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Ferreira PSC. Avaliacdo dos efeitos das catecolaminas e do cortisol sobre o
crescimento e viruléncia de Porphyromonas gingivalis [Tese de doutorado]. Taubaté:
Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2013. 81p.

RESUMO

Hipotese: O presente estudo teve como hipotese que a adrenalina, a noradrenalina
e o cortisol, hormonios liberados em grandes quantidades durante o estresse
fisioldgico, poderiam ser capazes de alterar o crescimento e de aumentar a viruléncia
de Porphyromonas gingivalis, estimulando a expressdao de genes relacionados a
viruléncia, estresse oxidativo e metabolismo do ferro, podendo agravar a condicao
periodontal em individuos com periodontite. Objetivos: Assim o presente projeto
visou avaliar a interferéncia desses hormonios relacionados ao estresse sobre o
crescimento, viabilidade, susceptibilidade antimicrobiana e viruléncia de
Porphyromonas gingivalis. Método: Culturas de Porphyromonas gingivalis \W83
foram expostas a adrenalina, noradrenalina e cortisol, utilizando trés meios de
cultura (TSB-HM, SAPI e SAPI-HM) e foram incubadas em estufa de anaerobiose
para avaliagdo quanto ao crescimento e viabilidade. Essas culturas foram testadas
quanto a sensibilidade ao metronidazol apds exposicdo as catecolaminas e ao
cortisol. Possiveis alteracdes da expressdao de genes relacionados ao estresse
oxidativo, metabolismo do ferro e fatores de viruléncia foram verificados pela técnica
de gRT-PCR. Resultados: As catecolaminas e o cortisol, de forma geral, nao
interferiram no crescimento de P. gingivalis, independente das condi¢cdes nutricionais
a que ela foi exposta e dos tempos avaliados (p>0.05, ANOVA). A sensibilidade de
P. gingivalis ao antimicrobiano metronidazol ndo se alterou na presenca de
adrenalina, noradrenalina ou cortisol (p>0.05, Kruskall Wallis). No entanto, a
exposicao bacteriana a adrenalina, noradrenalina e/ou cortisol elevaram os niveis de
RNAm de genes relacionados a obtencao de ferro (AmuR); estresse oxidativo (Zpx,
oxyR, dps, sodB, aphC), hemdlise (hem, hagA) e proteina de superficie
imunodominante (ragA) (teste de modo pareado fixo de realocagdo ao acaso,
p<0.05). Os resultados do presente estudo sugerem que as catecolaminas e o
cortisol podem influenciar na expressdao de fatores relacionados a viruléncia e ao
estresse oxidativo de P. gingivalis.

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis, Estresse fisioldgico; Catecolaminas;
Cortisol; Periodontite.



Ferreira PSC. Evaluation of the effects of catecholamines and cortisol on the growth
and virulence of Porphyromonas gingivalis [Thesis]. Taubaté; University of Taubaté,
Graduate Program in Dentistry, 2013. 81p.

ABSTRACT

Hypothesis: This study hypothesized that adrenaline, noradrenaline and cortisol ,
hormones released in large quantities during the physiological stress , might be able
to alter the growth and increase the virulence of Porphyromonas gingivalis by
stimulating the expression of genes related to virulence , oxidative stress and iron
metabolism and may aggravate periodontal status in subjects with periodontitis.
Objectives : So this project aimed to evaluate the effect of these stress-related
hormones on growth , viability , virulence and antimicrobial susceptibility of
Porphyromonas gingivalis . Method : Porphyromonas gingivalis W83 cultures were
exposed to adrenaline , noradrenaline and cortisol , using three culture media ( TSB -
HM , SAPI and SAPI - HM ) and were incubated in anaerobiosis for review on the
growth and viability . These cultures were tested for sensitivity to metronidazole after
exposure to catecholamines and cortisol. Possible changes in the expression of
genes related to oxidative stress , iron metabolism and virulence factors were verified
by gRT-PCR technique . Results: The catecholamines and cortisol , in general , did
not affect the growth of P. gingivalis , independent of nutritional conditions to which
she was exposed and evaluated times ( p> 0.05 , ANOVA ) . The sensitivity of P.
gingivalis antimicrobial metronidazole did not change in the presence of adrenaline ,
noradrenaline and cortisol ( p > 0:05 , Kruskal Wallis ) . However , bacterial exposure
to adrenaline, noradrenaline and / or cortisol increased mRNA levels of genes related
to iron acquisition ( hmuR ), oxidative stress ( tpx , oxyR , dps , sodB , aphC ) ,
hemolysis ( hem , hagA ) and immunodominant surface protein ( ragA) ( test paired
mode relocation fixed at random, p <0,05 ) . The results of this study suggest that
catecholamines and cortisol can influence the expression of factors related to
oxidative stress and virulence of P. gingivalis.

