nm, em
espectrofotometro ND-1000 V 3.5.2 Nanodrop® (Nanodrop Techologies, ND-100,
Wilington, DE, EUA).

Apos a obtengao do DNA, a detecgao dos patégenos foi realizada por PCR
em tempo real, usando iniciadores complementares ao gene 16S rRNA de P.
gingivalis (Amano et al., 2000) ou ao gene 16S rRNA de A. actinomycetemcomitans
(Rudney et al., 2003).

A analise quantitativa por PCR em tempo real foi realizada utilizando o Easy
Quantimix SYG kit (Biotools, Madrid, Espanha) seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante no equipamento Step One Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Foram usados 10 pl de SYBR Green, 0,5 pyl de DNA molde, 200 mM de cada
iniciador, num volume total de 20 pl.

Para P. gingivalis, as reag¢des foram realizadas com pré-incubacéo a 95 °C
por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 10 segundos,
anelamento a 60 °C por 1 minuto e tempo de extensao a 95 °C por 15 segundos.

Para A. actinomycetemcomitans a reagao de amplificagéo foi realizada em um
volume final de 20 pl, 1 ul de DNA, 0,5 ul de primers especificos (25 pmol/ul) para o
16SrRNA de A. actinomycetemcomitans (Forward: 5’ATT GGG GTT TAG CCC TGG
T3  (Tran & Rudney et al.,, 1996) e Reverse: 5’ATT GGG GTT TAG CCC TGG
T3 (Wahlfors et al., 1995)], (Life Technologies) e 10 uyl de Syber Green Select
Master Mix (Applied Byosistems). A quantidade de DNA molde de cada amostra
testada foi 50 ng/ml. As reag¢des foram realizadas com desnaturagao inicial de 95°
por 10 minutos, seguindo-se 40 ciclos de 95 °C /15 segundos, 65 °C /1 minuto e 81
°C /10 segundos, seguido de duas etapas de 95 °C/15 segundos e 65 °C /1 minuto.
E uma etapa final de 0,5 °C - 95 °C/15 segundos.

Apés a reacgao, foi realizada a curva de dissociagdo para verificar a
especificidade dos amplicons. Para A. actinomycetemcomitans foram realizados 30
ciclos de 30 segundos com queda de 1 °C por ciclo iniciando-se em 95 °C até atingir
a temperatura de 76 °C. Para P. gingivalis foram realizados 30 ciclos de 30
segundos com queda de 0,6 °C por ciclo iniciando-se em 95 °C até atingir a
temperatura de 70 °C (van der Ploeg et al., 2004).

A fluorescéncia foi detectada apds cada ciclo e representada em um grafico
utilizando o software Step One Plus Real- Time PCR System (Applied Biosystem,
Foster City, CA, EUA).

O numero de copias de cada gene foi calculado com base na curva padrao
obtida por diluicdo seriada de plasmidios contendo o gene 716S rRNA de cada uma
das espécies, obtidos anteriormente neste laboratério (Ando- Suguimoto et al., 2014;
Teixeira et al., 2009). A curva padrao foi realizada em triplicata, com diluicbes entre
10 e 10 Cépias em cada ensaio. O nimero de células de cada uma das espécies
foi calculado com base no numero de cépias de 16S rRNA por cromossomo de cada
espécie. O gene 16S rRNA esta presente em 4 copias no genoma de P. gingivalis e
em 6 copias no genoma de A. actinomycetemcomitans. Todas as amostras foram

analisadas em triplicata.
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Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para determinacéo de P. gingivalis e
de A. actinomycetemcomitans e tamanho do produto esperado (Amano et al., 2000;
Rudney et al., 2003).

Produt
Gene Iniciadores Sequéncia de nucleotideos o
(pb)

P. gingivalis Pg rRNAf | 5 TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA 197
16S rRNA Pg rRNAr | ACC 3’

5 ACGTCATCCCCACCTTCCTC 3’
A. Aa rRNAf
actinomycetemcomit | AarRNAr |5 ATT GGG GTT TAG CCC TGGT 3° | 530
ans 16S rRNA 5" ACT GAA CCT GAC CGT ACA GGC

ACA AAC CCATCT CTGA 3

3.11 Marcadores inflamatodrios

As amostras de soro, placenta e tecido gengival dos animais infectados com
P. gingivalis foram analisadas para os niveis destas citocinas: IL-1-8, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17a, TNF-a, GM-CSF, IFN-y, IL-12 p40, IL-12p70 foram avaliados por ELISA
destas amostras por Luminex®.

As amostras de soro e placenta dos animais infectados com A.
Actinomycetemcomitans foram analisadas para os niveis destas citocinas: IFN-y, IL-
4, IL-6 e TNF-a (BD OptEIA ELISA kit Il, BD Biosciences, New Jersey, EUA)

3.12 Preparo das amostras

Para as amostras de infectadas com P. gingivalis a dosagem das citocinas IL-
1-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17a, TNF-a, GM-CSF, INF-y, IL-12 p70, IL-12p40 foram
realizadas em 23 placentas, 9 tecidos gengivais € 9 amostras de soro dos animais
do grupo teste e 12 placentas, 5 tecidos gengivais e 5 amostras de soro para os
animais controle para infeccao com P. gingivalis.

Para as amostras de infectadas com A. Actinomycetemcomitans a dosagem

das citocinas IFN-y, IL-4, IL-6, TNF-a e IL-17a foram realizadas em 14 placentas e 6
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amostras de soro do grupo teste e 13 amostras de placenta e 5 amostras de soro
dos animais controle para o grupo infectado com A. Actinomycetemcomitans.

As amostras de placenta obtidas como descrito acima (item 3.9),
imediatamente apds a cesariana foram mantidas em gelo, maceradas no tampao
acrescido dos inibidores de protease (P8340, Sigma-Aldrich MO, EUA) e 1 mM
PMSF (Sigma-Aldrich MO, EUA), com uso de maceradores manuais para
microtubos e posteriormente centrifugadas em 13000 rpm por 10 minutos . Tanto as
amostras de soro, como o sobrenadante do macerado de placenta, foram
congelados imediatamente e transferidos para freezer -80 °C até o momento da

manipulagao.

3.13 ELISA

Para amostras de animais infectados por P. gingivalis, foi utilizado o kit Bio-
Plex Pro™ Mouse Cytokine Assay das seguintes citocinas, IL-1-3, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17a, TNF-a, GM-CSF, IFN-y, IL-12 p70, IL-12p40 (Bio- Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, EUA)

Granulos de propriedades espectrais sdo conjugados com anticorpos de
captura especificos para a proteina adicionado juntamente com as amostras
(incluindo os padrbes de concentragao conhecida de proteina, controle e amostras
de ensaio), nas cavidades da microplaca de um filtro de fundo. Proteina alvo se liga
ao anticorpo de captura ao longo de uma incubagéo de duas horas. Apos lavagem
dos granulos de propriedades espectrais e as proteinas especificas , anticorpos
detectores biotinilados s&o adicionados e incubados com os granulos de
propriedades espectrais durante 1 hora. Em seguida, o excesso de anticorpos
detectores biotiniladas sao removidas, e conjugada com proteina de estreptavidina
fluorescente, R-ficoeritrina (SAV-R-PE) é adicionada e incubada durante 30 minutos.
SAV-PE-R liga-se a anticorpos detectores biotinilados. Depois da lavagem, em que
os componentes que nao foram ligados a SAV-EPR sao removidos, os granulos sao
analisadas com um sistema de detecgdo de Luminex®. De monitoramento das
propriedades espectrais dos granulos e a quantidade de associacdo a R-ficoeritrina
(RPE) sao analisados por fluorescéncia, pode ser determinada a concentragédo de

uma ou mais proteinas.
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A concentragdo de cada analitica foi expressa em pg/mL. As amostras com
quantificacdo limite foram registrados como "zero" e amostras acima da curva
padrao limite de quantificagado foram gravadas com um valor igual ou maior da curva.
As amostras eram avaliadas em valores em unicata, porém, neste sistema, cada
pogo possui 50 beads, ou seja, 50 marcadores de leitura, entdo apenas um pogo foi
utilizado para cada amostra.

Placenta e tecidos gengivais do grupo infectado com P. gingivalis também
foram analisadas por Luminex®

Para os animais de A. actinomycetemcomitans, amostras de soro e placenta
foram analisados por kits de ELISA convencionais da (OptEIA ELISA kit Il, BD
Biosciences, New Jersey, EUA).

Para dosagem de IFN-y, IL-4, IL-6 e TNF-a. Foram adicionados 100 ul de
solugao de anticorpo de captura na concentragao de 0,4 pg/ml por pogo em placas
de 96 pocgos (Costar, EUA). As placas foram seladas e incubadas a 4 °C por 16
horas. Apds este periodo, as placas foram lavadas por 3 vezes com solucdo de
PBS/Tween 20 a 0,1%. Em seguida, foram adicionados 200 pl de solugéo
bloqueadora (Assay Diluent com PBS com 10% de SFB Hyclone) a cada poco,
seguindo-se incubacéo por 1 hora a temperatura ambiente e lavagem por 3 vezes
com solugao de PBS/Tween 20 a 0,1%. As amostras foram adicionadas em volume
de 100 pl em ftriplicata, seguindo-se incubagao por 2 horas a temperatura ambiente.
Apods lavagem 5 vezes com solugcao de PBS/Tween 20 a 0,1%, foi adicionado o
anticorpo de detecgado a uma concentragao final de 0.4 pg/ml em um volume de 100
MI/pocgo, seguindo-se incubagao por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem,
foi adicionada uma solugédo de conjugado substrate solution em um volume de 100
Ml/pogo, seguindo-se incubacado por 30 minutos sob protecdo da luz. Apds esse
periodo, adicionado 50ul de Stop solution. A leitura da densidade optica foi realizada
em comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA (BioRad- Modelo 680,
Hercules, California, EUA).
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3.14 Analise da perda de osso alveolar para o modelo de P. gingivalis

Analise da perda do osso maxilar foi realizado por microtomografia (MicroCT)
em equipamento multiusuario na FO Araraquara UNESP (unidade adquirida pela
FAPESP processo 2009 / 54080-0).

Depois de sacrificar os animais, as amostras de maxila dos camundongos de
cada grupo controle e teste foram cuidadosamente retirados , fixadas em
paraformaldeido a 4%. Uma semana antes da analise as amostras foram
transferidas e armazenados em etanol a 70% a temperatura ambiente até a analise
por microCT.

As maxilas dos camundongos foram digitalizados usando o scanner para
animais microCT (uCT SkyScan 1176; SkyScan, Kontich, Bélgica). O gerador de
raio-X foi operado a 50 kVp e 500 mA de corrente com um filtro de 0,5 milimetros, de
aluminio com uma resolugdo de imagem de 12,45 ym. Maxilas do grupo teste e
controle foram scaneadas no mesmo periodo para permitir a comparacido entre os
grupos experimentais. Cada digitalizagao levou aproximadamente 20 minutos para
serem concluidos. As imagens foram entdo reconstruidos com software especifico
(NRecon 1.6.1.5; Skyscan, Kontich, Bélgica) em todas as trés dimensdes espaciais,
e, em seguida, todas as imagens foram re-oreintadas e salvas em cortes sagital
(2000 % 1336), utilizando software especifico (DataViewer versao 1.5.0.2.; SkyScan,
Kontich, Bélgica). As medidas lineares foram determinados a partir da juncao
esmalte-cemento (JEC) até a ponta da crista 0ssea alveolar a regido distal do
primeiro molar e na regiao mesial do segundo molar. Os valores foram obtidos, usou

a estatistica pacote GraphPad Prism Versao 6.0.

3.15 Analise estatistica

Os niveis de citocinas e os niveis de colonizagdo da cavidade oral e dos
diferente sitios extra-orais por P. gingivalis nos diferentes grupos foram comparadas
pelo teste de Mann-Whitney, se normal distribuicdo de dados. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de p <0,05.

O peso materno inicial e final foi comparado, bem como do peso fetal dos

grupos teste e controle foram comparados por teste de Mann Wittney, se a
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distribuicdo normal dos dados. Os valores de P foram consideradas <0,05
estatisticamente significativa.

Utilizamos a correlacdo de Spearman para descrever a relacdo entre as
diversas variaveis relacionadas ao padrao de prenhez como peso e numero de fetos,
% de ganho de peso materno e ganho de peso materno com mediadores
inflamatérios. Valores de Correlacdo de Spearman entre variaveis relacionadas a
alteragdes no padréao de prenhez em camundongos dos grupos teste (infectado com
P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans ) e controle (n&o infectado) em amostras
obtidas no 16° dia da prenhez. Os valores de p foram considerados significante

quando p<0,05.
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4 Resultados

4.1 Efeito da doenga experimental induzida por P. gingivalis

Para realizacdo deste trabalho, inicialmente, foi realizado ensaio piloto para
estabelecer a concentragdo de P. gingivalis adequada para desenvolvimento de
infecgdo oral em camundongos, como descrito anteriormente (item 3.5 A inducéo da
doenga periodontal experimental por P. gingivalis). Embora no estudo piloto
tenhamos realizado a inoculagdo em apenas 3 camundongos, conseguimos induzir a
infecgdo nos camundongos, pois foi possivel detectar através de qPCR o patégeno
em sangue, soro, fezes, placenta, liquido amnidtico e em fetos. Através da analise
por micro-tomografia computadorizada pudemos determinar que houve perda de
volume 6sseo no grupo infectado, comparado ao grupo controle (Zi MY. bolsa IC
FAPESP 2012/17734-4).

No presente estudo, foram comparados os resultados do grupo experimental
(n=9) inoculado com P. gingivalis, com seu respectivo controle (n=5), inoculado com

o veiculo conforme apresentado a seguir.

4.1.1 Presenca de P. gingivalis na cavidade oral, sangue, unidade feto-placentdria e outros
sitios extra-orais.

Amostras da unidade feto-placentaria (placenta, feto e liquido amnidtico),
fezes, intestino, figado, soro, sangue, tecido gengival e biofilme dental foram
avaliadas quanto a presenca de DNA de P. gingivalis. O DNA de P. gingivalis nao
foi detectado em nenhuma amostra de animais pertencentes aos grupos controles.
DNA de P. gingivalis foi detectado em amostras de sangue (5/9), soro (3/9), tecido
gengival (1/9), biofiime (4/9), intestino (1/9), fezes (1/9), figado (4/9), fetos (8/27),
placentas (9/27) e liquido amnidtico (1/9) dos animais do grupo teste. A figura 3
mostra os valores médios e desvio padrdao do numero de copias do gene 16SrRNA
de P. gingivalis nas amostras do grupo teste. A quantidade de copias do gene
16SrRNA de P.gingivalis encontradas em cada amostra de cada animal estudado
esta detalhada no anexo A.
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Figura 3 - Representacdo grafica dos valores médios e desvio padrao do numero de
copias do gene 16SrRNA de P.gingivalis nas amostras do grupo teste, apos 42 dias
da infec¢ao experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez.
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4.1.2 Ganho de peso materno

O peso dos camundongos foram anotados a cada 5 dias, durante todo o
periodo experimental. A infeccdo experimental ndo provocou perda de peso nos
camundongos do grupo teste, em relagao ao controle (dados nao apresentados). No
primeiro dia em que os animais foram colocados para acasalamento, o peso médio
dos animais do grupo teste foi de 19,68 g £ 2,078 enquanto do grupo controle foi de
17,12 g = 3,69. Por outro lado, verificamos que os camundongos infectados
apresentaram menor ganho de peso ao final da gestagado (16° dia) em relacédo ao
peso inicial quando comparadas com o grupo controle. Esta diferenga de ganho de
peso materno entre o0s grupos experimentais e respectivos controles foi
estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05). Na figura 4 estao apresentados
os valores de média e desvio padrao do peso dos camundongos ao longo da
gestacdo. Na figura 5 estdo apresentados a média e o desvio padrao do ganho do
peso materno, os valores foram estatisticamente significantes (Mann Wittney,
p<0,05). Na figura 6 estdo apresentados a média e desvio padrao da porcentagem

do ganho de peso materno, os valores foram estatisticamente significantes (Mann
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Wittney, p<0,05). No anexo B esta apresentada a tabela com os valores das

pesagens de cada animal durante a gestacgao.

Figura 4 - Valores médios e desvio padrao do peso dos animais prenhes dos grupos
teste infectados experimentalmente por P. gingivalis, em relacdo aos animais do
grupo controle, durante o periodo de prenhez.
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* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)

Figura 5 - Valores médios e desvio padrdo do ganho de peso dos animais prenhes
dos grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis, em relagdo aos
animais do grupo controle, durante o periodo de prenhez.

25 A

|

15 1

Ganho Peso (g)

Teste Controle

* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)
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Figura 6 - Valores médios e desvio padrao da porcentagem de ganho de peso dos
animais prenhes dos grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis,
em relagdo aos animais do grupo controle, durante o periodo de prenhez.
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* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)

4.1.3 Numero de fetos

Foi verificada a presenga de ao menos um feto em todos os animais
submetidos a cesariana no 16° dia da gestacgéo.

Os camundongos do grupo teste apresentaram menor numero de fetos por
ninhada em relagao ao grupo controle, porém esta diferenca nao foi estatisticamente
significante. A figura 7 mostra a média e o desvio padrao dos fetos observados nos
grupos teste e controle e no anexo C, esta apresentada a tabela com o numero de

fetos obtidos por cada animal prenhe.



