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Resumo

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

Dados epidemiolégicos sugerem a relacdo entre periodontite e partos
prematuros e recém-nascidos de baixo peso, mas pouco se sabe sobre os
mecanismos envolvidos nesta associagdo. A microbiota associada a
periodontite € bastante complexa e Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo considerados patdgenos
periodontais. O potencial de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans em
induzir alteracdes sistémicas ainda n&o foi totalmente compreendido. Este
estudo pretende contribuir para a compreensédo da relacdo entre a infeccao
com patégenos periodontais e efeitos adversos na gestacéo pela determinacao
do efeito da infeccao experimental por P. gingivalis e A.actinomycetemcomitans
sobre o padrdo de prenhez, nivel de citocinas e presenca do patdgeno na
unidade fetoplacentaria, em camundongos.

O efeito da doenga periodontal experimental induzida por P. gingivalis
HW24 D-1 na prenhez foi determinado em camundongos fémeas da linhagem
C57BL6. P. gingivalis HW24 D-1 (10°UFC) 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
0 grupo teste. Vinte e um dias apds a primeira inoculacdo 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 presenca de P. gingivalis por gPCR em amostras de biofilme
oral e tecido gengival, sangue, soro, figado, intestino, fezes, feto, placenta e
liquido amniético.

Devido a falta de um modelo apropriado de periodontite induzida por
A.actinomycetemcomitans em camundongos, a infeccdo foi realizada pela
injecdo 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 amniotico, e foi determinado
o nivel de citocinas em amostras de soro e placenta.

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

No modelo de P. gingivalis, foi induzida periodontite, caracterizada por
perda 6ssea alveolar, visto que a distancia entre a juncdo esmalte-cemento até
a crista 6ssea 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 relacdo ao grupo controle (Mann
Wittney p<0,05). P. gingivalis foi detectado em todos 0s 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 nao foi detectado em amostras
do grupo controle. Ndo foi observada diferenca 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-183, INF- vy, IL-
10, GMCSF, IL-12p40 e IL-12p70 nos animais teste do que nos controle.

No modelo experimental de infeccdo por A. actinomycetemcomitans, foi
detectada a presenca da bactéria em pelo menos um dos sitios analisados em
todos os 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. Nao houve diferenca em parametros relacionados a prenhez, como
peso e ganho de peso materno, nimero e peso dos fetos entre 0s grupos teste
e controle. Nao foram demonstradas diferencas nos niveis de citocinas séricas
entre os dois grupos. No entanto, os niveis placentarios, de TNF-a, IL-4 e IL-6
foram maiores no grupo teste do que no controle (Mann Wittney, p<0,05).

Os dados indicam que a infeccédo oral por P. gingivalis promove né&o
somente a destruicdo dos tecidos periodontais, mas 0 organismo é capaz de
alcancar 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 € capaz de
ultrapassar a barreira placentaria e colonizar a unidade feto-placentaria,
resultando em alteracdo no perfil de mediadores inflamatorios na placenta.

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

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Doenca periodontal experimental. Gestacéao.
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 Sao 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
HW24 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 plaque
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-1B, 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 qPCR 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-a, 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.



Introducao

O nascimento prematuro é 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 crian¢cas prematuras comparada com
criancas que tiveram periodo gestacional adequado (Katz et al., 2013). Além
disso, os bebés nascidos prematuramente estdo em maior risco de desenvolver
doencas neuroldgicas, respiratérias, gastrointestinais e doencas atribuidas a
imaturidade do desenvolvimento de multiplos érgdos (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 complicagbes mais comuns e perigosas da gravidez € pré-
eclampsia (PE). Isto € uma desordem multissistémica associada a elevagao da
pressao arterial e proteinuria, geralmente apos 20 semanas de gestacao. PE é
primariamente uma disfuncdo generalizada do endotélio materno, que parece
ser parte de uma resposta inflamatdria sistémica exagerada que envolve
leucocitos maternos e citocinas proé-inflamatdrias. 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 méae para a placenta.
Artrose aguda de artérias espiraladas agrava o problema, resultando em
hipéxia da placenta. Numa segunda fase, a placenta isquémica lanca
microparticulas trofoblasticas para a circulagdo materna, a qual induz a
leucocitos e células endoteliais maternas a produzirem citocinas pro-
inflamatodrias. Em todo o mundo, PE afeta cerca de 2-10% das mulheres
gravidas, € a principal causa de parto prematuro (Raghupathy et al., 2013). Ja
nas fases iniciais da gestacdo, células fetais sdo encontradas na circulacédo
materna. O embrido / feto expressa antigenos paternos, que tém de ser
tolerado em toda o periodo de gestacdo pela mée (Zenclussen et al., 2013).