Key words: Porphyromonas gingivalis; Physiological stress; Catecholamines;
Cortisol; Periodontitis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Crescimento de P. gingivalis durante 48 horas em meio TSB

Figura 2 - Crescimento de P. gingivalis durante 48 horas em meio SAPI

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia
(660nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
SAPI apbés 24 e 48 horas de exposicdo a adrenalina,
noradrenalina e cortisol (p>0,05; ANOVA)

Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia
(660nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
SAPI-HM apdés 24 e 48 horas de exposicdo a adrenalina,
noradrenalina e cortisol (p>0,05; ANOVA)

Valores da média e desvio padrédo das leituras de absorbancia
(660 nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
TSB-HM apdés 24 e 48 horas de exposicdo a adrenalina,
noradrenalina e cortisol (O simbolo (*) representa diferenga
estatistica em relacao ao controle; p<0,05; ANOVA, Dunnet)

Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia
(660 nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
SAPI no tempo de 24 horas, apds exposicdo de 4 horas a
adrenalina, noradrenalina e cortisol (exposigdo iniciada no
tempo 24 h de crescimento; p>0,05; ANOVA)

Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia
(660nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
SAPI-HM com hemina e menadiona no tempo de 28 horas,
apds exposicdo de 4 horas a adrenalina, noradrenalina e
cortisol (exposicéo iniciada no tempo 24 h de crescimento,
p>0,05; ANOVA)

Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia
(660 nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio
TSB-HM no tempo de 20 horas, apds exposi¢do de 4 horas a
adrenalina, noradrenalina e cortisol (exposicao iniciada no
tempo 16 h de crescimento p>0,05; ANOVA)

51

53

53

54

55

55

56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Média e desvio padrdo da porcentagem de reducdo de

Tabela 2

bactérias viaveis apds a incubacdo com metronidazol por
uma hora dos grupos adrenalina, noradrenalina, cortisol e
seus respectivos controles nao tratados

- Razdo de expressdo génica em relacdo ao grupo controle
para os grupos adrenalina, noradrenalina e cortisol. Valores
referentes ao niumero de vezes que o gene foi expresso em
relacdo ao grupo controle (controle - expressao igual a 1)

57

59



SUMARIO

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCA PERIODONTAL E A PREVALENCIA DE P.
GINGIVALIS NA PERIODONTITE CRONICA
2.2 P. GINGIVALIS, SUAS CARACTERISTICAS E SEU PAPEL NO
DESENVOLVIMENTO DA DOENGA PERIODONTAL
2.3 A RELACAO DO ESTRESSE COMO FATOR DE RISCO PARA O
DESENVOLVIMENTO DAS PERIODONTITES
2.4 AS CATECOLAMINAS E A RELAGAO COM OS MICRO-
ORGANISMOS