49

Figura 7 - Meédia do numero de fetos e desvio padrdo dos animais prenhes dos
grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis, apds 42 dias da
infecgdo experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez em relagdo aos animais
do grupo controle.
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Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)

4.1.4 Peso fetal

Os fetos pertencentes ao grupo teste tiveram menor peso em relagdo aos
fetos do grupo controle. Estas diferengas foram estatisticamente significantes (Mann
Wittney, p<0,05). Na figura 8 estdo apresentados os valores de média e desvio
padrao do peso dos fetos obtidos de cada animal dos grupos teste e controle. Na
figura 9, estdo apresentados os valores de média e desvio padrao de todos os fetos
de cada grupo, teste e controle. Os dados de peso de cada feto coletado por animal

(até 3 fetos por animal) estdo apresentados no anexo D.
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Figura 8 — Média e desvio padrdo do peso dos fetos de cada animal prenhe dos
grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis apés 42 dias da
infecgdo experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez em relagdo aos animais
do grupo controle.
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Figura 9 - Média e desvio padrdo dos pesos fetos do grupo teste infectados
experimentalmente por P. gingivalis apos 42 dias da infeccédo experimental por P.
gingivalis e 16° dia de prenhez em relagao aos animais do grupo controle.
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Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)
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4.1.5 Reabsorgdo fetal

Nao foram observados fetos reabsorvidos nos camundongos em que o
periodontopatdgeno foi inoculado (grupo teste), de maneira similar ao observado nos
animais do grupo controle. No entanto, em um camundongo do grupo teste
observamos ma formagao de um feto. Julgamos importante relatar que a infecgao
com P. gingivalis no animal (362) (figura 10) pode ter interferido no desenvolvimento
fetal, que apresentava somente este feto, cujo desenvolvimento desta ninhada foi
afetado.

Figura 10 - Fotografia do animal 362, pertencente ao grupo teste (infectado por P.
gingivalis) com apenas um feto (A) que apresentou uma deformacéo (B), comparado
com animal controle, animal apresentando 9 fetos (C) feto com tamanho e formatos
normais

A B




52

4.1.6 Niveis de mediadores inflamatorias no soro

As dosagens das mediadores inflamatérios foram realizadas nas amostras de soros
maternos retiradas no décimo sexto dia da gestacdo, por ELISA. Na figura 11 esta
apresentado o grafico com os valores de média e desvio padrdo da dosagem de
mediadores inflamatorios (pg/ml) no soro materno dos grupos teste e controle, ndo
houve significancia estatistica entre os grupos teste e controle. No anexo E esta
apresentada a tabela com o valor das médias e desvio padrédo da dosagem de

mediadores inflamatorios (pg/ml) no soro materno dos grupos teste e controle.

Figura 11- Valores de médias e desvios padrao de mediadores inflamatérios (pg/ml)
no soro materno dos grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis
apos 42 dias da infecgdo experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez e do
grupo controle.
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Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)

4.1.7 Niveis de mediadores inflamatorias no tecido gengival

As dosagens dos mediadores inflamatérios foram realizadas nas amostras de
tecido gengival maternos retiradas da regidao de 1° molar superior esquerdo no
décimo sexto dia da gestagao e foram analisados através de ensaio ELISA. A figura
12 mostra os valores das médias e desvios padrao de mediadores inflamatorios

(pg/ml) no tecido gengival materno dos grupos teste e controle. No anexo F esta
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apresentada a tabela com os valores das médias e desvio padrao da dosagem dos
mediadores inflamatérios (pg/ml) no tecido gengival materno dos grupos teste e

controle. Nao houve significancia estatistica entre os grupos.

Figura 12 — Valores de médias e desvios padrdo de mediadores inflamatérios
(pg/ml) no tecido gengival materno dos grupos teste infectados experimentalmente
por P. gingivalis apos 42 dias da infecgao experimental por P. gingivalis e 16° dia de
prenhez e do grupo controle.
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Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)

4.1.8 Niveis de mediadores inflamatorios na placenta

As dosagens dos mediadores inflamatérios foram realizadas nas amostras de
placentas maternas retiradas no décimo sexto dia da gestagdo através de ensaio
ELISA. A figura 13 mostra os valores das médias e desvio padrdo de mediadores
inflamatorios (pg/ml) na placenta dos grupos teste e controle. No anexo 8 esta
apresentada a tabela com os valores das médias e desvio padrao da dosagem
desses mediadores (pg/ml) na placenta dos grupos teste e controle. Houve maior
producéao e diferenga estatisticamente significante de IL-18 , INF-y, IL-10, GMCSF,
IL-12p40 e IL-12p70 nas placentas dos grupos testes em relagéo aos seus controles.
No anexo G esta apresentada a tabela com os valores médios e desvio padrdo da
dosagem de mediadores inflamatérios (pg/ml) na placenta dos grupos teste e

controle.
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Figura 13 - Valores de médias e desvios padrdo de mediadores inflamatorios
(pg/ml) nas placenta dos grupos teste infectados experimentalmente por P. gingivalis
apos 42 dias da infecgdo experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez e do
grupo controle.
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* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)

4.1.9 Perda de osso alveolar

As maxilas foram analisadas através de microCT e a perda Ossea
determinada através da medida entre a JEC e a crista Ossea-alveolar entre o
primeiro e segundo molar superior direito, como demonstrado na figura 14. Os
valores foram determinados e apresentados no anexo H. Os valores médios foram
comparados entre grupo controle e grupo teste, como demonstrado na figura 15,
indicando que os animais do grupo teste tiveram maior perda 6ssea alveolar do que
0s animais do grupo controle, e esta diferenca foi estatisticamente significante (Mann
Wittney, p<0,05).
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Figura 14 — Fotografias do corte sagital e medida da JEC e a crista 0ssea- alveolar
entre o primeiro e segundo molar superior direito em animal do grupo teste
infectados experimentalmente por P. gingivalis apés 42 dias da infec¢ao
experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez e do grupo controle

(A) e em animal do grupo controle (B)
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Figura 15 — Valor da média dos valores obtidos na medigdo entre a JEC e a crista
O0ssea- alveolar entre o primeiro e segundo molar superior direito em animais do
grupo teste infectados experimentalmente por P. gingivalis apds 42 dias da infec¢ao
experimental por P. gingivalis e 16° dia de prenhez e do grupo controle.
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* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)

4.1.10 Correlagdo de Spearman

Utilizamos a correlacdo de Spearman para descrever a relagdo entre as
diversas variaveis relacionadas ao padrao de prenhez como peso e numero de fetos,
% de ganho de peso materno e ganho de peso materno com mediadores
inflamatorios.

Observa-se relagao inversa das variaveis relacionadas ao padrao de prenhez
e o nivel de mediadores da inflamagcdo na placenta, que apresentaram-se
aumentados nos animais do grupo teste em relagéo ao grupo controle.

Apesar de nao haver diferenga nos niveis de mediadores inflamatérios no
tecido gengival entre os grupos, observa-se relagao inversa entre alguns mediadores
no tecido gengival como IL-17 e IL-10 e as variaveis relacionadas ao padrdo de
prenhez, indicando que a resposta dos tecidos orais a infeccdo pode contribuir com
as alteracdes na prenhez, e ndo apenas a infecg¢ao direta do agente na unidade feto-
placentaria.

Na figura 16 esta a tabela com os valores de Correlagao de Spearman entre
variaveis relacionadas a alteracdes no padrdo de prenhez em camundongos dos
grupos teste (infectado com P. gingivalis) e controle (ndo infectado) em amostras

obtidas no 16° dia da prenhez.
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Figura 16 — Valores de Correlagdo de Spearman entre variaveis relacionadas a
alteracdes no padréao de prenhez em camundongos dos grupos teste (infectado com
P. gingivalis) e controle (ndo infectado) em amostras obtidas no 16° dia da prenhez.
Valores de p entre paréntesis. Significante quando p<0,05.

Porcentagem Ganho de ’
de ganho de Peso Peso do Numero
peso materno fetos de fetos
materno
Placenta
IL-1B -0,6909
(0,0127)
TNF-a -0,6630
(0,0168)
IL-4 -0,5956
(0,0318)
IL-6 -0,6903
(0,0128)
IL-10 -0,6154
(0,0330)
IL-17 -0,6623
(0,0169)
GMCSF 0,6659
(0,0163)
IL-12p40 -0,7319 -0,6557
(0,0083) (0,0181)
IL-12p70 -0,6425 -0,7846
(0,0205) | (0,0047)
Soro -0.6205 -0.6938 -0.6154
IL-10 (0.0184) (0.0124) | (0.0399)
Tecido gengival -0,5750
IL-10 (0,0464)
IL-17 -0,7319 -0,6557
(0,0083) (0,0181)
Numero de fetos 0,5568
(0,0447)
Peso dos fetos 0,6044 0,6051
(0,0293) (0,0291)
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4.2 Efeito da doenga experimental induzida por A.actinomycetemcomitans

A infeccdo por A.actinomycetemcomitans foi realizada via i.v., visto que em
ensaio piloto ndo foi obtida infeccao persistente, necessaria para cumprir 0s
objetivos de determinar o efeito da infecgdo e bacteremia. Assim, foi empregado o
protocoloco de infecgdo por A.actinomycetemcomitans como descrito por Tuomainen
et al., 2008, que usou este protocolo mimetizando a bacteremia promovida durante a
periodontite, para avaliar o efeito de A.actinomycetemcomitans sobre a aterogénese.
Entre os 7 animais do grupo teste, um dos animais (animal 21) pariu filhotes no 16°
dia da prenhez (16° dia apds a detecgao do plug vaginal), portanto dois dias antes
do esperado, sugerindo que a infecgao foi relacionada a prematuridade. Como neste
animal varias analises foram impossibilitadas (peso da mée ao final, analise de
placentas e liquido amniético) além do fato do nascimento alterar o perfil de citocinas
da mae, este foi excluido do estudo. Por outro lado, este dado pode ser importante,
pois a infecgdo com A.actinomycetemcomitans sob este animal poderia ter
interferido no desenvolvimento fetal. Este animal teve 4 filhotes, enquanto a média
de fetos/grupo teste foi 5,16. Estes filhotes pesavam em média 1,62 g, enquanto a
média de peso de fetos do grupo teste foi de 1,07 g. Estes dados sugerem que a
prematuridade nao foi associada a alteragdes gestacionais como redu¢ao do numero
ou peso dos fetos. Por outro lado, como o peso dos animais era maior que a média
do grupo, é possivel que esta prenhez tenha chegado a termo, e o plug vaginal

tenha sido detectado mais tardiamente do que nos demais.

4.2.1 Presencga de A.actinomycetemcomitans na unidade feto-placentadria

Amostras da unidade feto-placentaria (placenta, feto e liquido amnidtico),
soro, sangue, foram avaliadas quanto a ©presenca de DNA de
A.actinomycetemcomitans. O DNA de A. actinomycetemcomitans nao foi detectado
em nenhuma amostra de animais pertencentes ao grupo controle, mas foi detectado
em pelo menos uma amostra em todos os animais do grupo teste. DNA de
A.actinomycetemcomitans foi detectado em amostras de sangue (2/6), soro (1/6),
fetos (11/14), placentas (11/14) e liquido amnidtico (1/6) dos animais do grupo teste.
A figura 17 mostra os valores médios e desvio padrdo do numero de copias do gene
16SrRNA de A.actinomycetemcomitans nas amostras do grupo teste. A quantidade
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de cépias do gene 16SrRNA de A.actinomycetemcomitans encontradas em cada
amostra de cada animal estudado esta detalhada no anexo I.

Figura 17 - Representagéo grafica dos valores médios e desvio padrdo do numero
de copias do gene 16SrRNA de A.actinomycetemcomitans nas amostras do grupo
teste, animais infectados experimentalmente nos 3°, 7°, 11° e 15° dias de prenhez
por A.actinomycetemcomitans.
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4.2.2 Ganho de peso materno

Os pesos dos camundongos foram anotados a cada 5 dias. Verificamos que
os camundongos do grupo teste apresentaram menor porcentagem de ganho de
peso ao final da gestacao (16° dia) em relagdo ao peso inicial quando comparados
com o grupo controle. Porém esta diferengca ndo foi estatisticamente significante
(Mann Wittney, p<0,05). Na figura 18 esta apresentado o grafico com as médias e
desvio padrao do peso dos animais do grupo teste e controle ao longo da prenhez.
Os valores das pesagens de cada animal de ambos os grupos estado apresentados

no anexo J.

Figura 18 - Valores médios e desvio padrdao do peso dos animais prenhes dos
grupos teste, infectados experimentalmente por A. actinomycetemcomitans, e
controle, durante o periodo de prenhez.
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Peso (g)

15 e=(m»Peso materno Teste
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Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)
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4.2.2.1 Numero de fetos

Foi verificada a presenga de ao menos um feto em todos os animais
submetidos a cesariana no 16° dia da gestacdo. Ndo houve diferenca nas médias
dos numeros de fetos obtidos nos dois grupos.

A figura 19 mostra as médias e os desvios padrdo do numero de fetos
observados nos grupos teste e controle e no anexo K esta apresentada a tabela com

o numero de fetos obtidos por cada animal.

Figura 19 - Média do numero de fetos e desvio padrdo dos animais prenhes do
grupo teste, infectado experimentalmente por A. actinomycetemcomitans nos 3°, 7°,
11° e 15° dias de prenhez, e do grupo controle.

Teste Controle

Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)

4.2.2.2 Peso fetal

Os fetos pertencentes ao grupo teste tiveram menor peso do que os fetos do
grupo controle, embora esta diferenga nao tenha sido estatisticamente significante
(Mann Wittney, p<0,05). Na figura 20 estdo apresentados os valores de média e
desvio padrao do peso dos fetos obtidos por cada animal prenhe do grupo teste e
controle. Na figura 21 estao apresentados os valores de média e desvio padrao de
todos os fetos de cada grupo, teste e controle, os dados de peso de cada feto

coletado por animal (até 3 fetos por animal) estao apresentados no anexo L.
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Figura 20 - Média e desvio padrdao do peso dos fetos de cada animal prenhe do
grupo teste infectado experimentalmente por A. actinomycetemcomitans nos 3°, 7°,
11° e 15° dias de prenhez, e do grupo controle.

1,8 ~
1,6 -
1,4 -
1,2 A

3 4 25 28 210 211 23c 29c¢ 36¢c 37c 38c

Figura 21 - Média e desvio padrao dos pesos dos fetos do grupo teste, infectado
experimentalmente por A. actinomycetemcomitans nos 3° 7°, 11° e 15° dias de
prenhez, e do grupo controle.

Teste Controle

Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)
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4.2.2.3 Reabsor¢ao fetal

A presenca de fetos foi verificada em todos os camundongos do grupo
controle e teste, quando submetidos a cesariana no 16° dia da gestacdo. Nao foram
observados fetos reabsorvidos nos camundongos do grupo teste em que o

periodontopatdgeno foi inoculado.

4.2.3 Niveis de mediadores inflamatdrios no soro e placenta

4.2.3.1 Niveis de mediadores inflamatdrios no soro

As dosagens dos mediadores inflamatoérios foram realizadas nas amostras de
soros maternos retiradas no décimo sexto dia da prenhez, por ELISA. Na figura 22
esta apresentado o grafico com os valores de média e desvio padréao dos niveis de
mediadores inflamatdrios (pg/ml) no soro materno dos grupos teste e controle. No
anexo L esta apresentada a tabela com o valor das médias e desvios padrao da
dosagem de mediadores inflamatoérios (pg/ml) no soro materno dos grupos. Os
resultados indicaram que a infecgéo experimental por A.actinomycetemcomitans nao

interferiu nos niveis séricos de mediadores inflamatorios.

Figura 22 - Valores de médias e desvios padrdo de mediadores inflamatodrios
(pg/ml) no soro materno do grupo teste infectado experimentalmente por A.
actinomycetemcomitans nos 3°, 7°, 11° e 15° dias de prenhez e do grupo controle.
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Nao ha diferenca significante entre os grupos (Mann Wittney, p>0,05)
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4.2.3.2 Niveis de mediadores inflamatérios nas placentas

As dosagens dos mediadores inflamatérios foram realizadas nas amostras de
placentas retiradas no décimo sexto dia da prenhez, por ELISA. Na figura 23 esta
apresentado o grafico com os valores de média e o desvio padrdao de mediadores
inflamatorios(pg/ml) nas placentas dos animais teste e controle, houve maior nivel
de TNF-q, IL-4, IL-6 nas placentas do grupo teste enquanto os niveis de IL-17 foram
maiores nas placentas dos animais do grupo controle (Mann Wittney, p<0,05). No
anexo M esta apresentada a tabela com o valor das médias e desvio padrédo da
dosagem de mediadores inflamatoérios (pg/ml) nas placentas dos grupos teste e

controle

Figura 23 - Valores de médias e desvios padrdo de mediadores inflamatérios
(pg/ml) na placenta dos animais do grupo teste infectados experimentalmente por
por A.actinomycetemcomitans nos 3° 7°, 11° e 15° dias de prenhez e do grupo
controle.
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* Diferenca estatisticamente significante (Mann Wittney, p<0,05)
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4.2.3.3 Correlagdo entre varidveis relacionadas ao padrdo gestacional e produgdo de
citocinas.