Assim, o sistema imunoldgico materno é ativado, a fim de suprimir a imunidade



materna em relacdo a antigenos fetais, para permitir implantacdo e
desenvolvimento do feto durante a 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 nao foram associados a
qualquer fator conhecido (Huck et al., 2011), conduzindo a pesquisa de fatores
alternativos. Infeccbes maternas do trato geniturinario podem promover a
migracdo 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 amniético (Waldorf et al., 2013) e
na placenta (Klimova et al., 2013). Infec¢cbes 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 reservatorios de bactérias e
seus produtos, que pode difundir para a unidade feto-placenta. Além disso, os
mediadores imunoldgicos em altas concentracdes produzidos localmente nos
tecidos gengivais ou sistemicamente pode atingir a unidade feto-placentéria,
resultando em prematuridade e baixo peso ao nascer (Huck et al., 2011; Xiong
et al.,, 2006). Embora alguns aspectos da associacdo entre a periodontite e
complicacbes na gravidez terem sido elucidadas na literatura, esta relacéo
precisa ser mais bem estudada e caracterizada.

A periodontite € uma doenca inflamatéria dos tecidos de suporte
(gengiva) e dos de sustentacdo (cemento, ligamento periodontal e 0sso
alveolar) em resposta a microorganismos supra e subgengivais. Ela é dividida
em periodontite crénica e periodontite agressiva (Armitage et al., 1999).
Periodontite crénica € caracterizada por uma destruicdo lenta e continua dos
tecidos periodontais (Darveau et al., 2010; Kolenbrander et al., 2010), enquanto
gue a destruicdo do ligamento periodontal e osso alveolar é 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
ndo por patégenos selecionados (Hajishengallis, Lamont, 2012). P. gingivalis
parece promover desequilibrio de microbiota, mesmo em baixas propor¢oes, e
assim € 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 colonizacdo microbiana disbittica
(Hajishengallis, Lamont, 2012). P. gingivalis ndo é um agente potente para a
inducdo da inflamacao, 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 bioldgicas do LPS de P. gingivalis, especialmente a endotdxica,
seja atribuida a porgao 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 posi¢céo 4’ da glicosamina (Aida
et al., 1995).

Além disso, P. gingivalis inibe a producéo 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 infeccdo (Wang et al., 2010). Além disso, a sinalizacdo C5aR em
sinergia com a ativagcdo TLR2 induzida por P. gingivalis é capaz de inibir a
resposta antimicrobiana (Wang et al., 2010).

A associacdo entre A. actinomycetemcomitans € mais evidente em
individuos abrigando as cepas do clone JP2, que pertence ao sorotipo b,

considerado um verdadeiro patdogeno 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 ndo JP2 para esta doenca ainda ndo esta
elucidada (Haubek et al., 2001) A. actinomycetemcomitans é considerado
patdgeno 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 proliferacdo de certos organismos em locais
especificos (Schreiner et al., 2013). A leucotoxina € parte do grupo chamado
Repeticdo de toxina (RTD), familia de toxinas de agentes patogénicos gram
negativos, que induzem a lise de macréfagos e neutréfilos 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 € 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 producdo da toxina distensora citoletal (CDT) (Kawamoto et al.,
2009).

Classicamente, a periodontite € considerada um tipo misto T-auxiliar Th
1/Th2, com um perfil de citocinas principalmente Thl na lesdo precoce e
guando a doenca se torna estavel, e quando a doenca se torna avancada 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 ativagédo de ceélulas B promovendo a
imunidade humoral (Th2), e outro subtipo que amplifica a ativagdo de
macrofagos, promovendo a imunidade celular (Th1). De acordo com a natureza
dos sinais de perigo liberados nos sitios inflamatérios, as DCs adquirem um
determinado perfil de secregao de citocinas. Esse perfil, dito polarizante,
determinara o desenvolvimento da resposta imune efetora. As células Th1 sao
caracterizadas pela producdo de IFN-y, uma potente citocina ativadora de
macrofagos, sendo essenciais no combate a patégenos intracelulares e na

inducdo da producdo de anticorpos do subtipo IgG2a pelas células B. A



diferenciagcdo Th1 € iniciada através de sinais derivados da ativagdo do TCR e
da via de sinalizagdo 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 producédo de IL-4, IL-5 e IL-13,
sendo responsaveis pelo recrutamento de eosindfilos para os sitios
inflamatorios e pela indugdo da produgédo 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)

Periodontite crbénica é a forma mais comum que acomete a populacao,
causada principalmente por periodontopatdgenos gram-negativos juntamente
com a reposta do hospedeiro. Periodontopatdgenos conseguem entrar na
corrente sanguinea e se disseminar para outras partes do organismo, levando
assim fatores de viruléncia e inducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias nestes diferentes sitios (Horliana et al., 2014).