3 PROPOSICAO
3.1 OBJETIVOS GERAIS
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SUBSTANCIAS UTILIZADAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS
4.2 AMOSTRA BACTERIANA E CONDICOES DE CULTIVO
4.3 PADRONIZACAO E PREPARO DA SUSPENSAO BACTERIANA
4.4 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P. GINGIVALIS W83 NA
PRESENCA DE ADRENALINA, NORADRENALINA E CORTISOL
4.4.1 Ensaios de sensibilidade de P. gingivalis W83 exposta as
substancias teste no tempo inicial de crescimento
4.4.2 Ensaios de sensibilidade de P. gingivalis W83 exposta as
substancias teste na fase logaritmica de crescimento
4.5 ENSAIO DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AO
METRONIDAZOL
4.6 EXTRACAO DE RNA E PCR EM TEMPO REAL
4.7 ANALISE ESTATISTICA

5 RESULTADOS
5.1 CRESCIMENTO DE P. GINGIVALIS NOS MEIOS TSB E SAPI
5.2 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P. GINGIVALIS W83
EXPOSTA AS SUBSTANCIAS TESTE NO TEMPO INICIAL DE
CRESCIMENTO
5.3 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P. GINGIVALIS W83
EXPOSTA AS SUBSTANCIAS TESTE NA FASE LOGARITMICA DE
CRESCIMENTO
5.4 ENSAIO DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AO
METRONIDAZOL NA PRESENGCA DE ADRENALINA,
NORADRENALINA E CORTISOL

14
18
18

22

25

30

38

38
38
39
39
39
40
42

42
43
44
46

48
50

50
52

54



5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA
6 DISCUSSAO
7 CONCLUSAO
REFERENCIAS

58
63

71
72



14

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As doengas periodontais sdo manifestagcdes complexas e multifatoriais
caracterizadas por lesdes inflamatérias mediadas por interagcées entre hospedeiro e
micro-organismos, levando a destruicdo dos tecidos periodontais (Loe et al., 1965;
Van Dyke & Van Winkelhoff, 2013). Porphyromonas gingivalis, um bacilo anaerobio
gram negativo relacionado a etiologia das periodontites, € um patégeno que reside
principalmente no biofilme subgengival (Yilmaz et al., 2004). Essa bactéria apresenta
varios fatores de viruléncia como proteases, fimbrias, lipopolissacarideos e adesinas
que estdo envolvidas na destruicdo dos tecidos periodontais e na estimulagado da
resposta imune e inflamatéria do hospedeiro (Imamura, 2003; Bostanci &
Belibasakis, 2012).

Apesar de a presenga bacteriana ser importante para o desenvolvimento
das periodontites, esse fator isolado parece nao ser capaz de promover o
desenvolvimento da doencga. Indicadores de risco como o fumo, presenca de
diabetes mellitus, entre outros, associados a presenca de alguns patdégenos
especificos, sdo capazes de modificar a progressao das periodontites (Peruzzo et
al., 2008). Outros fatores como estresse, depressédo e ansiedade, apesar de nao
serem identificados como fatores de risco absoluto para as doencas periodontais,
vém sendo apontados como fatores que podem contribuir para o agravamento da
condicao periodontal em pacientes com periodontite (Vettore et al., 2003, 2005; Ng &

Leung, 2006; Ishisaka et al., 2007, 2008; Peruzzo et al., 2008; Akcali et al., 2013).



Introdugé&o e Justificativa 15

Tem sido reportado que as catecolaminas, cuja liberagdo estda aumentada
durante respostas ao estresse (Cryer, 1980), tém efeitos no desenvolvimento de
doencgas infecciosas e no crescimento e expressdo de viruléncia de alguns
patogenos (Lyte, 1993; Nakano et al., 2007; Karavolos et al., 2008; Freestone et al.,
2008). Ainda, alguns estudos tém mostrado uma relagdo entre o aumento de
glicocorticdéides e catecolaminas sobre a supressdo da resposta imune em
individuos expostos a uma variedade de condicbes potencialmente estressantes
(Black, 1994; Taylor et al., 1997; Sonnenfeld, 1998).