O teste de correlagdo de Spearman foi empregado para relacionar variaveis
relacionadas ao ganho de peso materno, peso materno, peso fetal e numero de
fetos ao final da prenhez e nives de citocinas séricas e das placentas nos animais
dos grupos teste (infectados por A. actinomycetemcomitans) e controle.

A tabela da figura 24 apresenta os dados de correlacdo estatisticamente
sinificantes entre as variaveis. Observa-se apenas relagcao entre os niveis de IL-4 na
placenta e variaveis relacionadas ao peso materno. O grafico da figura 25 mostra a
distribuicdo dos animais segundo o0 ganho de peso materno e os niveis placentarios
de IL-4.

Figura 24 — Valores de Correlagdo de Spearman entre variaveis relacionadas a
alteragdes no padrao de prenhez em camundongos dos grupos teste (infectado com
A. actinomycetemcomitans. ) e controle (n&o infectado) em amostras obtidas no 16°
dia da prenhez. Valores de p entre paréntesis. Significante quando p<0,05.

IL-4 Peso Materno
Placenta final
Peso materno final -0,9429
0,0350
Ganho de peso
materno -0,8857
0,0476
Numero de fetos 0,8986
0,0445

Figura 25 - Distribuicdo dos animais dos grupos teste (infectado com A.
actinomycetemcomitans) e controle segundo os niveis placentarios de IL-4 e ganho
de peso materno.

150

:a 100 - ® o
R ® o
s °
S 50 - °
5 ° e
~
z 0 T T T
00 05 10 15 20

Ganho de peso materno (g)
®Teste @ Controle



66

5 Discussao

Periodontite cronica € uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos de
suporte dos dentes, resultante da interagdo entre a microbiota periodontal e
respostas multifatoriais do hospedeiro. P. gingivalis e A.actinomycetemcomitans
possuem propriedades que induzem a disbiose da microbiota, por alterar o
microambiente subgengival alterando a resposta do hospedeiro (Hajishengallis,
2015).

Apesar da presenca de bactérias ser fator inicial para o estabelecimento da
doenca, a resposta do hospedeiro contribui para a progressdo da doenga (Bartova et
al., 2014). No contexto da periodontite, elevados niveis de bactérias gram-negativas
podem levar ao aumento dos niveis de LPS na circulagdo, o que induz a producao
de mediadores inflamatdrios, perpetuando o quadro inflamatério e favorecendo a
inflamacao sistémica (Shaddox et al., 2011).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel de patégenos
periodontais em alteragdes gestacionais. Existem muitos dados na literatura que
demonstam uma forte associacdo entre infeccdo intrauterina e alteracdes
gestacionais (DiGiulio, 2012). Patdégenos periodontais também podem estar
envolvidos no processo, e existe associagdao entre periodontite e o nascimento de
bebés prematuros e de baixo peso (Leon et al., 2007; Offenbacher et al., 1996). No
entanto, os mecanismos e os patdégenos envolvidos neste processo ainda nao foram
elucidados. P. gingivalis e A.actinomycetemcomitans s&o considerados patdégenos
periodontais, embora seus mecanismos de viruléncia e sua associagdo com as
diferentes formas de periodontite sejam distintos (Kesavalu et al., 2002).

O modelo experimental de doenga periodontal induzida por P. gingivalis é
bem estabelecido na literatura (Baker et al., 2000; de Molon et al., 2013; Lin et al.,
2003), e o protocolo utilizado no presente estudo permitiu infeccdo persistente e
resultou em destruicao alveolar.

Os nossos dados usando infecgao oral com P. gingivalis indicaram que uma
colonizagao prolongada foi obtida, pois, apesar da bactéria ndo ter sido encontrada
na cavidade oral em todos os animais, o patégeno foi encontrado em sitios extra-
orais ao final do periodo experimental no grupo de animais infectados. Nossos
dados indicam que 4 entre 9 animais do grupo teste apresentavam infec¢ao oral por
P. gingivalis (3 no biofilme dental, e 1 no tecido gengival e biofilme). Estes dados
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estdo de acordo com os outros estudos, mostrando que P. gingivalis pode ser
isolado a partir da cavidade oral de camundongos infectados até 42 dias depois da
infeccdo (Hellstrom et al., 2004). Outros estudos relatam infecgdo experimental
prolongada na cavidade oral por P. gingivalis, utilizando um protocolo semelhante ao
utilizado no presente estudo, onde 22 dos 24 animais apresentavam infeccdo em
tecidos orais 42 dias apos a ultima inoculagéo (Marchesan et al., 2012). A presencga
de outros organismos pode favorecer a colonizagdo por P. gingivalis, como em
estudo que mostrou que P. gingivalis inoculado com F. nucleatum resultou em
infeccdo persistente por seis semanas (Shusterman et al., 2013). No entanto, no
presente estudo optamos por inocular apenas P. gingivalis, pois a inoculagdo de
ambos os organismos dificultaria a determinacdo do efeito de P. gingivalis
isoladamente, visto que F. nucleatum foi associado a alteragcdes gestacionais em
modelos experimentais (Liu et al., 2007), e é capaz de colonizar também a mucosa
vaginal (Gonzales-Marin et al., 2011).

No presente estudo, o grupo infectado com P. gingivalis apresentou perda
Ossea alveolar, evidenciando que o protocolo experimental foi capaz de induzir a
doencga periodontal em camundongos, acompanhada por mudangas no perfil de
citocinas e disseminagéo hematogénica de P. gingivalis. Outros modelos de infeccao
oral por P. gingivalis e avaliagdo dos seus efeitos sobre a gestacdo ja foram
utilizados (Ao et al., 2015). Neste estudo, as camaras pulpares dos dentes de
camundongos foram infectadas com P. gingivalis, e ap6s o estabelecimento da
infeccao pulpar por 6 semanas, os animais foram postos para acasalamento. Neste
modelo, a infeccdo é mais localizada que a obtida no presente estudo, e 0 micro-
organismo ganha acesso a unidade feto-placentaria apenas por bacteremia a partir
do foco oral. Por outro lado, a infeccdo da mucosa oral, como empregada no
presente estudo, permite que grandes quantidades da bactéria sejam
constantemente engolidas via saliva. Este dado é relevante, pois a infeccao
experimental por P. gingivalis em camundongos pode causar alteragdes na
microbiota intestinal, com aumento na propor¢cao de Bacteroidetes e reducédo da
proporgao de Firmicutes. Estas alteragdes se relacionam com redug¢ao na expressao
de proteinas de ligagao (tight-junction) no ileo, e com o desenvolvimento de
endotoxemia e inflamacao sistémica (Arimatsu et al., 2014).

Diferindo do estudo publicado por Arimatsu et al., 2014, no presente trabalho,

P. gingivalis foi detectada em amostras de fezes de um animal e de intestino de
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outro, empregando a mesma técnica para deteccdo (qPCR). Embora isto ndo
signifique que a bactéria estava colonizando o intestino dos animais teste, a
deteccdo de P. gingivalis no intestino/fezes, tal como mostrado neste estudo, pode
indicar a sobrevivéncia de P. gingivalis ao longo do trato digestivo.

Outro aspecto interessante do modelo de infecgado oral empregado refere-se
ao fato de que as comunidades microbianas do intestino sdo preditoras da
comunidade oral, apesar das diferengas na composi¢cao microbiana do intestino e da
cavidade oral (Ding, Schloss, 2014). Assim, no modelo empregado de indugéo de
periodontite por P. gingivalis, a bactéria poderia chegar a unidade feto-placentaria
via hematogénica a partir de focos de infeccédo oral. Mas também seus efeitos
poderiam ser potencializados pela alteracao da microbiota intestinal e consequente
endotoxemia. Além disso, a producdo de mediadores inflamatdrios local na cavidade
oral, sistémica e local na unidade feto-placentaria promovida pela infecgao por P.
gingivalis poderia corroborar para as alteragdes no padrdo gestacional, de uma
maneira mais proxima da realidade em pacientes com periodontite do que no
modelo empregado por Ao et al., 2015.

No presente estudo foi utilizado o isolado de Porphyromonas gingivalis HW
24D-1 classificado como fimA gendtipo IV, ndo encapsulado, altamente fimbriado
com altas taxas de adeséao a células epiteliais (Teixeira et al., 2009), a fim de facilitar
a sua aderéncia a tecidos orais e, possivelmente, a sitios extra-orais. Um estudo
anterior do nosso grupo, avaliando o papel da infeccdo experimental com P.
gingivalis em ratos, utilizando um modelo de abcesso, empregou uma cepa
encapsulada e afimbriada de P. gingivalis (W83) (Michelin et al., 2012), devido a sua
capacidade de promover um abcesso difuso (Grenier et al., 2001). A cepa W83
também foi utilizada no estudo de Ao et al., 2015. No entanto, no presente estudo,
optamos por uma cepa fimbriada / ndo-encapsulada, uma vez que a presenca de
fimbrias em P. gingivalis leva a um aumento da capacidade de colonizacdo da
unidade feto-placentaria por este patdogeno (Belanger et al., 2008).

A cepa escolhida de P. gingivalis foi capaz de atingir e colonizar sitios extra-
orais, especialmente o figado e intestino. Estes dados estdo de acordo com os
outros relatando que, durante a infeccdo dos tecidos periodontais, os micro-
organismos nao sao restritos apenas aos sitios subgengivais, mas podem se
disseminar via hematogénica, por bacteremia (Perez-Chaparro et al., 2008). Estudos

tém mostrado que P. gingivalis pode ser detectada em varios 6rgdos distantes tais
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como o figado (Lin et al.,, 2003; Yoneda et al., 2012), tecido cardiovascular
(Hokamura et al., 2010), em trompa de falépio (Hirata et al., 1995) e no utero
materno (Lin et al., 2003).

O uso da amostra fimbriada de P. gingivalis pode ter favorecido a colonizagao
da placenta no presente estudo. Apesar do desafio no presente estudo ter sido feito
pela inoculagdo oral com P. gingivalis, em contraste com o processo agudo no
modelo de abcesso (Michelin et al., 2012), a porcentagem de amostras de placenta
positivas para a espécie no presente estudo (30% das placentas, 100% do animais)
€ maior do que a relatada anteriormente (entre 3,03 - 7,69% das placentas) (Michelin
et al.,, 2012). No estudo de Ao et al.,, 2015, o periodontopatégeno também foi
encontrado em amostras de placenta do grupo infectado, usando imunoistoquimica
e neste qPCR, embora os autores ndo tenham descrito o numero de amostras de
placentas infectadas em relacdo ao total (Ao et al., 2015). A comparagao entre os
estudos € dificil também por outras variaveis incluindo o modelo de infeccéo
(infecgao oral, abscesso subcuténeo e infecgdo da camara pulpar), a sensibilidade
do método de detecgdo (por PCR contra gqPCR), espécies animais (ratos e
camundongos) e diferencas na cepa de P. gingivalis empregada.

A gravidez pode ser considerada como um milagre fisiolégico. Assim, uma
resposta inflamatoéria excessiva e persistente materna esta associada a alteragdes
no padrao gestacional. A infecgdo por periodontopatégenos leva a uma inflamacgao
crénica durante a gravidez o que pode quebrar o estado de tolerancia, levando a
trabalho de parto prematuro e outros efeitos adversos em gestacdo (para uma
revisao, ver Zi et al., 2015).

O periodo de gestagdo normal de um camundongo leva em torno de 17 a 18
dias para o nascimento dos filhotes. Assim, a escolha para o sacrificio no 16° dia se
deu para que a placenta e liquido amnidtico pudessem ser coletados e permitiu a
comparagao de parametros a serem analisados, como peso materno e fetal.

Os dados do presente estudo indicam que a infecgao experimental oral por P.
gingivalis resultou em baixo peso dos fetos quando foram comparados os animais do
grupo teste e do grupo controle (0,39 g, no grupo teste e de 0,97 g no grupo
controle ). Desde o primeiro estudo caso-controle em humanos relacionando doenca
periodontal e prematuridade (Offenbacher et al., 1996), outros estudos clinicos
evidenciaram a relacdo de prematuridade/baixo peso ao nascimento e a doenca

periodontal (Marin et al., 2005; Romero et al., 2002). Este dado indica que a infec¢ao
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oral da mae por P. gingivalis tem um impacto na qualidade de vida do neonato, ja
que o baixo peso ao nascer esta ligado ao retardo no crescimento, doengas
infecciosas, morte na infancia, entre outros efeitos (Romero et al., 2014). Em estudo
recente sobre o efeito de infeccdo oral experimental por P. gingivalis, este dado
também foi observado (Ao et al., 2015).

Verificamos também que ao final da gestagao, os animais inoculados com P.
gingivalis tiverem menor peso em relagdo aos animais controle. No modelo de
abcesso em ratas (Michelin et al., 2012), os animais infectados no 1° e 11° de
gestacéo apresentaram menor porcentagem de ganho de peso no final da gestagao
(20° dia) em relagdo ao peso inicial quando comparados com o grupo controle.
Tanto no presente estudo, como no estudo experimental de abcesso observaram-se
reducdo no numero de fetos/filhotes por ninhada em relagdo aos seus grupos
controle, porém em ambos os estudos nao houve diferenga significante entre os
grupos.

Micro-organismos interagem com receptores como os receptores da familia
toll-like (TLRs) em mondcitos, macréfagos e outras células tais como fibroblastos,
células endoteliais, células dendriticas (DC), linfécitos e neutrdfilos e induzem a
ativacao intracelular de vias como do fator nuclear kappa B e varias quinases,
levando a producéo e liberagao de citocinas (Ulevitch, 2004). Assim, a fim de avaliar
o efeito da infecgdo por P. gingivalis sobre os niveis de mediadores inflamatorios nos
animais infectados, analisamos biomarcadores no soro, tecido gengival e placenta.
Estes e outros fluidos bioldgicos, incluindo urina, saliva e fluido cérvico-vaginal
humano, fornecem ricas fontes de proteinas e moléculas que sao significativamente
alteradas em resposta a diferentes estados bioldgicos, e podem ser pesquisados
como biomarcadores de varias doencgas e condi¢cdes (Heng et al., 2015).

No presente estudo ndo foram observadas diferengas nos niveis no tecido
gengival de citocinas inflamatérias IL-18, TNF-a, IL-4, IL-17a,IL-12p40, 1L-12p70,
apos 42 dias de infecgdo com P. gingivalis, o que possivelmente indica que a
doenca periodontal ndo estaria mais progredindo, uma vez que citocinas pro-
inflamatdrias sao relacionadas a reabsor¢gdo Ossea (Lerner et al.,, 2006).
Possivelmente os niveis destes marcadores estiveram altos no inicio da doencga, e
ao final de 42 dias foi possivel observar aumento nao significativo de IL-13, TNF-q,
IL-12p40, e IL-12p70 nos tecidos gengivais. IL-1B induz a diferenciacédo de
osteoclastos e reabsorgao 6ssea (Gowen, Mundy, 1986), e niveis aumentados de IL-
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18 foram estreitamente associados com a gravidade da doenga periodontal,
podendo servir como um marcador de destruigdo dos tecidos (Ishihara et al., 1997).
TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria que, juntamente com a IL-1B, induz a
regulagdo de moléculas de adesdo em leucocitos e células endoteliais, estimulando
a producgao de quimiocinas que fazem o recrutamento de leucécitos circulantes para
os locais de inflamagéo e induzem a expressao de outros mediadores inflamatorios
que potencializam a resposta inflamatéria, como as prostaglandinas e MMPs
(Graves, Cochran, 2003). Usando um modelo de primatas ndo humanos da doencga
periodontal (Delima et al., 2001), foi demonstrado que os antagonistas soluveis para
IL-18 e TNF-a sdo capazes de reduzir a perda de inser¢do do tecido conjuntivo e
osso alveolar, 0 que sugere uma relagado causa - efeito entre estes marcadores e
doenca periodontal.

No presente estudo também nao foram observadas diferengas significantes
nos niveis séricos de citocinas entre os animais dos grupos teste e controle. Estes
dados diferem dos obtidos usando outros modelos de infeccdo. No modelo de
infeccdo subcutanea em ratos (Michelin et al., 2012), a infecgdo experimental por P.
gingivalis W83 induziu maiores niveis séricos de IL-6 e TNF- a. Também no modelo
de infeccdo por camara pulpar seguida de acasalamento (Ao et al., 2015), os
animais infectados com a cepa W83 apresentavam niveis séricos maiores de TNF-a
(2,5 vezes maior), IL-1B (2 vezes maior), IL-6 (2 vezes maior), IL-17(mais do que 2
vezes maior). Além disso, quando camundongos foram desafiados com P. gingivalis
A7436 através de injecdo intravenosa em cameras subcutdneas, foram
demonstrados aumento nos niveis séricos de TNF-a e reducéo dos niveis séricos de
IL-10 (Lin et al., 2003). Portanto, os dados indicam que, no presente estudo, o
desafio induzido pela infecgdo oral pela cepa HW24D-1 foi menor do que nos
demais estudos, induzindo menor resposta de citocinas inflamatérias a nivel
sistémico.