N&o somente a periodontite pode interferir na gravidez, mas também a
gravidez pode alterar o progressdao de doencas periodontais (DP). As
alteracoes fisiologicas induzidas durante a gravidez podem alterar a resposta
inflamatoria, amplificando a inflamacdo gengival. Os niveis aumentados de
estrégenos, tais como progesterona, pode causar alteracbes na resposta
imune, a dilatacdo capilar gengival, e a liberacdo 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 € caracterizada como uma doenca
inflamatoria dos tecidos moles em torno do dente. Em contraste, a periodontite
afeta uma proporcdo 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 condicdes 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

doenca 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 amniético (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 doenca periodontal é 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 predisposicdo para o
desenvolvimento da doenca 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
gue diminui apés o parto (Girsoy et al., 2008). Os mecanismos subjacente ao
aumento da gravidade da DP durante a gravidez foram associados a um
aumento vascularidade e permeabilidade dos tecidos gengivais, depressédo 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 concentracdo 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 ndo foi avaliada em
estudo longitudinal durante todo o periodo gestacional. No entanto, estudos
metagendmicos sobre a microbiota intestinal de mulheres gravidas pode
fornecer algumas pistas sobre as mudancas microbianas que ocorrem em
superficies mucosas ao longo da gestacdo. Analises metagendmicas 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 diminuicdo na riqueza microbiana, que persistiu 1
més apos o parto. Além disso, a mudanca microbiana foi seguido por um
aumento dos niveis de IFN-y, IL-2, IL-6 e TNF-a nas fezes, indicando que,
apesar das condicfes anti-inflamatérias na interface placentaria, a gestacéo

leva a um baixo grau de inflamagdo da mucosa intestinal. E importante notar



gue a composicao microbiana determinou o estado inflamatério da superficie
mucosa, € ndo 0 oposto, uma vez que a transferéncia experimental da
microbiota fecal obtida de mulheres no terceiro trimestre de gestacao foi capaz
de induzir a inflamacdo em camundongos receptores (Koren et al., 2012). Estes
dados evidenciaram que as mudancas nos niveis de imunidade e / ou
hormonais durante a gestacdo induzem alteragbes na composicao do
microbiota, o que leva a um aumento da resposta inflamatéria em superficies
mucosas. No seu conjunto, estes dados proporcionam evidéncias de que
alteracbes fisiologicas associadas com gravidez levam a mudancas nas
comunidades microbianas que colonizam superficies mucosas, o que induzem
respostas imunes pro-inflamatoérias. Assim, a microbiota j& disbi6tica 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 inflamagao gengival.

A gravidez pode ser considerada como um milagre fisiologico ja que
envolve um processo ndo natural para o organismo hospedeiro, em que
consiste em um evento anormal, propagacdo de tecido estranho que é
acomodado por um periodo de tempo definido pelo sistema imunoldégico. Um
equilibrio imunolégico é crucial para o implante do 6vulo e assim manter a

gravidez até o termo. Como o0 sistema imune materno tem de aceitar um feto
semi—alogénico, produto de dois individuos de histo-incompatibilidade,

Medawar prop6s que a mae precisa estar num estado imunodeprimido
(Medawar et al., 1983). Progressos recentes sugerem que 0 Sistema imune
materno ndo soO precisa ser suprimido, mas ao mesmo tempo também precisa
proteger a mae e o feto em crescimento das infec¢cBes 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 infeccéo por patdégenos.
Durante a gravidez hd uma resposta Th2 para promover a tolerancia
deste feto, citocinas produzidas pela resposta Thl sdo prejudiciais para a
tolerancia do feto em concepcéo, semelhante a aloenxertos em receptores de
transplante (Wegmann et al., 1993). No entanto, os dados existentes sugerem

gue a resposta Th2 durante a gravidez € um modelo simplista e que durante as



vérias fases da gravidez, as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias sao
moduladas de forma dinamica (Chatterjee et al., 2014).

A primeira fase da gestacdo envolve a implantacdo de blastocistos no
Utero, e é predominantemente uma fase pro-inflamatéria. Ativacdo localizada
de mediadores inflamatérios ocorre e o sistema imunoldgico da méae repara 0s
danos feitos pelo blastocisto invasor. A segunda fase da gravidez é uma fase
predominantemente anti-inflamatéria. Citocinas da resposta Th2 séo
produzidas na segunda fase da gravidez, que podem agir sistemicamente ou
localmente na interface materno-fetal. A Gltima fase da gravidez é o parto, o
qual provoca a contracdo do Utero, 0 meio pré- nflamatéria € predominante
(Chatterjee et al., 2014).