Numa tentativa de compreender a interacdo das doencas infecciosas e as
substancias relacionadas ao estresse, estudos tem focado nos efeitos diretos da
adrenalina e noradrenalina no crescimento e patogenicidade dos micro-organismos.
Tém sido demonstrados que micro-organismos patogénicos como Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni e espécies de Vibrio apresentam aumento do crescimento e
viabilidade na presenga das catecolaminas (Lyte & Ernst, 1992; Lyte, 1993;
O’Donnell et al., 2006; Nakano et al., 2007; Cogan et al., 2007). As catecolaminas ja
foram relacionadas também ao aumento da viruléncia bacteriana, promovendo um
aumento da motilidade e capacidade de invaséo celular (Cogan et al., 2007) e
aumentando a expressao de fatores de viruléncia, estresse oxidativo e fatores
relacionadas a aquisigao de ferro (Dowd, 2007; Karavolos et al., 2008).

Estes estudos fornecem fortes evidéncias que horménios liberados
durante o estresse possam ter agdes diretas sobre bactérias, tanto na etiologia como
na patogenicidade de doengas infecciosas. Porém pouco se sabe sobre os efeitos

destas substancias sobre o crescimento de patégenos periodontais (Roberts et al.,
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2002). Estudo realizado por Roberts et al. (2002), investigaram os efeitos das
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) em 43 patogenos subgengivais in vitro,
demostraram que as catecolaminas podem ter influéncia no crescimento de forma
especie-dependente, aumentando ou reduzindo o desenvolvimento bacteriano.
Nesse trabalho, a espécie P. gingivalis apresentou uma redugdo do crescimento
quando exposta as catecolaminas. Dados na literatura cientifica sobre os efeitos dos
horménios relacionados ao estresse nessa bactéria ainda sdo escassos e
conflitantes.

Existem relatos na literatura de que as catecolaminas e o cortisol ndo séo
capazes de alterar a viabilidade de suas células plancténicas e nem do seu biofilme
(Belay et al., 2003). Em contraste, outros achados mostram que a noradrenalina
pode causar leve reducdo do crescimento de P. gingivalis (Roberts et al., 2002,
2005; Saito et al., 2011) e que o cortisol poderia promover um estimulo do
crescimento nessa bactéria (Akcali et al., 2013). Recentemente foi mostrado que a
noradrenalina pode causar aumento da viruléncia de P. gingivalis através do
aumento da produgdo da gingipaina RgpB, uma importante protease dessa bactéria
relacionada a sua agao de destruicao do tecido periodontal e da sua capacidade de
invasao celular (Saito et al., 2011).

Considerando esses fatos, € possivel que haja um efeito sinérgico dos
hormonios relacionados ao estresse sobre a resposta do hospedeiro e sobre a
viruléncia bacteriana. Dessa forma, se faz necessario pesquisar as possiveis
alteracbes que as catecolaminas e o cortisol podem causar sobre o padrdo de
crescimento e viruléncia de P gingivalis. Esse estudo contribuira para o

entendimento futuro da relagcédo entre as patologias periodontais e o estresse, além
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de poder elucidar possiveis mecanismos de adaptacéo de P gingivalis na presenga

das catecolaminas e do cortisol.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL E A PREVALENCIA DE P GINGIVALIS NA

PERIODONTITE CRONICA

A doenca periodontal € uma doenga multifatorial, caracterizada como uma
inflamacao dos tecidos de suporte dos dentes causada pelo acumulo do biofilme
dental, podendo levar a perda de inser¢ao conjuntiva, osso alveolar e de cemento
radicular (Brown et al., 1989; Lindhe, 2005). As primeiras manifestacbes do tecido
periodontal frente a presenga do biofilme dental sdo inflamatérias e imunoldgicas a
fim de proteger os tecidos gengivais da invasdao microbiana. Dependendo da
severidade da lesao tecidual causada pelas reagdes de defesa do hospedeiro, pode-
se observar a gengivite (restrito ao tecido gengival) e a periodontite (quando atinge
os tecidos de suporte), caracterizada por infiltragdo de leucdcitos, perda de tecido
conjuntivo, reabsorcdo de osso alveolar e formagao de bolsa periodontal (Lindhe,
2005).