E digno mencionar que as citocinas induzidas pela infeccdo com diferentes
cepas de P. gingivalis pode ser diferente, e uma estirpe ndo-encapsulada, como a
cepa utilizada neste experimento, HW24-D1, induz niveis mais elevados de IL-10 do
que a cepa encapsulada W83 (Marchesan et al., 2012). Além disso, os estudos
apontaram varias diferengas na resposta de P. gingivalis in vitro e in vivo, e as
diferengas entre as estirpes in vitro podem n&o ser reproduzidas in vivo (Marchesan

et al., 2012). Isto pode ser devido a expressao de fatores de viruléncia que podem
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diferir de acordo com as condigdes ambientais. Além disso, a infecgdo oral por P.
gingivalis provoca uma disbiose na microbiota residente oral e do intestino e a
resposta ndo é somente dirigida a uma unica espécie, mas a toda a comunidade
disbidtica (Hajishengallis, 2015).

Apesar da infeccdo oral com P.gingivalis nao ter resultado em maiores niveis
de mediadores inflamatérios estudados nas amostras de soro e tecido gengival do
grupo teste em relagdo ao grupo controle apés 42 dias da primeira inoculagéo, foram
observadas diferengas nos niveis de citocinas na placenta entre os dois grupos. Vale
ressaltar que no presente estudo, P. gingivalis foi detectada na maiora das amostras
de placenta do grupo teste.

Uma gravidez bem sucedida é caracterizada por uma resposta Th2 com uma
predominancia de citocinas como a IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-2 na placenta
(Raghupathy, 2001). Por outro lado, estudos referentes ao terceiro trimestre de
gestacdo mostraram aumento nos niveis circulantes de biomarcadores pro-
inflamatérios, tais como TNF-qa, IL-8, IL-13, MIP e IFN-y nos casos de alteracbes
gestacionais como pré-eclampsia enquanto os niveis de citocinas em circulagao com
fungdes anti-inflamatérias, tais como IL-10 e IL1-Ra e de biomarcadores imuno-
moduladores, incluindo IL-6, IL-2, IL-4 e IL-18 tém sido implicados na pré-eclampsia
(Szarka et al., 2010). De fato, uma revisao sistematica e uma revisdo da literatura
relataram que os niveis de IL-6 no liquido amnidtico estdo entre os melhores fatores
preditivos para a inflamagao intra-amnidética associada a parto prematuro (Krupa et
al., 2006; Vrachnis et al., 2012) .

Entre os animais teste, infectados com P. gingivalis, foram observados
maiores niveis de IL-1B, INF-y, IL-10, GMCSF, IL-12p40 e IL-12p70 na placenta
gquando comparados ao grupo controle. Esta observagao esta de acordo com a alta
prevaléncia de placentas infectadas no grupo teste.

Os niveis de IL-10 maiores nas placentas do grupo infectado com P. gingivalis
do que no controle possivelmente é associado a um mecanismo de feed-back, visto
que esta citocina é induzida para o controle da inflamagao, por citocinas pro-
inflamatdrias como IL-12. E interessante notar que empregamos uma cepa nao
capsulada de P. gingivalis, que induz maiores niveis de IL-10 que a cepa capsulada
W83 (Marchesan et al., 2012), utilizada na maioria dos estudos (Ao et al., 2015; Lin
et al.,, 2003; Michelin et al., 2012). Os maiores niveis placentarios de IL-10 nos
animais infectados contrastam com os dados obtidos em estudo de infeccao
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subcutédnea com a cepa W83, onde ndo houve aumento na produgéo de IL-10 na
placenta de animais infectados (Michelin et al., 2012). Mas, deve ser ressaltado que
no estudo citado, uma porcentagem muito baixa de placentas apresentava-se
infectada, diferindo dos nossos dados.

A IL-10 é expressa constitutivamente em trofoblastos das vilosidades da
placenta mas ndo em trofoblastos extravilosas. Além disso, células NK uterinas,
mondcitos, e células Tregs da decidua sdo também importantes produtores de IL-10.
IL-10 ndo é essencial para o crescimento e desenvolvimento do feto em
camudongos, mas desempenha um papel importante para inibir a inflamacéo
excessiva. Estes resultados sugerem que IL-10 atua como um agente protetor
durante a infecgéo e a deficiéncia de IL-10 exacerba a inflamagdo em camundongos
(Chatterjee et al., 2014). Por outro lado, o0 aumento de IL-10 préximo ao parto néo é
esperado, pois este aumento na producdo de IL-10 ocorre durante o primeiro e
segundo trimestre mas nao no terceiro trimestre em mulheres gravidas normais.
Além disso, a producao de IL-10 é diminuida antes do parto e aumentada apods o
parto (Chatterjee et al., 2014).

Por outro lado, o aumento na produgao de IL-10 poderia estar favorecendo a
perpetuacdo da bactéria na unidade feto-placentaria. Estudo recente mostra que a
salmonelose experimental também induz aumento de IL-10, e que esta tem efeito
sobre o perfil gestacional (Noto et al., 2014). IL-10 em favorece a proliferagao
intracelular de bactérias e os dados com o modelo de salmonelose sugerem que a
elevada carga bacteriana na placenta pode estar relacionada com o aumento da
expressao de IL-10 produzida na placenta. IL-10 produzida por trofoblastos impede a
maturacdo de vacuolos contendo a Salmonella, culminando em profunda
proliferagdo bacteriana no inicio de formag¢ao dos fagossomos. De fato, as células
trofoblasticas fornecem um nicho endossomal seguro para Salmonella multiplicar-se
em baixas condi¢des de estresse (Nguyen et al., 2013).

Estudo similar com Listeria monocytogenes, outro patdégeno intracelular,
mostraram que IL-10 é dispensavel para manter a gravidez, mas prejudica a defesa
do hospedeiro contra a infeccdo. Os dados sugerem ainda que a neutralizagdo de
IL-10 poderia ser utilizada para aumentar a imunidade contra a infecgdo, sem
comprometer a gravidez (Rowe et al., 2011).

No presente estudo, os niveis placentarios de IL-10 aumentaram nos animais

infectados, e isso poderia ser associado a presenca da bactéria na unidade feto-



74

placentaria. O mecanismo de invasdo € uma importante propriedade adotada
também pelo periodontopatdégeno Porphyromonas gingivalis (Lamont, Yilmaz, 2002).
Porphyromonas gingivalis invade células epiteliais e fibroblastos, e pode se localizar
em vacuolos, liberados na forma de vesiculas (Sandros et al., 1993). Mas, estas
observagdes ndo foram confirmadas por outros autores (Lamont et al.,1995) que
relataram a presenca da bactéria apenas no citoplasma de células epiteliais
gengivais.

Assim, € possivel que a manutencdo de P. gingivalis na placenta esteja
relacionada aos maiores niveis de IL-10, de maneira similar ao que ocorre com
Salmonella entérica (Noto et al., 2014), e este organismo estaria favorecido pelos
maiores niveis de IL-10 na placenta dos animais infectados. De maneira analoga ao
observado para P. gingivalis, a inoculagdo de S. enterica no 15° dia da gestacao
mostrou que a infecgdo pode gerar efeitos adversos ao padrao da gestagcdo em
camundongos como baixo peso ao nascimento, além de que a expressédo de IFN-y,
TNF-a e IL-10 estavam aumentadas em resposta a Salmonella, ndo apenas em
placenta, mas em liquido amnidtico e em soro materno (Noto et al., 2014).

Partos pré-maturos estdo também associados ao aumento da produgao de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, o que induz a sintese de prostaglandinas
na placenta, induzindo assim o parto pré-termo (Kramer et al., 2009).

No presente estudo, foram observados maiores niveis placentarios de IL-12
nos animais infectados. IL-12 esta envolvida nas células NK uterinas, responsaveis
pela desevolvimento da vascularizacdo uterina. Polimorfismos nos genes de
producédo desta citocina podem modificar o balango destas citocinas, o que pode
resultar em aumento na susceptibilidade de abortos espontaneos (Ostoji¢ et al.,
2007). Assim, os dados do presente estudo sugerem que o aumento dos niveis de
IL-12p40 e IL-12p70 nas placentas dos animais teste, infectados com P. gingivalis,
pode ter afetado o desenvolvimento fetal, o que resultou em alteragbes no padrao
gestacional, como baixo peso ao nascer dos fetos.

No presente estudo foram observados maiores niveis placentarios de TNF-a
(ndo significante) e de IFN-y no grupo infectado. Estes dados estao de acordo com o
quadro encontrado de alteragdes no perfil gestacional, como baixo peso de fetos e
menor ganho de peso materno. TNF-a induz a produ¢cdo de metaloproteinases da
matriz por macrofagos promovendo o enfraquecimento da membrana placentaria e

liberacdo de prostaglandina E2, que induz a contracdo uterina (Chaouat et al.,1995).
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A administracdo de TNF-a e IFN-y em ratas gravidas aumenta a prevaléncia de
aborto fetal e anomalias fetais, tais como reducdo do peso fetal e atraso de
desenvolvimento do olho (Vassiliadis et al., 1994).

Também foram observados maiores niveis placentarios de GM-CSF nos
animais infectados com P. gingivalis do que no controle. GM-CSF é uma citocina
hematopoiética com efeitos sobre a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de
leucédcitos. Os niveis de GM-CSF apresentam-se elevados no liquido amnidtico de
animais que sofreram invasdo microbiana na cavidade amniotica em comparagao
aos controles ndo infectados (Kacerovsky et al., 2013). Membranas placentarias
coletadas de pacientes que tiveram rompimento de membrana placentaria antes da
concepcdao mostraram aumento dos niveis de GM-CSF do que membranas
coletadas apés o momento da concepgao (Gomez-Lopez et al., 2014) indicando que
existe uma relagcdo entre esta citocina e infeccbes na gestacdo e alteragbes
gestacionais.

Os niveis placentarios de IL-1B também encontraram-se aumentados nos
animais infectados com P. gingivalis em relacdo ao controle. Em placentas de
mulheres saudaveis ocorre regulagdo negativa da expressédo de IL-18 em
consequéncia do aumento de detritos trofoblasticos, seguidos de fagocitose das
microvesiculas (Abumaree et al.,, 2012). Por outro lado, os niveis séricos desta
citocina foram inversamente associados com a redugao da probabilidade de se
desenvolver pré-eclampsia, pré-eclampsia a termo e pré-eclampsia pré-termo
(Mosimann et al., 2013).

Assim, os dados do presente estudo permitem concluir que a infecgao oral
prolongada por P. gingivalis € associada ndo somente a perda 6ssea alveolar, mas
também pode promover alteragcdes sistémicas, como alteracbes no perfil
gestacional, que sado associadas a infeccao pelo patdégeno da unidade feto-
placentaria e alteragdes no perfil de citocinas placentarias.

Apesar dos dados epidemiologicos revelarem associagcdo, positiva entre
periodontite e alteracbes gestacionais, esta associagdo ainda é controversa (para
revisdo , veja Zi et al., 2015). A dificuldade dos estudos populacionais envolve
multiplos fatores, entre eles o numero de mulheres em fase fértil com periodontite
severa. A periodontite crbnica severa afeta principalmente individuos com mais de
50 anos, portanto além do periodo de maior fertilidade na mulher. Por outro lado, a
periodontite agressiva, associada a A.actinomycetemcomitans (Carrouel et al., 2016)
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afeta também individuos jovens. Assim, optamos por também analisar o efeito da
infeccdo experimental por A.actinomycetemcomitans sobre o padréo gestacional.

Dados prévios deste laboratério indicaram que a colonizagdo de longa
duragdo em camundongos por A.actinomycetemcomitans nao foi alcangada (dados
nao mostrados). Embora varios estudos tenham testado o modelo de infec¢do oral
para avaliar o efeito de A.actinomycetemcomitans na cavidade oral (Ashigaki et al.,
2013; lzawa et al., 2014; Madeira et al., 2013), a maioria destes estudos avaliou a
resposta imune a infecgdo num periodo menor do que o necessario para permitir o
acompanhamento durante todo o periodo de prenhez. A infeccdo oral com
A.actinomycetemcomitans em camundongos leva ao aumento da inflamacgé&o devido
2010), mediada pela resposta imune Th1 e Th17, o que promove um infiltrado
inflamatdrio nos tecidos gengivais. No entanto, esta € seguida por um periodo de
reparo, quando as células Th2 (T CD4 + IL4 +) e Treg (CD4 + FoxP3 +) migram para
o tecidos periodontais (Araujo-Pires et al., 2015). Embora esses estudos néao
tenham avaliado a colonizagao oral por A.actinomycetemcomitans, parece plausivel
que o0 hospedeiro seja capaz de eliminar a infeccdo oral por A.
actinomycetemcomitans em camundongos, diferindo da colonizacdo de longa
duracdo em humanos.

Deve ser ressaltado também que o modelo experimental de infecgao
experimental por A. actinomycetemcomitans em camundongos € dificultado pois
alguns fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans como a leucotoxina e a
adesina Aae tém especificidade por células humanas e de outros animais, nao
sendo efetivas em células de camundongos.

A leucotoxina produzida por A. actinomycetemcomitans é considerada o fator
chave da sua viruléncia. Em altas doses, /txA destroi células pela formagao de poros
na membrana causando necrose, enquanto menores doses, provavelmente mais
fisiologicamente representativas, induzem a apoptose (Korostoff et al., 1998,
2000). A leucotoxina, pertencente a familia de toxinas RTX, caracteriza-se por
apresentar especificidade para leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos, células
leucémicas, células linfoides e macréfagos (Lally et al.,, 1996; Narayanan et al.,
2002). Uma caracteristica unica do ltxA é a alta especificidade para células de
humanos e primatas do velho mundo (Simpson et al., 1988; Taichman et al.,
1980,1987), e devido a essa especificidade, a contribuicdo deste fator de viruléncia
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nao pode ser testada em modelos animais de roedores (Baker et al., 2002; Evans et
al., 1992; Graves et al., 2008; Lalla et al., 2003; Lee et al., 2009; Niederman et al.,
2002; Polak et al., 2009; Schreiner et al., 2003).

Todos os isolados de A. actinomycetemcomitans apresentam o operon /tx,
que codifica a leucotoxina, mas diferengcas na regido do promotor /tx levam a
diferengas na sua expressdo. O operon /tx de isolados produtores de altos titulos de
leucotoxina (JP2-like) apresenta uma delegcdo de 530 pares de base, resultando em
10-20 vezes maior expressdao de leucotoxina do que as cepas de baixa
leucotoxidade (Brogan et al.,, 1994; Zambon et al., 1988). A.
actinomycetemcomitans cepa JP2 é caracterizada por sua alta viruléncia e atividade
leucotéxica (Dileepan et al., 2007; Haubek et al., 2007; Henderson et al., 2003).
Assim, no presente estudo, optamos por avaliar o efeito de uma cepa do clone JP2.
Mesmo que as células de camundongos ndo sejam suscetiveis a leucotoxina de
A.actinomycetemcomitans, foi demonstrado que o clone JP2 apresenta outros genes
oriundos de transmissao horizontal que poderiam colaborar com a sua viruléncia
(Hwang et al., 2014).

Um outro fator que poderia dificultar a colonizagdo por
A.actinomycetemcomitans em modelo murino € a adesina Aae. Esta adesina é
parcialmente responsavel pela adesao a células epiteliais (Yue et al., 2007), e tem
como alvo estreita gama de hospedeiros que inclui epitélio bucal de humanos, vacas
e ratos (Fine et al., 2005). Por outro lado, a colonizagdo por essa espécie nao
depende exclusivamente de Aae, sendo as fimbrias relacionadas a colonizagao das
superficies duras e formacao de biofilmes (Fine et al., 2001), enquanto a adesao a
células epiteliais € mediada também por outras proteinas de superficie como OMP
100 (Yue et al., 2007) e OMP29 ( Kajiya et al., 2011).

Assim, optamos por usar uma amostra do clone JP2 recém isolada,
fimbriada. Isolados clinicos de A. actinomycetemcomitans apresentam morfologia
colonial rugosa com centro estrelar e aderem firmemente as superficies, com
formacao de biofilmes densos, enquanto as cepas mantidas no laboratério perdem
as fimbrias e formam colonias lisas no agar (Fine et al.,, 1999). A aderéncia nao
especifica e autoagregagdo de A. actinomycetemcomitans estdo associadas a



78

presencga de fimbrias (Kachlany et al., 2000) e cepas de A. actinomycetemcomitans
aderentes induzem uma destruicdo tecidual mais acentuada em modelo
experimental em ratos do que as amostras lisas (Fine et al., 2001; Schreiner et al.,
2003).

A escassez de estudos experimentais sobre os efeitos sistémicos da infecgéo
por A. actinomycetemcomitans refere-se a dificuldade do modelo experimental de
inducdo de periodontite. A maior parte dos modelos experimentais mostrou que a
infeccdo oral em camundongos é facilitada em animais com deficiéncias ou
condicbes que favoregam a colonizacdo. Por exemplo, a infeccado experimental via
oral por A. actinomycetemcomitans é maior em camundongos diabéticos do que em

animais controle (Alabdulmohsen et al., 2015).