As interagdes entre células imunes maternas e a placenta sdo de
interesse substancial por conta das inimeras complicacfes durante a gravidez,
como aborto recorrente, vilosite de etiologia desconhecida e pré-eclampsia
podem surgir devido a adaptacdo inadequada do sistema imunitario materno.
Durante a gravidez normal, detritos de trofoblastos sdo derramados a partir da
placenta para o sangue materno em grandes quantidades. Estes detritos de
trofoblastos séo rapidamente eliminados da circulacdo materna (Abumaree et
al.,, 2012). Fagocitose de detritos dos trofoblastos induzem a secrecao de
citocinas anti-inflamatorias, IL-10, IL-6 e IL-1Ra e diminuicdo da secrecao de
citocinas pro-inflamatorias de IL-1B, 1L12p70 e IL-8 por macrofagos, indicando
gue durante a gestacdo ocorre um direcionamento da resposta imune para a
tolerancia e ndo para a inflamacédo. A inflamacédo € rigidamente controlada
durante todas as fases da gravidez, porém uma resposta inflamatoria excessiva
e persistente materna esta associada a resultados adversos da gravidez.

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

A cascata inflamatéria desencadeada por infeccbes exerce um papel
central na patogénese associada com 0 nascimento prematuro e lesdo fetal.
Produtos bacterianos estimulam a producdo de citocinas por tecidos

placentarios, como cérion, decidua, e trofoblastos (Guleria et al., 2000).



Durante a infecgdo, 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 inflamatério, o que pode levar a leséo fetal e trabalho de
parto prematuro (Klimova et al., 2013). Para uma revisao sobre a relagao entre
0s resultados adversos da gestacdo e periodontite, ver uma revisdo
recentemente publicado (Zi et al., 2015) (Anexo O).

O nosso grupo demonstrou que a infecgdo experimental de P. gingivalis
subcutaneamente em ratos levou a reducdo ganho de peso materno, producao
de citocinas pro-inflamatérias em placenta e soro materno, além da detecc¢éo
do microrganismo na unidade fetal placentéria. 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-
inflamatorias nos compartimentos fetais do que a infeccdo antes de gestacéo
ou no final do periodo de gestacao (Michelin et al., 2012).

No entanto, a periodontite ndo é caracterizada por uma infeccdo aguda
como promovido por injecdo de P. gingivalis em tecidos subcutaneos, e
consideramos que um modelo experimental crénico de periodontite induzida
por P. gingivalis iria mimetizar melhor os efeitos da periodontite do que um
modelo de infeccdo 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 ndo foi capaz de induzir infeccdo de
longa duracéo por este organismo na cavidade oral de camundongos, embora
seja induzida a producdo 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 gestacdo, a inoculacdo intravenosa do

organismo foi utilizado.



Conclusao

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

A infeccao experimental por gavagem oral com P. gingivalis

- promoveu destruicdo do 0sso alveolar, portanto, induzindo a periodontite.

- promoveu a colonizagdo de sitios orais, como biofiime dental e tecido
gengival, e sitios extra-orais como intestino e figado. A bactéria ultrapassou a
barreira fetoplacentéaria e colonizou a unidade placentaria, sendo detectada em
fetos, placentas e liquido amniético.

- promoveu alteragdes no padréo de prenhez, levando a menor peso dos fetos
e menor ganho de peso materno durante a prenhez, mas nao alterou o nimero
de fetos ou induziu a reabsorcdes fetais.

- ndo promoveu alteragdes nos niveis séricos ou no tecido gengival de
mediadores inflamatérios (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 apoés a ultima inoculagdo com o agente.
- promoveu aumento dos niveis placentarios de IL-13 , INF-y, IL-10, GMCSF,
IL-12p40 e IL-12p70.

Os dados indicam que a infeccédo oral por P. gingivalis promove néo
somente a destruicdo dos tecidos periodontais, mas o organismo é capaz de
alcancar 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.

A infeccéo experimental com A. actinomycetemcomitans:



- permitiu que a bactéria ultrapassasse a barreira fetoplacentaria e promoveu
colonizacdo da unidade placentéria, sendo detectada em fetos, placentas e
liquido amnidtico.

- ndo promoveu alteracdes no padrédo de prenhez, ndo alterando o nimero e o
peso dos fetos, o ganho de peso materno, e ndo promovendo reabsorcdes
fetais.

- ndo promoveu alteracfes 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.

7z

Os dados indicam que A. actinomycetemcomitans € capaz de ultrapassar a
barreira placentaria e colonizar a unidade feto-placentaria, resultando em

alteracao no perfil de mediadores inflamatorios na placenta.

Em conjunto, 0os nossos resultados sugerem que a associacdo entre
periodontite e alteracbes gestacionais pode ser explicada pela capacidade de
patdogenos periodontais como P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans
ultrapassar a barreira placentaria, colonizar e aumentar a producdo de
mediadores inflamatdrios na unidade fetoplacentaria, alterando assim o

equilibrio imunolégico, essencial para o sucesso da gestacao.
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