Segundo a Academia Americana de Periodontologia (1999), as doengas
que envolvem a gengiva e o periodonto sdo classificadas, resumidamente, em
doencas gengivais, periodontite cronica e periodontite agressiva. Na periodontite
crOnica predominam bactérias gram-negativas e anaerobias. Entre os micro-
organismos conhecidos como patdgenos periodontais estda a espécie
Porphyromonas gingivalis, que € um bacilo gram-negativo ndo fermentador de

carboidratos, anaerdbio estrito e que utiliza ferro na forma de hemina para promover



Revisao de Literatura 19

seu crescimento (Lamont & Jenkinson, 1998; Yang et al., 2004; Bostanci &
Belibasakis, 2012).

Estudos realizados por Beck et al. (1992) avaliaram a prevaléncia de
patdogenos periodontais em 366 individuos negros e 297 caucasianos idosos
residentes em cinco municipios da Carolina do Norte. Amostras de fluido
subgengival foram coletadas dos quatro primeiros molares de cada individuo com
cones papel absorvente. Foi observado uma maior prevaléncia de P. gingivalis em
individuos com periodontite crénica com perda de inser¢ao maior de 6mm em ambos
0S grupos étnicos.

Griffen et al. (1998) compararam a prevaléncia de P. gingivalis em um
grupo de individuos com periodontite crénica e um grupo de individuos saudaveis. A
deteccdo dos patogenos foi realizada com PCR convencional. P. gingivalis foi
detectada em apenas 25% (46 de 181) dos individuos saudaveis, sendo detectada
em 79% (103 de 130) dos individuos com periodontite crénica (p<0,0001). Os
resultados mostraram que os individuos com periodontite cronica apresentaram uma
maior prevaléncia de P. gingivalis, pois a mesma apresentou-se 11,2 vezes maior do
que no grupo saudavel. Os dados confirmaram a hipotese que a P. gingivalis esta
intimamente relacionada a patogenicidade da doenga periodontal uma vez que esta
foi encontrada mais habitualmente em individuos com periodontite e raramente em
individuos saudaveis.

Yano-Higuchi et al. (2000) estudaram a prevaléncia dos patdégenos:
Tannerella forsythia, P. gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans em
amostras de biofilme subgengival de 21 individuos adultos com periodontite crénica,

oito individuos com periodontite agressiva e 15 individuos saudaveis, no Japao. Em
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relacdo a P. gingivalis, a prevaléncia dessa bactéria foi de 0% no grupo saudavel, de
18,8% em individuos com periodontite crénica e em 16,2% em individuos com
periodontite agressiva. O estudo concluiu, que a proporcao de T. forsythia e P.
gingivalis encontradas estavam significativamente correlacionados com os
parametros clinicos, sugerindo que T. forsythia e P. gingivalis estao intimamente
relacionados com doenca periodontal na populagéo japonesa.

Van Winkelhoff et al. (2002) compararam a prevaléncia e as proporgdes
de bactérias periodontais em pacientes com periodontite e pacientes saudaveis com
ou sem gengivite. O estudo foi realizado com 116 pacientes com diagndstico de
periodontite moderada a severa, com média de idade de 42,4 anos, e mais 94
pacientes sem diagnodstico de periodontite, com média de idade de 40,4 anos. A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia, T. forsythia,
Fusobacterium nucleatum e Parvimonas micra foram significativamente mais
prevalentes nos pacientes com periodontite do que nos controles. As maiores
proporcoes foram de P. gingivalis e T. forsythia - 12,3 e 10,4%, respectivamente. Os
autores concluiram que A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia, F. nucleatum e P. micra sdo todos os marcadores significativos para
doenca periodontal em individuos adultos e P. gingivalis e T. forsythia sdo os mais
fortes marcadores para esta doenca.