Embora para avaliar o papel de P. gingivalis na gestagao tenhamos usado o
modelo experimental de periodontite, para A. actinomycetemcomitans optamos por
empregar o modelo de infec¢ao intravenosa empregado por Tuomainen et al., 2008,
No ensaio com A. actinomycetemcomitans, avaliamos a presenca da bactéria em
sangue total, no soro, placenta e fetos, visto que o modelo empregado foi diferente
do modelo experimental com P. gingivalis. Na periodontite, os patdégenos orais
podem ter acesso intermitente a corrente sanguinea através da bolsa periodontal e
da gengiva inflamada. No presente estudo, nado foi induzida periodontite por A.
actinomycetemcomitans, mas o0 patdogeno foi inoculado intravenosamente,

mimetizando bacteremias transitorias (Tuomainen et al., 2008).

Os animais receberam a bactéria viavel nos 3°, 5° 7° 11° e 15° dias de
prenhez, mimetizando sucessivas bacteremias ao longo de toda a gestacgao.
Observamos entdo a presenca do DNA da bactéria por gPCR em todos os animais
do grupo teste, em pelo menos uma amostra, sendo 2/7 de amostras de sangue, 2/7
de soro, 11/14 de placenta, 12/18 de fetos e 1/6 de liquido amnidtico.

Os dados indicam que A. actinomycetemcomitans é capaz de atravessar a
barreira placentaria e infectou a placenta. Este dado é inédito, pois ndo foram
encontrados relatos do efeito deste organismo sobre a gestacao.

Existem poucos dados sobre as repercussdes sistémicas da infecgdo por A.
actinomycetemcomitans (Alabdulmohsen et al., 2015; Chen et al., 1996; Garley et
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al., 2007; Hyvarien et al., 2009; Kesavalu et al., 2002;). Outros estudos mostram que
a inoculagéao iv de A. actinomycetemcomitans juntamente com C. pneumonia por via
intranasal levou a disseminacdo de A.actinomycetemcomitans para 6rgédos como
pulmdo, figado e coragdo (Hyvarien et al, 2009 ). Quando A.
actinomycetemcomitans foi inoculado subcutdneamente em modelo murino,
evidenciou a formacédo de lesdo local, a infeccdo também levou a aumento de
linfécitos CD4. (Chen et al., 1996).

Os nossos dados estdo também de acordo com estudos em humanos onde
A. actinomycetemcomitans foi detectado em sitios extra-orais. Este patdgeno foi
isolado a partir de varios tipos de infecgdes ndo orais como por exemplo, abcesso
cerebral, endocardite, pericardite, pneumonia e septicemia (Henderson et al., 2003).
Este organismo foi detectado em amostras de placa de ateroma, mostrando sua
capacidade de colonizar sitios distantes (Calandrini et al., 2014). Além disso, A.
actinomycetemcomitans € um dos membros do grupo HACEK, bactérias gram
negativas anaerobias facultativas capazes de induzir endocardite (Yew et al., 2014).
Além disso, foi demostrado que a presenca de A. actinomycetemcomitans na placa
subgengival e em pessoas soropositivas para o patégeno, estdo associadas a um
maior risco de estenose da carétida e doenga cardiaca coronaria (Desvarieux et al.,
2005).

Assim, a fim de avaliar os mediadores inflamatérios nos animais infectados,
analisamos biomarcadores no soro, e placenta em animais infectados com A.
actinomycetemcomitans.

Os dados indicaram que a infecgdo experimental por A.
actinomycetemcomitans nao induziu aumento significativo em citocinas séricas,
apesar das continuas inoculagdes durante a prenhez dos animais. Por outro lado, a
analise de biomarcadores em placenta revelou aumento significativo de TNF-a, IL-4
e IL-6 no grupo infectado em relagao ao controle.

Os niveis placentarios de IL-6 também foram maiores em animais infectados
por A. actinomycetemcomitans do que nos animais controle. IL-6 & produzida
precocemente no processo inflamatério por mondcitos e macrofagos, imediatamente
apdés a estimulagdo de TLRs com padroes associados a patdgenos distintos.
(Janeway et al., 2002). Assim, a detec¢ao de altos niveis de IL-6 na placenta dos

animais infectados por A. actinomycetemcomitans, mas nao daqueles infectados por
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P. gingivalis pode ser decorrente de diferengas nos protocolos de infecgdo, e ndo
necessariamente por diferencas nas espécies bacterianas.

IL-6 € produzida por varias céulas como células T, células B, mondcitos,
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. IL-6 sérica € raramente detectavel
em doadores saudaveis, mas atinge niveis circulantes altos durante episddios
inflamatérios, entre 1-5pg/mL a varias pg/mL em casos extremos.
Consequentemente IL-6 é um dos mediadores da inflamagcdo mais
expressos (Chiesa et al.,, 2015). Durante a gestacdo, os niveis de IL-6 no liquido
amniotico sdo os melhores preditores de parto-prematuro associado a inflamacéao
intra-amnidtica (Krupa et al., 2006; Vrachnis et al., 2012). Como relatado
anteriormente, o papel de TNF-a sobre a gestacdo tem sido demonstrado. Estudos
experimentais mostram que a inoculagdo com patégenos associados a alteragdes
gestacionais no cervix de camundongos (Silva et al.,, 2016) induz aumento da
producao de TNF-a e INF-y.

A presenca de patégenos como Ureaplasma diversum no trato reprodutivo
durante a gravidez também tem sido associada com a ruptura prematura de
membranas fetais mediadas por TNF-a e IL-6. Além disso, a infecgao intra-uterina
aumenta a produgao de prostaglandinas, fator de necrose dos tecidos (TNF-a),
interleucinas (IL-6 e IL-8), levando a mais frequentes e intensas contragdes uterinas,
que podem contribuir para o trabalho de parto prematuro (LeBlanc et al., 2012).

Estudos experimentais prévios mostram que a inoculacdo de A.
actinomycetemcomitans via oral em ratos (Bezerra et al., 2012) induz aumento da
expressao de TNF-a no epitélio juncional, indicando que este agente induz a
producado desta citocina. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, incluindo
TNF-a, estdo presentes na maioria dos nascimentos prematuros (Marchioni,
Lichtenstein, 2013). Além disso, os efeitos das células T citotéxicas e IFN-y, TNF-a e
IL - 2 poderem levar a danos e morte fetal placentaria mediada pela destruicao de
sincicio-trofoblastos. TNF-a é relatado como uma citocina embriotéxica, que induz a
apoptose através de trofoblasto receptores do TNF, especialmente se a citocina é
libertada por mondcitos em contato direto com o trofoblasto (Chan, Guilbert, 2005).
Como esclarecido anteriormente, estas citocinas estimulam a secrecao de outros
mediadores, incluindo prostaglandina E2 e metaloproteinases da matriz, que
participam no enfraquecimento das membranas fetais e conseqlente rompimento

dessa membrana (Estrada-Gutierrez et al., 2010).
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O aumento de TNF-a e IL-6 na placenta de animais infectados por A.
actinomycetemcomitans indica que a presenga do patdégeno em circulagédo estimula
o sistema imune a responder contra a infecgdo, mas ao mesmo tempo poderia haver
inducdo de alteragdes gestacionais. Este perfil de citocinas poderia promover baixo
peso dos fetos, pois o enfraquecimento das membranas fetais promovidos por TNF-
a e IL-6, poderia dificultar que nutrientes provenientes da mée cheguem ao feto,
alterando entao o seu desenvolvimento. Os dados do presente estudo indicam que a
bacteremia por A. actinomycetemcomitans pode levar a infeccdo da unidade
fetoplacentaria e alterar o perfil de citocinas na placenta. Além disso, fornecem
subsideos para a realizagao de outros protocolos, utilizando outros modelos animais,
diferentes doses e formas de inoculagdo. No entanto, apesar da alteragdo no perfil
de citocinas induzido por A. actinomycetemcomitans, a infecgdo experimental nao
induziu a alteragdes no padrao de gestagao.

Um fator intrigante foi o aumento de IL-4 na placenta de animais infectados
com A. actinomycetemcomitans e de IL-10 nos animais infectadas com P. gingivalis,
como relatado anteriormente neste capitulo, devido as suas propriedades anti-
inflamatédrias. Varias células do sistema imune produzem IL-4, que ndao s6 media a
funcdo das células Th2, mas também desempenha um papel na regulagao de Tregs
que desempenham um papel importante na gravidez bem sucedida (Chatterjee et
al., 2014). Tanto IL-4 e IL-10 mediam a sinalizagcdo entre as células do sistema
imune e também regulam o recrutamento, ativacdo e a supressao de ambas as
células imunes e ndo imunes. IL-4 é detectavel na interface materno-fetal durante
todas as fases da gravidez, sendo produzida ndo sé por células do sistema
imunolégico da placenta, mas também da decidua materna, membranas amnio-
coribnica, citotrofoblastos, e células endoteliais maternas e fetais (Chatterjee et al.,
2014).

Como discutido anteriormente, o mecanismo de invasdo é um fator de
viruléncia de periodontopatégenos Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetencomitans (Lamont, Yilmaz, 2002), e este mecanismo poderia ser
favorecido por IL-10. No entanto, n&do foi observado aumento nos niveis de IL-10 nas
placentas infectadas por A. actinomycetemcomitans. Além disso, € possivel que este
agente nao fosse beneficado por IL-10.Embora A. actinomycetemcomitans seja
capaz de invadir células epiteliais e fibroblastos, este organismo passa rapidamente

de uma célula para outra em cultura de células em multicamadas (Meyer et al.,
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1997). Além disso, a eficiéncia da invasdo pode variar entre isolados de A.
actinomycetemcomitans (Fives-Taylor et al., 1995) e o gendtipo que representa o
clone JP2, usado no presente estudo, geralmente ndo apresenta propriedades

invasivas (Dirienzo et al., 2002; Lepine et al.,1998).

No presente estudo, existem diferengas ndo somente no periodontopatégeno
utilizado, mas também nos modelos experimentais, quanto a via de inoculacao e ao
tempo decorrido do ultimo desafio, o que dificulta a comparacédo. No entanto , em
ambos os modelos observa-se uma alteracdo no perfil de citocinas, em direcéo a
producao de fatores pro-inflamatérios como TNF-a, IL-18 e IL-12. Por outro lado, os
niveis de mediadores anti-inflamatérios como IL-10, IL-4 e IL-6 também foram
maiores nos grupos infectados que controle,em ambos os modelos.

Os dados do presente estudo sugerem que P. gingivalis exerce maior efeito
sobre a gestagao do que A. actinomycetemcomitans. No entanto, esta observagao
nao pode ser confirmada apenas por este estudo, pois diferentes protocolos de
inducao de infecgado foram empregados. Outros estudos mostram que a viruléncia
de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis parece diferir ndo apenas pela sua
associagdao a diferentes doengas periodontais em humanos, mas também em
modelos experimentais. Em modelo in vivo murino de calvaria foram avaliados os
efeitos de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans sobre a expressdo de trés
citocinas proé-inflamatdrias envolvidos em reabsorgcdo éssea (Kesavalu et al., 2002).
Este estudo mostrou regulacao positiva de TNF-a seguida por IL-1B e IL-6 nos sitios
infectados em relacdo ao controle, mas P. gingivalis foi mais efetivo do que A.

actinomycetemcomitans em induzir a expresséo de citocinas.
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6 Conclusao

Com base na metodologia empregada no presente estudo, podemos concluir que:

A infecgéo experimental por gavagem oral com P. gingivalis

- promoveu destruicdo do osso alveolar, portanto, induzindo a periodontite.

- promoveu a colonizacao de sitios orais, como biofilme dental e tecido gengival, e
sitios extra-orais como intestino e figado. A bactéria ultrapassou a barreira
fetoplacentaria e colonizou a unidade placentaria, sendo detectada em fetos,
placentas e liquido amnidtico.

- promoveu alteracdes no padrao de prenhez, levando a menor peso dos fetos e
menor ganho de peso materno durante a prenhez, mas n&o alterou o numero de
fetos ou induziu a reabsorcgdes fetais.

- ndo promoveu alteragdées nos niveis séricos ou no tecido gengival de mediadores
inflamatdrios (IL-1-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17a, TNF-a, GM-CSF, IFN-y, IL-12 p40 e IL-
12p470), 42 dias apds a ultima inoculagdo com o agente.

- promoveu aumento dos niveis placentarios de IL-18 , INF-y, IL-10, GMCSF, IL-
12p40 e IL-12p70.

Os dados indicam que a infecgéo oral por P. gingivalis promove ndo somente
a destruicdo dos tecidos periodontais, mas o organismo € capaz de alcancgar sitios
extra-orais, ultrapassar a barreira placentaria, e colonizar a unidade feto-placentaria,
alterar o perfil de mediadores inflamatdrios na placenta, resultando em baixo peso

fetal.

A infecgao experimental com A. actinomycetemcomitans:

- permitiu que a bactéria ultrapassasse a barreira fetoplacentaria e promoveu
colonizagao da unidade placentaria, sendo detectada em fetos, placentas e liquido
amniatico.

- ndo promoveu alteragdes no padrao de prenhez, ndo alterando o numero e 0 peso

dos fetos, o ganho de peso materno, e ndo promovendo reabsorgdes fetais.
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- ndo promoveu alteragdes nos niveis séricos de mediadores inflamatorios (IL-4, IL-
6, TNF-a, IFN-y).
- promoveu aumento dos niveis placentarios de IL-4, IL-6 e TNF-a,mas nao alterou

os niveis de IFN-y.

Os dados indicam que A. actinomycetemcomitans é capaz de ultrapassar a barreira
placentaria e colonizar a unidade feto-placentaria, resultando em alteragéo no perfil

de mediadores inflamatérios na placenta.

Em conjunto, os nossos resultados sugerem que a associagao entre
periodontite e alteragdes gestacionais pode ser explicada pela capacidade de
patdgenos periodontais como P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans ultrapassar
a barreira placentaria, colonizar e aumentar a producdo de mediadores inflamatérios
na unidade fetoplacentaria, alterando assim o equilibrio imunolégico, essencial para

0 sucesso da gestacao.
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A - Valores das médias e desvio padrdao das copias do gene 16SrRNA P.gingivalis
encontrada em cada amostra de cada animal estudado.

S tecido .
Animais sangue | soro engi biofi Intestino
teste 9 gvalg me
312 273,9 0 0 0 0
184, 646,1
322 108,43 18 0 3 0
362 | 52,99 1f13 13,56 | 322.8 0
343 0 7,53 0 0 0
314 0 0 0 0 0
324 0 0 0 0 17936174,04
364 13,75 0 0 0 0
374 0 0 0 2,2 0
3124 5,27 0 0 3,91 0
Média 50,48 381’3 1,50 1 Of’S 1992908,2
Desvio | g4 45 | 743 | 450 | 2280 597872468
padrao 3 6
fezes figado | feto1 | feto 2 | feto 3 media de Pg encontrada
nos fetos
137494 1608. | 4642.
0 1 0 79 57 2083.68
34.21 39.21 182 0 0 36.34
0 0 125'2 0 0 4.083
0 0 0 0 0 0
0 28.85 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 1.02 | 3.86 0 1.62
0 2.2 3.53 0 0 117
0 0 0 1.92 0 0.64
3.80 1535.51 265.86
11.40 | 4580.23 692.83
Placen | Placent | Place errrcicrlmltar addeazzs Lig A
ta 1 a2 | nta3 9
placentas
7957 | 4154 4652’5 194 55 234,21
11,11 10,23 | 331,7 117,69 230,09




5
12,38 0 0 4,12 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
3,644 | 24,09 | 16,37 14,70 0
0 587,07 0 195,69 0
0 11,56 0 3,85 0
58,95 51,58
85,84 102,37
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B - Valor das pesagens dos animais prenhes ao longo da gestagao, juntamente com a

média e desvio padrao de cada animal do modelo experimental por P. gingivalis

Animais teste Peso Peso Peso Peso Peso
materno 1 | materno 2 | materno 3 | materno4 | materno 5

312 19 20,04 21,04 29,64 33,01

322 19,55 20,84 22,45 28,13 32,2

362 21,69 21,86 22,4 24,42 25,07

343 23,1 22,29 22,98 25,54 37,67

314 18,3 18,54 19,12 24,6 27,06

324 21,75 21,5 23,5 29,88 33,01

364 18,9 20,1 21,98 28,03 31,92

374 18,24 18,7 19,65 23,6 26,2

3124 16,6 19,56 20,13 23,78 25,56

Média 19,68 20,38 21,47 26,40 30,18

Desvio Padrao 2,078 1,34 1,55 2,52 4,36
Animais
controle

C333 13,29 14,55 20,65 29,3 33,2

C343 13,42 14,65 20,5 25,03 28,31

C363 21,53 19,6 22,24 27,46 37,36

C354 17,76 18,03 19,04 25,18 39,65

C3104 19,64 19,55 20,04 25,76 36,5

Média 17,12 17,27 20,49 26,54 35
Desvio Padrao 3,69 2,52 1,16 1,81 4,39
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C - Numero de fetos por animal prenhe do modelo experimental por P. gingivalis

Animais teste Numero de
fetos
312 4
322 8
362 1
343 9
314 8
324 9
364 8
374 5
3124 4
Média 6,22
Desvio Padrao 2,81
Animais
controle
C333 8
C343 9
C363 6
C354 8
C3104 3
Média 6,8
Desvio Padrao 2,38
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D — Peso de cada feto coletado por animal prenhe com média por animal e desvio
padrao do modelo experimental por P. gingivalis

Animais teste Peso feto 1 | Peso feto 2 Peso feto | Média do peso dos Destlo
3 fetos padrao
312 1,08 1,03 1,02 1,04 0,03
322 0,2 0,19 0,2 0,19 0,00057
362 0,6 0,6
343 0,87 0,87 0,89 0,87 0,011
314 0,26 0,24 0,22 0,24 0,02
324 0,37 0,42 0,35 0,38 0,036
364 0,34 0,34 0,41 0,36 0,04
374 0,31 0,3 0,30 0,007
3124 0,39 0.39
Animais
controle
C333 0,69 0,66 0,75 0,7 0,045
C343 1,25 1,27 1,21 1,24 0,03
C363 1,27 1,31 1,32 1,3 0,02
C354 0,75 0,62 0,65 0,67 0,068
C3104 0,97 0.97

E - Média e desvio padrao da dosagem de citocinas (pg/ml) no soro materno dos
grupos teste e controle do modelo experimental por P. gingivalis.