Querido et al. (2004) realizaram a quantificagdo de patdgenos
periodontais em 35 individuos com periodontite, sendo 16 do género feminino
(45,8%) e 19 do género masculino (54,3%), de 26 a 60 anos de idade (40,7+9,1).
Amostras de fluidos gengivais foram coletadas de bolsas periodontais profundas

antes e apos tratamento. Cento e quarenta sitios selecionados foram submetidos
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aos procedimentos de raspagem e alisamento radicular. A presenca de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, C. rectus, E.
corrodens, F. nucleatum subsp. nucleatum e F. nucleatum subsp. vincentii foram
avaliados previamente a terapia e apos 120 dias do tratamento. Os resultados
mostraram que A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e
F. nucleatum subsp. vincentii apresentaram reducdo estatisticamente significativa
apos a terapia de raspagem periodontal.

Wara-aswapati et al. (2009) investigaram as caracteristicas
microbiolégicas da periodontite crénica em 20 individuos saudaveis, 20 individuos
com periodontite crénica leve, e 20 individuos com periodontite moderada a severa
na Tailandia. Amostras de placa subgengival foram coletadas e examinadas pela
técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR) a fim de identificar P. gingivalis, T.
forsythia, Treponema denticola e A. actinomycetemcomitans. Os resultados
mostraram que individuos com periodontite moderada e severa, apresentaram uma
alta prevaléncia de P. gingivalis (95%), T. forsythia (95%), T. denticola (80%). O
estudo concluiu que a presenca de patdogenos periodontais como a P. gingivalis esta
intimamente associada com a gravidade da doencga periodontal, principalmente com

as formas cronicas da doenca.



Revisao de Literatura 22

2.2 P GINGIVALIS, SUAS CARACTERISTICAS E SEU PAPEL NO

DESENVOLVIMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

P. gingivalis, uma bactéria gram-negativa anaerobia estrita, pigmentada de
preto, € um dos principais agentes etioldgicos no desenvolvimento e progressao da
periodontite crénica (Goulbourne & Ellen, 1991; Beck et al., 1992; Lamont et al.,
1992; Yao et al, 1996; Bostanci & Belibasakis, 2012). Nao fermentador de
carboidratos, esse micro-organismo utiliza ferro na forma de hemina para promover
0 seu crescimento (Lamont & Jenkinson, 1998).

No biofilme subgengival, P. gingivalis atua como um colonizador tardio, um
processo facilitado por outras espécies de micro-organismos que colonizam
primariamente o biofilme, provendo um ambiente mais adequado para a adesao,
suprindo com substratos para o crescimento e reduzindo a tensdo de oxigénio para
valores adequados para o crescimento de P. gingivalis.

Entre os micro-organismos em que P. gingivalis se adere estdo os
colonizadores primarios como o0s estreptococos orais (Lamont et al.,, 1992),
Actinomyces naeslundii (Goulbourne & Ellen, 1991) e os colonizadores tardios como
F. nucleatum (Kinder & Holt, 1989), T. denticola (Grenier, 1992) e T. forsythia (Yao et
al., 1996). P. gingivalis tem sido extensivamente estudada, inclusive o genoma de
uma cepa, a W83, ja foi completamente sequenciado (Nelson et al., 2003). P.
gingivalis pode aparecer em superficies da cavidade oral como a mucosa oral, a
lingua, o palato, o esmalte, a placa dentaria supragengival e estad presente

preferencialmente na regido subgengival (Guentsch et al., 2009).
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Essa bactéria produz uma ampla gama de fatores de viruléncia podendo
estar envolvidos na colonizacdo de tecidos e destruicdo, bem como na na redugao
da resposta de defesa do hospedeiro (Holt et al., 1999). P. gingivalis esta em contato
estreito com o epitélio em bolsas periodontais in vivo (Noiri et al., 1997), podendo
invadir varias linhagens de células, incluindo células epiteliais (Sandros et al., 1994),
células endoteliais (Rudney et al., 2001) e fibroblastos (Amornchat et al., 2003).

P. gingivalis adere e invade as células gengivais, resultando no
desequilibrio da homeostase do tecido e da integridade estrutural e funcional das
células epiteliais da gengiva, podendo contribuir para a persisténcia bacteriana e a
progressao das manifestagées cronicas da doenga periodontal (Quirynen et al.,
2001). Essa invaséo as células epiteliais € considerada como um fator essencial
para a colonizagao das bolsas periodontais e para o inicio, progressao e severidade
da periodontite (Pathirana et al., 2007). Apés a invasdo, esses micro-organismos
mantém sua viabilidade celular, expandindo a colonizagdo em outras células
epiteliais, 0 que permite sua sobrevivéncia na cavidade oral (Xia et al., 2007). Além
de se manter viavel no interior das células epiteliais, P. gingivalis modula a resposta
inflamatdria dessas células, com um aumento da produgao de citocinas inflamatérias
como a IL-8, IL-1, IL-6 e TNFa, o que pode contribuir para a manutencdo de uma
infeccao crénica (Eick et al., 2006).

P. gingivalis pode aderir a uma variedade de componentes de superficie
que reveste a cavidade oral, sendo essa a adesao mediada por componentes
bacterianos como as fimbrias, hemaglutininas e proteinases (Okuda, 1993), entre
elas a gingipaina arginina especifica (gingipaina A e B [RgpA e RgpB,

respectivamente]) e gingipaina cisteina especifica (Lys-gingipain [KGP]) (Sheets et
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al., 2005). Esses fatores de adesdo sédo capazes de se ligar especificamente a
componentes que revestem a cavidade bucal, tais como proteinas salivares,
bactérias comensais, varios tipos de matrizes extracelulares, e células do
hospedeiro, incluindo fibroblastos gengivais, células epiteliais e células endoteliais
(Papapanou et al., 1994; Sandros et al., 1994; Dorn et al., 2000; Lamont & Yilmaz,
2001; Yilmaz et al., 2004; Bostanci & Belibasakis, 2012). Essas habilidades adesivas
sdo consideradas como um trago patogénico que causa grande destruigdo
periodontal.

As gingipainas sao as proteases produzidas por P. gingivalis, as mais
estudadas e melhor caracterizadas (Fitzpatrick et al., 2009). As gingipainas s&o
especificadas como gingipaina K e gingipaina R e sao capazes de hidrolisar ligagdes
peptidicas de Lis-Xaa ou Arg-Xaa, respectivamente (Potempa et al., 1995). Entre as
gingipainas R, estdo a HRgpA e a RgpB, produtos de dois genes distintos porém
relacionados, os genes rgpA e rgpB. A gingipaina K, ou Kgp, € um produto especifico
do gene kgp (Imamura, 2003). As gingipainas RgpA e RgpB, estdo envolvidas na
adesdo as células epiteliais, através de ligagcdo aos receptores celulares pelos
dominios cataliticos dessas proteinases (Chen & Duncan, 2004). Por causa de sua
atividade proteolitica, as gingipainas sédo capazes de degradar proteinas do
hospedeiro, como o colageno, fibronectina, imunoglobulina G e TNF-a (Potempa et
al., 2000; Guo et al., 2010).

Uma vez estabelecido na cavidade oral, esse micro-organismo deve
adquirir nutrientes para o crescimento e neutralizar as defesas do hospedeiro para
iniciar um processo de infecgdo. Sendo assim, as gingipainas sdo os principais

fatores de viruléncia de P. gingivalis porque sdo essenciais em todas as etapas da
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infecgdo: adesdo e colonizagdo, nutricdo e aquisicdo, a evasdo de defesas do
hospedeiro e invaséo tecidual (Grenier & La, 2011; Bostanci & Belibasakis, 2012).
Dessa forma, as proteases de P. gingivalis participam na patogénese da periodontite
de diferentes formas: na aquisicdo de peptideos, aminoacidos e de ferro, que
auxiliam no crescimento bacteriano, funcionando como receptores de exposicao e
contribuindo com a adesdo por meio das fimbrias; na degradacdo de
imunoglobulinas, de proteinas do complemento e clivagem de receptores de
macrofagos, neutralizando as defesas do hospedeiro; na degradagéo ou indugao de
citocinas e degradacéao de receptores de células superficiais, modulando a resposta
inflamatoria do hospedeiro; na degradagédo de proteinas de tecido, estimulacédo de
metaloproteinases, inativacdo de inibidores de protease, responsaveis pela

destruicdo tecidual (Grenier & La, 2011).