Teste controle
42,38 *
IL-1B 43,78 + 30,65 23,97
531,16 *
TNF-a 236 + 167,8 473,89
551 +
INF-y 3,38+1,6 3,54
3,81 +
IL-6 3,63+0,94 0,99
IL-4 7,03 +1,29 7,2 +1,78
6,38 *
IL-10 7,53+1,8 3,78
34,2 +
IL-17a 15,98 + 11,33 22,35
12,63 +
GMCSF 10,4 £+ 10,4 10,34
130,34 + 144,16 *
IL-12 P40 26,34 8,88
IL-12 P70 16,388 + 9 38,25 £
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302 |

F - Média e desvio padrdo da dosagem de citocinas (pg/ml) no tecido gengival
materno dos grupos teste e controle do modelo experimental por P. gingivalis.

Teste Controle
IL-18 23,6 +10,7 | 44,7+25.8
TNF-a 95,2+4295 | 141,7+73,5
INF-y 4,27 +0,7 4,43 + 1,02
IL-6 3,1+0,69 4,1 +2,63
12,16 £
IL-4 5,14 + 0,43 15,12
IL-10 3,37 + 0,49 2,1+043
IL-17a 2,53+0,3 5,65+ 6,85
GMCSF 37,5+10,72 | 33,2+13,6
IL-12 P40 3,62 +0,84 6,5+2,37
IL-12 P70 11,18 +2,13 | 15,3 +6,64

G - Média e desvio padrdo da dosagem de citocinas (pg/ml) nas placentas dos
grupos teste e controle do modelo experimental por P. gingivalis

Teste Controle
158,74 + 110,14 +
IL-1B 60,16 76,47
319,3 £ 230,11 +
TNF-a 232,43 327,45
INF-y 4,8 +0,75 3,9+1,3
IL-6 5,57 +1,25 5,43 + 2,57
IL-4 8,4 +1,49 7,55+ 1,98
IL-10 11,48 +4,1 8,77+54
IL-17a 3,55+0,6 3,18 +0,7
GMCSF | 41,13 +8,03 | 33,82+ 11,73
28,51 ¢
IL-12 P40 16,49 18,78 + 7,8
20,73 £
IL-12 P70 12,18 14,1 +6,17




104

H — Medida entre a juncdao esmalte-cemento e a crista dssea-alveolar entre o
primeiro e segundo molar superior direito, dos animais teste e controle e milimetros
do modelo experimental por P. gingivalis.

Medida MicroCT

Animais
(mm)
312 0,4
322 0,312
362 0,4
343 0,324
314 0,34
324 0,33
364 0,313
374 0,309
3124 0,314
C333 0,278
C343 0,259
C363 0,285
C354 0,244
C3104 0,244

| - Valores das médias das copias do gene 16SrRNA de A.actinomycetemcomitans

encontrada em cada amostra de cada animal estudado .

Animais sangue soro placenta 1 placenta 2 placenta 3 feto 1 feto 2 feto 3 Lig A
3 22966,01 0 297,53 178,12 1216,95 18504,2 5839,17 0 0
4 1154,33 0 5,68 1,18 0,1 3610,84 59,54 0 0

25 0 0 10233,56 9,27 0 38118,92 1520,91 3874,36 3,66
28 0 4258,84 0 0 ausente 4259,65 6127,81 ausente 0
210 0 0 7061,26 7,18E+11 ausente 0 760,19 0 0
211 0 0 215,01 ausente ausente 3669,77 ausente ausente 0




J —Tabela com valores dos pesos dos animais ao longo das pesagens do modelo
experimental por A.actinomycetemcomitans.
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Animais Teste Dia 4 Dia 1 Dia 6 Dia 11 Dia 16
3 20,44 23,63 24,66 30,2 34,79
4 20,21 23,3 27,69 30,19 31,4
25 19,5 21,12 22,1 26,3 35,13
28 18,8 20,48 21,2 245 29,91
210 19,64 21,45 21 24,35 32,01
211 21,44 23,5 23,89 25,95 28,96
Média 20,005 22,24 23,42 26,91 32,03
Desvio
Padrao 0,90 1,38 2,55 2,65 2,51
Animais
controle
23c 22,85 25,12 27,75 31,74 38,6
29c 18,8 19,96 21,83 23,54 27,55
36¢ 16,4 17,1 21,66 26,2 33,21
37c 17,7 19,18 19,88 24,45 29,77
38c 18,47 18,53 18,91 22,3 28
Média 18,84 19,97 22,006 25,64 31,42
Desvio
Padrao 2,42 3,06 3,43 3,69 4,58
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K — Numero de fetos obtidos por cada animal prenhe do modelo experimental por
A.actinomycetemcomitans.

Animais teste

Numero de
fetos

3

6

4

21(PP)

25

28

210

211

Média

ajwo|bhN|~O

Desvio Padrao

Animais
Controle

23c

29c

36¢c

37c

38c

Media

OO |NIN O

Desvio Padrao

—
o
~
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L — Peso de cada feto obtido por cada animal de ambos os grupos, teste e controle do
modelo experimental por A.actinomycetemcomitans.

Desvio
Animais teste Peso feto 1 Peso feto 2 Peso feto 3 Média Padrao
3 1,05 0,98 1,4 1,143 0,22
4 0,8 0,78 0,7 0,76 0,05
25 1,03 1,15 1,1 1,09 0.,06
28 1,05 1,11 1,25 1,13 0,1
210 0,59 0,54 0,54 0,55 0,02
211 1,2 1,2 1,33 1,24 0,07
Animais
Controle
23c 1,4 1,62 1,54 1,52 0,11
29c 0,87 0,81 0,84 0,04
36¢c 1,04 1,18 1,09 1,1 0,07
37c 1,21 1,23 1,22 1,22 0,01
38c 1,18 1,2 1,7 1,36 0,29

M - Média e desvio padrao da dosagem de mediadores inflamatorios (pg/ml) no soro
materno dos grupos teste e controle do modelo experimental por
A.actinomycetemcomitans.

Teste Controle
49566,78 | 45892,43
TNF-a +6211,98 | £ 9129,52
197,27 +| 226,55+
IL-4 172,41 281,02
87,7+ | 150,46 +
IL-6 43,23 220,97
605,3 + | 1086,11
INF-Y 613,49 1590,25
1135,99 + | 1862,39 +
IL-17 188,76 | 10002,84
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N - Média e desvio padrdo da dosagem de mediadores inflamatorios (pg/ml) nas
placentas dos grupos teste e controle do modelo experimental por

A.actinomycetemcomitans.

Teste Controle
80721,05| 3983,7 +
TNF-a + 1408,5 698,39
88,98 + 4519 +
IL-4 93,34 57,95
167,63 97,64 +
IL-6 82,92 102,55
600,04 + | 1073,38
INF-Y 360,59 727,61
668,78 + | 1242,45 +
IL-17 119,38 430,31

O - Zi MY, Longo PL, Bueno-Silva B, Mayer MP. Mechanisms Involved in the
Association between Periodontitis and Complications in Pregnancy. Front Public
Health. 2015; 29;2:290
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INTRODUCTION

The association between periodontitis and some of the problems with pregnancy such as
premature delivery, low weight at birth, and preeclampsia (PE) has been suggested. Nev-
ertheless, epidemiological data have shown contradictory data, mainly due to differences
in clinical parameters of periodontitis assessment. Furthermore, differences in microbial
composition and immune response between aggressive and chronic periodontitis are not
addressed by these epidemiological studies. We aimed to review the current data on the
association between some of these problems with pregnancy and periodontitis, and the
mechanisms underlying this association. Shifts in the microbial composition of the subgin-
gival biofilm may occur during pregnancy, leading to a potentially more hazardous microbial
community. Pregnancy is characterized by physiological immune tolerance. However, the
infection leads to a shift in maternal immune response to a pathogenic pro-inflammatory
response, with production of inflammatory cytokines and toxic products. In women with
periodontitis, the infected periodontal tissues may act as reservoirs of bacteria and their
products that can disseminate to the fetus-placenta unit. In severe periodontitis patients,
the infection agents and their products are able to activate inflammatory signaling path-
ways locally and in extra-oral sites, including the placenta-fetal unit, which may not only
induce preterm labor but also lead to PE and restrict intrauterine growth. Despite these evi-
dences, the effectiveness of periodontal treatment in preventing gestational complications
was still not established since it may be influenced by several factors such as severity of
disease, composition of microbial community, treatment strategy, and period of treatment
throughout pregnancy. This lack of scientific evidence does not exclude the need to con-
trol infection and inflammation in periodontitis patients during pregnancy, and treatment
protocols should be validated.

Keywords: periodontal diseases, pregnancy, preterm birth, inflammation

weight percentiles adapted to local populations were recently val-

Every year, about 15 million babies around the world are born
preterm (PT) (after 23 weeks and before 37 weeks of gestation).
Over 60% of PT births occur in Africa and South Asia, but PT
birth is truly a global problem. Across 184 countries, the rate of
PT birth ranges from 5 to 18% of the babies born and the highest
rates per live births are presented in Malawi, Comoros, Congo,
Zimbabwe, Equatorial Guinea, Gabon, Pakistan, Indonesia, and
Mauritania (1). In Latin America, PT births comprise 7% of live
births in Chile, 9% in Brazil, and reach 14% in Costa Rica, whereas
in North America, it ranges from 8% in Canada to 12% in the USA.
Itis 7% in China. In Europe, it can be as low as 6% in Scandinavian
countries, 7-9% in France, UK, Italy, and Germany, reaching 15%
in Cyprus (2). Spontaneous PT labor leads to 70% of PT births,
whereas the remainder is medically indicated because of maternal
or fetal complications, such as preeclampsia (PE) or intrauterine
growth restriction (3).

Babies born PT and/or those with intrauterine restricted
growth conditions (IUGR) are usually born with low weight
(LBW), which is considered as those born with <2,500g (4).
Although most studies use this reference value, it is deficient for
PT birth. More recently, other generic references based on birth

idated (5), but studies on the influence of different parameters
using these new references are still lacking. A survey in 138 low-
income and middle-income countries revealed that 22% of the
children born in 2010 were both term and small-for-gestational-
age, 8.1% were PT and appropriate-for-gestational-age, and 2.1%
were PT and small-for-gestational-age (6).

Preterm birth is the leading cause of newborn deaths (in the
first 4 weeks of life) (1). Low birth weight babies also present a
higher risk of adverse outcomes in the perinatal period, includ-
ing increased mortality rate (7). The mortality risk in the first
month of life is 10-40 times higher for PT-small for the gestational
age than for term and appropriate-for-gestational-age infants (8).
Furthermore, babies born PT are at higher risk of developing neu-
rological, respiratory, and gastrointestinal diseases, attributed to
immaturity of multiple organ systems (3, 9). Many survivors face
a lifetime of disability, including learning disabilities and visual
and hearing problems (1).

Risk factors for small-for-gestational-age babies might differ
from those to reduce the number of babies born PT. In South
Asia, the prevalence of babies born at term but small for the
gestation age is higher than in Latin America. The very high rates
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of small for the gestational age babies might be explained by higher
rates of adolescent pregnancy, chronic maternal malnutrition, low
pre-pregnancy body-mass index, low weight gain in pregnancy,
and low maternal height (8). The prevalence of LBW and PT is
usually higher in low-income populations, however, other factors
besides the socioeconomically status and access to prenatal health
care (10), also influence these rates. Other common causes of PT
birth include genetic and ethnic factors, multiple pregnancies, age,
behavioral, and environmental factors including tobacco usage,
chronic conditions (such as diabetes and high blood pressure),
and infections (1, 11).

One of the most common and dangerous complications of
pregnancy is PE. It is a multisystem disorder associated with ele-
vated blood pressure and proteinuria, typically after 20 weeks of
gestation. PE is primarily a generalized dysfunction of the maternal
endothelium, which appears to be part of an exaggerated systemic
inflammatory response that involves maternal leukocytes and pro-
inflammatory cytokines. Briefly, PE is the result of inadequate
development of maternal spiral arteries due to insufficient tro-
phoblast invasion, leading to narrower blood vessels, which limit
the blood supply from the mother into placental blood spaces.
Acute arthrosis of spiral arteries aggravates the problem, resulting
in hypoxia of the placenta. In a second stage, the ischemic placenta
sheds subcellular trophoblast microparticles to the maternal cir-
culation, which induces maternal leukocytes and endothelial cells
to produce pro-inflammatory cytokines. Worldwide, PE affects an
estimated 2-10% of pregnant women and is the chief cause of
induced PT delivery, and slow growth of infants (12).

Even at very early gestation, fetal cells leak and are found in
maternal circulation. The embryo/fetus expresses paternal anti-
gens, which have to be tolerated throughout the gestation period
by the mother (13). Thus, the maternal immune regulatory system
must be activated in order to suppress maternal immunity toward
fetal antigens, to allow implantation and fetus development during
gestation, but still being able to elicit normal immune responses
against infections (13, 14).

Regular pregnancy is predominantly characterized by a Th2
type immune response, which determines the protective maternal
response to fetal development (15-18). Hormones, such as prog-
esterone and prostaglandin E, play a key role in this Th1-Th2 shift
during pregnancy (14, 19). More recently, the Th1/Th2 paradigm
has been expanded with the addition of Th17 and regulatory T-
cell (Tregs). The Th-17 inflammatory response is also dampened
during pregnancy (20) and Tregs play a key role in maternal tol-
erance. Tregs recruitment and expansion are induced even before
conception by the seminal fluid (21) and then by the embryonic
trophoblasts, and these cells display immunosuppressive features,
promote invasiveness, result in preferential production of Th2
cytokines and reduce the cytotoxicity of decidual natural killer
(NK) cells (22).

Inflammation breaks the homeostasis at the maternal—fetal
interface, revoking these immune privileges during gestation (9)
and induces a Th1 pattern of cytokines, with significant fetal losses
(23). Certain infectious diseases, even sub-clinical infections, may
result in enhanced IL-12 production and in turn an overall shift
toward type 1 bias. Th-1 response leads to the activation of
decidual macrophages, which secrete toxic levels of nitric oxide

and TNF-a. This leads to maternal rejection of the implanted
embryo, which is termed as cytokine-triggered vascular autoam-
putation and involves the activation of coagulation mechanisms,
resulting in vasculitis affecting the maternal blood supply to the
implanted embryo (19). Furthermore, extracellular bacterial or
fungal pathogens elicit a Th17 response, and an imbalance in the
proportion of Th17/Treg is associated with recurrent pregnancy
loss and other gestation adverse effects (13).

Infections during pregnancy, caused by bacteria, viruses, and
parasites, can lead not only to PT birth but also to fetal
death, injury, or other organ sequel depending on the pathogen.
Some pathogens are known as classic teratogens, designated
as TORCH (Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, rubella,
cytomegalovirus, and herpes simplex virus), but others may be
included in this list, such as parvovirus B19, varicella zoster virus,
and Plasmodium falciparum (24).

About 50% of the PT births were not associated with any known
factor (11), leading to the search of alternative factors. Maternal
infections of the genitourinary tract may promote the migration
of cervical vaginal bacteria to the uterus (25). Bacteria colonizing
the vagina, such as Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, group
B Streptococcus, and Mycoplasma hominis may ascend from the
lower genital tract and were recovered in the amniotic fluid (24)
and placenta (9). Infections in other parts of the body may also
play an important role in the induction of births and prematu-
rity by stimulating an immune response and due to the transit
of microorganisms and/or their toxins in the bloodstream to the
maternal—fetal unit (26).

Thus, differing from the common thinking not too long ago,
the fetal-placenta unit may not be sterile, and nearly one-third of
placental specimens harbor intracellular bacteria in the basal plate
(the tissue layer at and below the maternal—fetal interface). Fur-
thermore, the prevalence of placenta samples with detectable bac-
teria is higher in PT deliveries, although most of these infections
are asymptomatic (27). Also contradicting previous paradigms, a
recent placenta microbiome study reported a very close similarity
between placental and oral microbiomes, and not with the uro-
genital tract microbiome, as expected (28). This latter study has
also revealed a correlation between the placental microbiome with
PT birth.

In this context, the infected periodontal tissues may be asso-
ciated with prematurity by acting as reservoirs of bacteria and
their products, which can disseminate to the fetus-placenta unit.
Furthermore, immunological mediators at high concentrations
produced locally at the infected gingival tissues or systemi-
cally can reach the fetus-placenta unit, resulting in prematu-
rity and low weight at birth (11, 29). Although some aspects
of the association between periodontitis and complications in
pregnancy were elucidated, this relationship needs to be bet-
ter studied and characterized. Therefore, we aimed to review
the existing literature associating periodontal disease, its micro-
biota and immune response with the complications in preg-
nancy.

PREGNANCY AND PERIODONTAL DISEASES
Periodontitis is an inflammatory disease of the soft and hard sup-
port tissues of tooth in response to the supra and subgingival

Frontiers in Public Health | Public Health Education and Promotion

January 2015 | Volume 2 | Article 290 | 2



Zietal

Periodontal diseases and preterm birth

microorganisms. It is classically divided into chronic and aggres-
sive periodontitis (30). Chronic periodontitis is characterized by
a slow and continuous destruction of periodontal tissues (31, 32),
while the destruction of the periodontal ligament and alveolar
bone is more rapid and severe in aggressive periodontitis (33).
Furthermore, periodontitis can affect most teeth (generalized), or
can be restricted to a group of teeth, and described as localized.

Despite the enormous microbial diversity in the oral cavity,
up to now, few species were associated with periodontitis (34),
based mainly on their higher prevalence in diseased subjects, and
their elimination after a successful treatment. The Gram negative
anaerobes of the Socransky’s red complex, Porphyromonas gin-
givalis, Treponema denticola, and Tannerella forsythia (35) have
been associated with chronic periodontitis (36). P. gingivalis, T.
denticola, T. forsythia, and the facultative Gram negative rod Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans, particularly serotype b, and to
a lesser extent serotype ¢, were found in higher levels in patients
with aggressive generalized or localized periodontitis when com-
pared to controls (37, 38). However, patients with localized disease
did not present high IgG titers to T. forsythia as observed for
patients with generalized periodontitis, although both were colo-
nized by the organism, suggesting differences in immune response
associated with the extension of disease (39).

Recent data suggested an additional list of suspected pathogens
formed by 17 species or phylotypes, mostly detected by high
throughput sequencing techniques, but more studies on their
in vivo ecological roles are needed before they can be recognized as
periodontopathogens (40). Despite the dramatic differences in the
microbial composition in healthy periodontium and periodonti-
tis, periodontal pathogens may not directly cause periodontitis but
rather they redesign the typically symbiotic microbiota into a dys-
biotic one, which disrupts the normal homeostatic relationship
with the host tissues (41). Thus, not only would certain pathogens
be involved in the disease but rather a dysbiotic community may
challenge the host, and the inflammatory destructive process is the
result of these multiple interactions.

The response to a microbial challenge is not homogeneous in
man, and several polymorphisms have been reported in genes
associated with the production of cytokines. Some of these poly-
morphisms have been associated with increased susceptibility to
periodontitis in certain populations (42).

The subgingival microbiota and host susceptibility differ
between aggressive and chronic periodontitis, leading to dif-
ferences in cytokines and adhesion molecules (43). The local
cytokines production in gingival tissues differs between types of
periodontitis, although no differences in inflammatory mediators
in serum were demonstrated (44). Gingival tissues from patients
with aggressive periodontitis present higher levels of protein-1-
o (MIP-1a), IFN-y-induced protein 10 (IP-10) and its receptors
CCR5 and CXCR3, and lower levels of IL-10 than tissues of chronic
periodontitis patients. On the other hand, tissues of chronic peri-
odontitis show increased expression of monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1) and its receptor CCR4 (45).

Likewise, the levels of the adhesion molecule CD11a of T
cells also differ in tissues from aggressive and chronic periodon-
titis, evidencing distinct cellular sources of immune regulatory
cytokines (46). The levels of the pro-inflammatory cytokine IL-17

in gingival crevicular fluid (GCF) of aggressive periodontitis are
higher than in GCF of chronic periodontitis patients, whereas the
levels of IL-11, an anti-inflammatory mediator, were decreased in
aggressive compared to chronic periodontitis (47). Interestingly,
IL-17 induces the production of prostaglandin E2 (PGE2), and is
associated with increased bone loss (48), whereas IL-11 induced
osteoblastic differentiation and bone formation (49).

Not only may periodontitis interfere with pregnancy but also
pregnancy may alter the progression of periodontal diseases
(PD). Physiological changes induced during pregnancy may alter
the inflammatory response, amplifying the gingival inflamma-
tion. Pregnancy gingivitis affects 36-100% of pregnant women
(50). Clinical parameters such bleeding on probing and pocket
depth (PD) may increase during pregnancy, without concomi-
tant increase in plaque index, which decreases after delivery (51).
The mechanisms underlying the increased severity of PD dur-
ing pregnancy were associated to increased vascular permeability,
depression of the immune system, and shifts on the composition
of supra and subgingival microbiota (50).

Early studies have demonstrated that Prevotella intermedia and,
to a lesser extent, P. gingivalis can use progesterone and estradiol
in replacement of vitamin K, a required growth factor for these
species (52). More recently, an increase in salivary progesterone
concentration from the first to the second trimester of pregnancy
has been linked to increased levels of P. gingivalis (50).

Culture and target molecular techniques for bacterial identi-
fication have been used to evaluate the effect of gestation on the
oral microbiota. The increase in clinical parameters of periodontal
disease severity, such as increased bleeding on probing during ges-
tation, is associated with increased levels of anaerobic species asso-
ciated with mature dental biofilm including species of Fusobac-
terium and Prevotella, Streptococcus anginosus, and Streptococcus
intermedius (53). Other data reported that the proportions of
certain putative periodontopathogens such as A. actinomycetem-
comitans and Parvimonas micra were increased during pregnancy
(50). In a case—control study, levels of eight oral bacteria species
(including the red complex and A. actinomycetemcomitans) tended
to increase from 22nd week of pregnancy in mothers of prema-
ture babies, while these levels remained stable in mothers at term
delivery. The prevalence of A. actinomycetemcomitans was very
low in the PT group during early pregnancy, but increased during
pregnancy, reaching levels 2.42-folds higher in the PT group after
delivery than in the term group (54).

The microbial diversity of the oral cavity has still not been eval-
uated in a longitudinal study throughout the gestational period.
However, metagenomic studies on the gut microbiota of pregnant
women may provide some clues on the microbial shifts occurring
in mucosa surfaces over the course of gestation. Metagenomic
analyses of stools of pregnant women in different gestational
phases and controls demonstrated an increase in abundance of
Proteobacteria and Actinobacteria from the first to the third
semester, and a decrease in microbial richness, which persisted
1 month postpartum. Moreover, the microbial shift was followed
by increased levels of IFN-y, IL-2, IL-6, and TNF-a in stools,
indicating that despite the anti-inflammatory conditions at the
placental interface, gestation leads to low-grade inflammation of
the intestinal mucosa. It is important to notice that the microbial
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composition determined the inflammatory status of the mucosal
surface, and not the opposite, since the experimental transfer of
the fecal microbiota obtained from women at the third semester
of gestation (fecal transplantation) was able to induce inflamma-
tion in recipient mice (55). These data evidenced that changes in
immunity and/or hormone levels during gestation induce changes
in the composition of the microbiota, which leads to increased
inflammatory response in mucosal surfaces.

Altogether, these data provide evidences that physiological
changes associated with pregnancy lead to shifts in the micro-
bial communities colonizing mucosa surfaces, which then induce
pro-inflammatory immune responses. Thus, the already dysbi-
otic microbiota in subgingival sites of PD patients would be
submitted to additional factors promoting imbalance during
pregnancy, increasing its pathogenic potential to induce gingival
inflammation.

Epidemiological data suggested that PD represent a potential
risk for PT birth, as shown in Table 1. Cross-sectional studies
have shown the association between PD and prematurity and/or
low birth weight (56, 57). Case—control studies indicated that peri-
odontitis can increase the risk for prematurity by seven times (58).
On the other hand, two case—control studies carried out in Brazil
(59, 60) showed no relationship between periodontitis and PT low
birth weight.

This review did not aim to cover all epidemiological studies on
the topic but rather to discuss the reasons of conflicting results.
This is covered by several systematic reviews with meta-analyses,
which revealed a significant risk of PT delivery and low birth
weight with periodontitis (69-71). The odds ratio for PT birth in
mothers with periodontitis varied from 1.7 to 2.73; for low birth
weight from 1.5 to 2.11; and for PT birth and low weight, from 2.35
to 3.57. Therefore, all meta-analysis demonstrated that PD could
promote adverse pregnancy outcomes. In addition, meta-analyses
(72, 73) have also identified a significant association between PE
and PD.

As shown in Table 1, the results of some cohort, case—control,
prospective, and cross-sectional studies were conflicting due to
factors as number and demographic characteristics of the par-
ticipants, parameters for periodontal disease diagnosis, inclusion
of pregnant women in different gestation periods, and different
statistical analysis.

Most studies on the association between periodontitis and ges-
tational complications considered the subjects either as diseased
or healthy. However, the incidence of PT delivery increases with
increased severity of periodontitis (74, 75). Furthermore, few stud-
ies correlated the outcome in gestation with microbial parameters
(Table 1). Due to variations in the microbial composition and
immune response among periodontitis patients, it seems clear
that the severity, extension, and type of periodontitis should be
considered when the systemic effects of periodontitis are evalu-
ated in a population. Environmental and genetic factors involved
in altered immune response (42) against bacterial infections may
also influence the effect of periodontitis in pregnancy.

These confounder factors prevented a definitive conclusion
whether periodontitis is an independent risk factor of PT birth
and/or low birth weight or PE, and larger randomized controlled
trials to explore causality and to dissect the biological mechanisms

involved in the association of periodontitis and gestation outcomes
are still needed.

DISSEMINATION OF ORAL BACTERIA AND THEIR PRODUCTS
TO EXTRA-ORAL SITES

The effect of periodontal pathogens in distant sites is related not
only with prematurity and low birth weight babies but also with
other systemic diseases such as arthritis, cardiovascular disease,
atherosclerosis, liver disease, diabetes, stroke (16), and Alzheimer’s
disease (76). Oral bacteria are frequently found infecting extra-
oral sites. S. intermedius was reported causing a brain abscess
(77). A. actinomycetemcomitans is the most prevalent species in
bacterial endocarditis among members of the HACEK group
(Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, and
Kingella), which includes the facultative anaerobic Gram negative
bacilli that inhabit the oropharynx associated with endocarditis
(78). P. gingivalis (79) and A. actinomycetemcomitans (80) spe-
cific DNA could be detected in atherosclerotic plaques in the
aorta.

Several species present in the gastrointestinal tract and oral cav-
ity were detected in neonatal gastric aspirates (81). The oral origin
of most periodontal pathogens such as A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, and T. forsythia found in extra-oral sites is highly
possible since they inhabit the oral and no other mucosal surfaces
such as the vagina and intestine. On the other hand, Fusobacterium
nucleatum is associated not only with oral but also with vaginal
mucosa membranes (82, 83). However, the oral origin of F. nuclea-
tum in the placenta-fetal unit has been considered since this species
was detected in samples obtained from neonatal gastric aspirates,
only of mothers with periodontal pockets (83) and the same strain
was not present in the vaginal samples (84).

Analyses of amniotic fluid or placenta samples have demon-
strated the presence of several oral bacteria, mainly P. gingivalis
and F. nucleatum (85-88). P. gingivalis was detected in the amni-
otic fluid from mothers with premature labor and periodontitis.
Subsequently, this periodontal pathogen was detected in placenta,
in chorionic trophoblasts, and in several types of cells such as
amniotic epithelial, decidual, and vascular (87).

Fusobacterium nucleatum is the most frequently detected
species in the amniotic fluid of premature births with intact mem-
branes (89, 90). In addition, F. nucleatum was linked to early-onset
neonatal sepsis once it was detected in cord blood and amniotic
samples from PT births (91-93).

Periodontal pathogens, especially P. gingivalis and A. actino-
mycetemcomitans, were detected in the amniotic fluid of pregnant
women with periodontitis (94). These periodontal pathogens were
also related to placenta infections in hypertensive women (95).

Patients with PE showed higher levels of T. forsythia, F. nuclea-
tum, and A. actinomycetemcomitans in placenta. In addition, 50%
of placenta samples from women with PE were positive for one or
more periodontal pathogens while only 14.3% of the control group
samples had detectable levels of periodontopathogens. Moreover,
infection levels were significantly higher in the PE group (86).

Recently, the placental microbiome was characterized in a
population-based cohort study with placenta samples from 320
subjects (28). Interestingly, a very close similarity between pla-
cental and oral microbiomes was demonstrated, and not with
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Table 1| Epidemiological data on the association of periodontal diseases and preterm birth and/or low birth weight and other alterations of the

gestational pattern.

Study type

Participants number

Parameters

Results

Reference

Case-control

Case—control

Case—control

Case—control

Case—control

Case—control

Cohort

Cross-sectional

Cross-sectional

Cross-sectional

Cross-sectional

Controls n=124
Cases n=93

Controls n=611
Cases n=304

Control: n=1042

IUGR n=77
LBW n=235
PTB n=238

Controls n=2393
LBW n=96

PTB n=110

PTB +LBW n=63

Controls n=20

PE n=20
Controls n=44
LBW n=44
n=1,115
n=449
n=277
n=770
n=2390

LBW, MPD, PTB, preterm
labor, premature rupture of
membranes

IUGR, LBW, MPD, PTB

IUGR, LBW, MPD, PTB

LBW, MPD LBW,
PTB +LBW

MPD, PE

Bleeding on probing,
presence of supragingival
calculus and CPITN
(community periodontal
index for treatment
needs), LBW, MPD

PE, PD

LBW, MPD, PTB,
LBW+PTB

LBW, MPD, PE, PTB

LWB, MPD, PPD, PTB,
reduced maternal
haemomglobin levels

Periodontopathogens,
MPD

LBW significantly high in mothers with more
severe PD, indicating that MPD is a significant
risk factor for LBW

Results do not support the hypothesis of
association of MPD and IUGR, LBW, and PTB

MPD is associated with an increased risk for
PTB, LBW, and IUGR

MPD was more severe in control individuals
than in cases. The extent of periodontal disease
did not increase risk of LBW. Mean PPD and
frequency of periodontal sites with clinical
attachment level >3 mm in PTB 4 LBW cases
were lower than in control

PE was associated with MPD. PE cases were
4.33 times more likely to have MPD (OR =4.33)

MPD was associated with LBW. Mothers of
LBW infants had less healthy areas of gingiva
and more deep pockets

Women were at higher risk for preeclampsia if
they had severe periodontal disease at delivery
(OR=2.4), or if they had periodontal disease
progression during pregnancy (OR=2.1)

There was no statistically significant association
between MPD and LBW

MPD were at higher risk for developing PE,
PTB, and LBW. The rate of PE in women with
PD was 18.6% compared to 7.3% in the control
group (OR=2.7). The OR for PTB was (4.4) and
for LBW was (3.5) when mother had PD

Mothers with PPD >6mm (OR=2.21) had a
higher risk of LBW. The increase in the severity
of MPD was associated with increased in PTB
and the MPD severity influenced the maternal
hemoglobin levels, i.e., more severe
periodontitis was associated with lower
hemoglobin levels

Prevalence of gingivitis was 38% and clinical
periodontitis was 10%. Among the periodontitis
group, high detection rates of P gingivalis
(56%), Prevotella nigrescens (44%), T. denticola

(32%), and P intermedia (24 %) were associated

with PD

Offenbacher et al. (67)

Bassani et al. (59)

Siqueira et al. (57)

Vettore et al. (60)

Varshney and Gautam (62)

Haerian-Ardakani et al. (63)

Boggess et al. (64)

Lunardelli and Peres (56)

Alchalabi et al. (65)

Kothiwale et al. (66)

Tellapragada et al. (67)

(Continued)
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Table 1| Continued

Study type Participants number Parameters

Results Reference

Prospective study n=1017 PD, LBW

Prospective study n=283 PD, PE

There was a significant relationship between

Moderate or severe periodontal disease was Boggess et al. (64)

associated with a LBW, a risk ratio of 2.3

(1.1-4.7), adjusted for age, smoking, drugs,
marital and insurance status, and preeclampsia.
Moderate or severe periodontal disease early in
pregnancy is also associated with LBW

Ha et al. (68)
periodontitis and the occurrence of
preeclampsia among neversmokers (OR =5.56)

IUGR, intrauterine growth restriction; LBW, low birth weight (<2,500 g); MPD, maternal periodontal disease; PD, periodontal disease; PE, preeclampsia,; PPD, probing

pocket depth; PTB, preterm birth (gestacional age <37 weeks).

other niches such as the genitourinary tract or the gut. However,
only one patient diagnosed with periodontitis was enrolled in that
study, thus no association between the microbial composition of
placenta and periodontitis could be made.

Present data support the hypothesis that oral bacteria can
reach the maternal—fetal unit and may lead to gestational alter-
ations. However, whether the colonization of commensal or puta-
tive periodontopathogens would result in different outcomes in
pregnancy remains to be elucidated. Further studies, using new
generation sequencing techniques, must be performed to evalu-
ate the diversity of the microbiota at the placenta-fetal unit and
mucosal surfaces, including the oral cavity, in order to establish
the association of specific microbial communities with gestation
alterations.

MECHANISMS INVOLVED IN THE ASSOCIATION BETWEEN
INFECTIONS AND PRETERM BIRTH AND OTHER
GESTATIONAL COMPLICATIONS

The inflammatory cascade triggered by bacterial infections is sup-
posed to play a central role in the pathogenesis associated with
premature birth and fetal injury. Bacterial products stimulate the
production of cytokines by placental tissues, as chorion, decidua,
and trophoblasts (96). During infection, the cytokines produced
by the fetal membranes in response to bacterial pathogens have a
dual role: to control the growth of bacterial agents and, at the same
time, to exacerbate the inflammatory process, which may lead to
fetal injury and premature labor (9).

Generally, there is a relationship between the level of periodon-
tal pathogens colonizing the subgingival sites and the antibody
response to these pathogens (38, 39). However, the data on the
relationship between maternal antibody response to periodontal
pathogens and low weight at birth are contradictory.

Levels of maternal IgG against oral organisms were inversely
related to premature and low weight births, suggesting that the
antibodies would offer protection to the mother and fetus (97).
In contrast, women in the second trimester of pregnancy with
high serum IgG levels to P. gingivalis were more prone to have
low weight babies than those with normal values (98). On the
other hand, pregnant women with periodontitis and low titers

of anti-P. gingivalis antibodies were seven times more at risk of
PT delivery than those with high titers, suggesting that the sup-
pression of maternal IgG response to P. gingivalis would be a risk
factor associated with PT delivery (54). Furthermore, the levels of
antibodies to P. gingivalis were 30% higher in placenta tissue of
PT births due to chorioamnionitis, than in those at term deliv-
ery (87). Overall, the data suggest that high antibodies titers to P.
gingivalis are usually indicative of periodontal pockets with high
levels of this organism, leading to increased risk for PT birth. How-
ever, in heavily colonized women (severe periodontitis), when the
antibodies response to periodontopathogens is low, the risk of
gestation alterations would be higher than in women with high
antibodies titers.

Pathogens and their products are recognized by receptors of
the innate immune system, and the binding of these evolu-
tionarily conserved recognition molecular patterns (PAMPS) to
their receptors activates several signaling pathways, leading to an
inflammatory response aiming to eliminate the bacterial agent.
Each receptor located on the cell surface of various cells of the
human body is specific for the recognition of a PAMP. For instance,
the lipopolysaccharide (LPS), located at the outer membrane of
Gram negative bacteria, is recognized by a toll-like receptor (TLR),
mainly TLR4.

As described in the previous sections, the microbial community
in subgingival sites of periodontitis patients is formed by a high
percentage of Gram negative bacteria, of which the LPS is continu-
ously challenging the host cells. Thus, several studies that reported
the effect of LPS on pregnancy could help explaining the role of the
microbial community on gestational complications. However, it is
worth mentioning that LPS from different bacteria may exhibit
different properties. For instance, P. gingivalis presents a complex
atypical LPS that is not only recognized by TLR4 but also by TLR2,
resulting in different signaling than that promoted by TLR4 bind-
ing (99). On the other hand, P. gingivalis represents a very low
proportion of the subgingival microbiota, despite its association
with periodontitis, and both TLR4 and TLR?2 are highly expressed
in inflamed gingival tissues (100). Thus, the effects of E. coli LPS,
a TLR4 binding LPS, as described next, may not be interpreted as
the effects of the whole LPS of subgingival sites.
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Interestingly, the expression of TLR4 in placenta is higher in
women with premature delivery and chorioamnionitis than in
controls (101). LPS induces the production of pro-inflammatory
mediators such as prostaglandins, which are modulators of uter-
ine contractions. In addition, LPS stimulation of uterine tissues
in mice with NK cell deficiency showed a reduction in the pro-
duction of Th1 cytokines. This indicates that the NK cells of the
uterus, which produce cytokines in the early stages of pregnancy,
can be cytotoxic in the presence of pathogens, by producing pro-
inflammatory cytokines such as TNF-a and IL1-B, and leading
to deleterious effects to the fetus such as low placental and fetal
weight (102). It is important to notice that the LPS dose tested
in experimental mice in the latter study was 250 times lower than
used for the endotoxemic shock, thus it would possibly simulate
the LPS produced during a non-lethal infection by a Gram negative
bacteria.

An in vivo model of PE demonstrated that infusions with LPS
in the first and 14th day of gestation induced increased blood pres-
sure and proteinuria (103). Furthermore, the LPS-induced PE led
to disseminated intravascular coagulation (104).

Systemically, periodontitis results in higher levels of several
inflammatory mediators, such as IL-6 and TNF-a, in response
to the challenge promoted by the oral biofilm (105). Experimental
intravenous injection of IL-6 in pregnant rats revealed that this
cytokine can directly induce maternal fetal injury and stimulate
the release of fetal hormones that cause stress (106).

TNF-a is a well-recognized mediator of activation of endothe-
lial injury, a key mechanism of pathogenicity of PE. Blood cells
of patients with severe PE produce higher levels of TNF-a with-
out any stimulus. Nevertheless, LPS stimulus reduced the release
of TNF-a by these cells indicating that the spontaneous release
of TNF-a by leukocytes from patients with PE is the result of the
disease process (107).

However, high concentrations of LPS can modulate
myometrium contraction, and then induce PT delivery, possibly
due to increased levels of IL-6, TNF-a, and PGF2. After treatment
with LPS, additional TNF-a promotes even more contraction of
myometrium cells (108).

Furthermore, an experimental animal model showed that fetal
exposure to LPS can alter the development and permeability of
intestinal epithelium (109), resulting in increased necrotic lesion
(110). The fetal ingestion of amniotic fluid with microorganisms
and microbial products such as LPS can cause enteritis, accelerate
the motility of the colon, and results in the production of meco-
nium during intrauterine life (111). Fetal exposure to intrauterine
infection was also associated with fetal inflammatory response
syndrome, leading to intrauterine growth restriction (112).

Studies in experimental animal models evaluated the effects of
few bacteria species or their products in gestation, and definitively
should not be extrapolated to the effects induced by the whole oral
microbiota. However, they evidenced that the characteristics of the
prenatal infecting pathogen may determine the outcome of infec-
tion in the development of pregnancy. For instance, the challenge
of human fetal membranes with G. vaginalis and Candida albicans,
but not with Streptococcus agalactiae, results in production of IL-
10, which acts essentially in maintaining pregnancy by limiting the
damaging effects of pro-inflammatory cytokines (113).

The intravenous inoculation of different P. gingivalis strains in
rats on the 14th day of gestation, led to the placenta colonization
at the 18th day. Interestingly, placenta colonization was dependent
on the P. gingivalis strain, with a higher virulence potential of the
fimbriated ones (114). Lately, infusion of P. gingivalis LPS on the
14th day of gestation in pregnant rats resulted in increased mater-
nal systolic pressure, reduced placental weight, decreased fetal
weight, and induced fetal resorption without causing generalized
inflammatory response (115).

The intravenous inoculation of F nucleatum into pregnant
rats resulted in infection of placental membrane and invasion of
the amniotic cavity, causing premature births, stillborn fetus, and
shorter survival (116). Pregnant rats infected with F. nucleatum
showed increased expression of IL-8 in a TLR-dependent manner.
Furthermore, TLR4A (TLR4 agonist), but not TLR2A, reduced
fetal death. Interestingly, TLR4 deficiency led to a reduction in
the inflammatory response without affecting bacterial coloniza-
tion in placenta, suggesting a possible use of TLR4 agonists as
co-adjuvant of antibiotic therapy in the treatment of women with
Gram negative bacterial infections during pregnancy (90).

On the other hand, intravenous inoculation of dental plaque
containing P. gingivalis and F. nucleatum resulted in the presence
of E. nucleatum, but not of P. gingivalis in placenta (88). This data
should be taken with caution since the levels of both species possi-
bly differed in the inoculums, and P. gingivalis exhibits strain with
different virulent potential.

The subcutaneous inoculation of viable or heat-killed (HK)
P. gingivalis in hamsters on the 8th day of gestation resulted
in increased production of PGE2 and TNF-a. In animals inoc-
ulated with HK bacteria, the fetal weight was reduced in 24%
and fetal resorption was 10.6% more frequent than in the con-
trol (117). Moreover, an experimental model in pregnant mice
where viable P. gingivalis cells were inoculated into subcutaneous
cameras resulted in the presence of the bacteria in the uterus and
liver of infected animals, and fetus were small for the gestational
age (118).

Our research group showed that rats infected subcutaneously
with P. gingivalis at different stages of gestation showed elevated
levels of IL-6 and TNF-a in serum and placenta, lower maternal
weight gain, and low fetal weight when compared to non-infected
controls. The infectious process was more intense and widespread
in rats infected before or in the middle of the pregnancy when
compared to groups infected at the beginning of pregnancy. Fetus-
placental resorptions were observed mainly in mid-term pregnant
infected rats, indicating that infection with P. gingivalis interferes
more severely in fetus when the infection occurs at this phase of
pregnancy (119).

Periodontitis induced by ligature in baboons provided evi-
dence of a correlation between anti-P. gingivalis antibodies and
pregnancy alterations (120). Periodontitis induced at the end of
pregnancy resulted in increased production of IL-6, while the levels
of PGE2 and IPB (induction factor of bactericidal permeability)
increased only in groups that received ligature before pregnancy
or in the 3rd month of pregnancy (121).

Despite the value of these results, these trials do not char-
acterize chronic disease observed in humans. In general, these
studies suggest that increased synthesis of inflammatory cytokines
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and metaloproteinases promoted by periodontopathogens could
induce premature labor. Moreover, the translation of data obtained
in animal models to humans may also be jeopardized by dif-
ferences in placenta and uterus structure, hormones regulation,
immune system, length of gestation between other mammals and
humans (122). However, they are valuable evidences of the role
of bacteria and their products in affecting the homeostasis of the
maternal—fetal unit and leading to abnormal pregnancy.

The current understanding of PT labor is that the switch
of the myometrium from a quiescent to a contractile state is
accompanied by a shift in signaling from anti-inflammatory to
pro-inflammatory pathways (3). Microorganisms and their prod-
ucts, including those in subgingival sites, can reach the amniotic
fluid via hematogenous dissemination. They are then recognized
by microbial pattern recognition receptors such as TLRs, signal-
ing the pro-inflammatory pathways in placenta and also in fetal
tissues. Furthermore, the signaling promoted by the periodon-
topathogens in gingival tissues and other sites of infection in the
body contributes to the release of additional inflammatory medi-
ators, which are spread systemically. This shift to an inflammatory
environment not only activates labor but also leads to PE and
restricts intrauterine growth.

EFFECT OF PERIODONTAL TREATMENT ON GESTATIONAL
ALTERATIONS

The effect of periodontal treatment on preventing gestational
alterations is another controversial issue. Given the evidences asso-
ciating periodontitis and gestational complications, various inter-
vention studies were performed in order to determinate the effect
of periodontal treatment on pregnancy outcomes. Studies on the
effect of non-surgical mechanical treatment in pregnant women
with gingival inflammation but limited periodontal destruction
indicated an improvement in clinical parameters and a decrease in
GCF inflammatory markers, but resulted in no significant differ-
ences in gestational outcomes such as PT birth and/or low weight
at birth (123, 124). One exception was a study conducted in Chile,
where the treatment of pregnant women with gingivitis resulted
in a reduction in PT and LBW (125).

Since the link between periodontitis and pregnancy outcomes
seems to be the result of spread of bacteria and their factors to
extra-oral sites, and the consequent inflammatory burden induced
by the pathogens, it seems reasonable that the periodontal treat-
ment would provide better benefits to pregnancy to patients with
severe periodontitis than to those with only gingivitis. This issue
seems especially relevant due to the age of women enrolled in
large randomized populational studies (18—35 years), since severe
periodontitis comprised a very low percentage of participants.

The prevalence of PT births was reduced in women with
severe periodontitis that received periodontal treatment (125—
128). These data contradict other reports, where no positive effects
of periodontal treatment on pregnancy outcomes were observed
(129-132).

Several systematic reviews with meta-analysis on the effect of
maternal periodontal treatment and risk for PT birth and/or low
birth weight did not indicate a decreased risk after treatment (69,
133—135). However, one review suggested a significant effect in
reducing the risk of PT birth for scaling and root planning in

pregnant women with periodontitis for groups with high risk of
PT birth (136).

The conflicting data on the effect of periodontal therapy in pre-
venting PT birth/low birth weight are probably due to differences
in diagnostic criteria of periodontitis, and other conditions com-
mon to both such as smoking, age, and ethnicity. In some studies,
only gingivitis patients were enrolled (125). Furthermore, differ-
ences in disease severity and extension may have accounted for
differences in benefits in gestation outcomes promoted by treat-
ment. For instance, in the study of Offenbacher et al. (126), which
reported the beneficial effects of the periodontal treatment on ges-
tational outcomes, periodontitis patients had at least two sites in
different teeth with PD >5 mm and evidence of attachment loss.
On the other hand, in another study where treatment provided no
positive effect for gestation, periodontitis was classified as >3 mm
of PD in >3 teeth (137).

The studies differed also in treatment strategies. After supra
and subgingival mechanical treatment, patients received monthly
periodontal maintenance (129), while in others follow-up was not
mentioned (137). An early study conducted in Chile reported that
the non-surgical periodontal treatment during pregnancy resulted
in a reduction in PT and LBW from 10.11% in the control group
to 1.84% in the test group (138). However, women with severe
periodontitis in the treatment group were submitted to metron-
idazole and amoxicillin administration, which may have controlled
not only the oral microbiota but may also have affected infecting
agents in other sites.

Other differences refer to the control groups. In most studies,
the control group received no periodontal treatment during preg-
nancy (123, 125,128, 138), which was postponed after the delivery.
One study had no control group for comparison (124), while in
another (137), the control group received supragingival prophy-
laxis, which may have altered inflammation levels and proportions
of pathogens, especially in shallow pockets.

Other limitations of these interventional studies include the
pooling of periodontitis patients with different extension, sever-
ity, and progression rates in a single group. As discussed above,
the microbiota and immune response differ between aggressive
and chronic periodontitis patients, and possibly their effects on
pregnancy outcomes may also differ.

The period of gestation for the periodontal intervention should
also be taken into account when discussing the effect of periodon-
tal treatment in gestational outcomes. One study reported that the
periodontal treatment during the second trimester of pregnancy
led to a reduction of 3.8 times in the risk of PT delivery compared
with the group receiving treatment after birth (128). However,
there are no data comparing the effect of treatment prior or at the
first month of gestation with that performed at later stages, and
most studies reported only that patients were selected before a cer-
tain gestational age, such as 14-20 weeks gestation. The placenta
microbiome study showed that even placenta from periodontally
healthy women may be colonized by oral organisms (28). Animal
model studies indicated that gestational outcomes including low
weight of the fetus are dependent on the period of infection,and an
acute infection immediately before conception or at the middle of
the gestation led to more severe damage to the fetus than infection
at the beginning of gestation (119). Human and animal studies
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reported a microbial shift toward a more pathogenic microbiota
in subgingival sites of periodontitis patients throughout the ges-
tational period. Thus, one could assume that earlier periodontal
treatment during pregnancy (or even before it) would be more
beneficial than the treatment performed at the last trimester of
gestation.

The effect of periodontal treatment on the prevention of PT
delivery and other complications during pregnancy may be influ-
enced by its effect on the bacterial load/composition and on the
host inflammatory response. Infections in the lower genital tract
have been associated with PT labor. Nevertheless, antibiotic treat-
ment of asymptomatic women with bacterial vaginosis has not
reduced the rate of PT delivery (3). Thus, other unknown genetic
factors leading to increased susceptibility to the infection, to an
abnormal response, and/or to PT labor may also play a role.

Gestation is a relatively short physiological process considering
a chronic disease such as periodontitis. It is clear from most studies
that periodontal treatment is able to improve clinical parameters
of periodontitis (42, 123, 124, 131, 136); however, its effects on
gestational outcomes involve several variables, making it hard to
clearly evaluate the effect of periodontal treatment.

Despite the evidences associating PD with gestational out-
comes, the effect of periodontal treatment in pregnancy is still not
supported by scientific evidences. Periodontal treatment protocols
providing the expected benefits for the mother and the fetus are
still needed, and these should be tested in large randomized clin-
ical trials. The periodontal treatment before pregnancy seems an
option, since the severity of periodontitis and the virulence poten-
tial of the microbial community increase during pregnancy and
the deleterious effects of the periodontal infection/inflammation
to the fetus may occur even at very early stages of gestation.

CONCLUSION

Periodontitis are associated with induction of premature births
and other gestational complications, which may compromise the
subject throughout life. Periodontal pathogens may be involved in
this process, directly inducing fetal abnormalities, or inducing the
inflammatory response and the contraction of myocytes, induc-
ing prematurity. However, there are still no data on differences
induced by different oral microbial communities. Furthermore,
the current data had not provided conclusive answers for the effect
of periodontal treatment in preventing PT deliveries and other ges-
tational complications, and definitive intervention protocols were
not established.
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