23 A RELACAO DO ESTRESSE COMO FATOR DE RISCO PARA O

DESENVOLVIMENTO DAS PERIODONTITES

Os patdégenos por si s6 ndo sdo capazes de desenvolver todo o processo
patolégico envolvido na periodontite. S&o varios os fatores considerados de risco
para instalagdo das doencgas periodontais, entre eles o tabagismo (McGuire & Nunn,
1996), o diabetes mellitus (Papapanou & Lindhe, 1999; Van Dyke & Van Winkelhoff,
2013) e a associagao de alguns tipos de micro-organismos especificos os quais
podem interferir na condicdo periodontal, favorecendo o desenvolvimento das

periodontites (Peruzzo et al., 2008). Partos pré-maturos (Offenbacher et al., 1998),



Revisao de Literatura 26

artrite reumatoide (Mercado et al., 2003; Pischon et al., 2008; Linden et al., 2013),
infecgdes respiratdrias (Scannapieco & Genco, 1999; Linden et al., 2013), obesidade
(Saito et al.,, 2008; Sarlatti et al., 2008; Linden et al., 2013), doengas
cardiovasculares (Tonetti et al., 2013), também tém sido associadas as doengas
periodontais. Outros fatores como estresse, ansiedade, depressado apesar de nao
serem considerados fatores de risco absoluto podem interferir na condicéo
periodontal em individuos com periodontites .O estresse tem sido mencionado como
possivel fator participante na patogénese da doenga periodontal (Genco et al., 1999;
Vettore et al., 2003; Johannsen et al., 2005; Ng & Leung, 2006; Peruzzo et al., 2008;
Akcali et al., 2013).

Genco et al. (1999) observaram a associagdo de estresse, angustia e
depressao e parametros clinicos periodontais através de um estudo transversal em
1.426 individuos de 25 a 74 anos. Os individuos da pesquisa responderam a cinco
questionarios psicossociais onde foram mensuradas situacdes de estresse crénico
psicossocial. Os parametros clinicos periodontais avaliados foram: presenca de
placa bacteriana supragengival, sangramento gengival, presenga de calculo
subgengival, profundidade de sondagem, nivel de insergédo clinica periodontal, e
radiografias periapicais. Os resultados mostraram que individuos com estresse
psicossociais associados com a tensdo financeira, angustia, e depresséo,
apresentaram uma maior predisposicao para desenvolver doenga periodontal, pois
apresentaram uma maior perda de insercao clinica periodontal e perda dssea
alveolar do aqueles considerados com baixos niveis de estresse psicossocial,
podendo desta forma sugerir que o estresse crénico possa ser um indicador de risco

para doenca periodontal.
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Vettore et al. (2003) investigaram a relac&o entre o estresse, ansiedade e
periodontite crénica em setenta e nove pacientes (idade média de 46,8 +/- 8 anos)
divididos em trés grupos de acordo com niveis de profundidade a sondagem (PS):
grupo controle (PS< ou = 3mm, n=22), grupo de teste 1 (pelo menos quatro sitios
com PS> ou = 4mm e <6mm, n=27) e grupo de teste 2 (pelo menos quatro sitios
com PS mm> 6, n=30). A mensuragao do estresse se deu por meio de questionarios.
Os parémetros periodontais foram avaliados pelo indice gengival, profundidade de
sondagem e nivel de insergdo clinica. Os autores concluiram que o estresse pode
estar associado ao agravamento de sinais clinicos da doencga periodontal como
profundidade de sondagem moderada e perda de insergdo clinica, além da redugao
da resposta do paciente aos tratamentos periodontais n&o cirurgicos.

Johansen et al. (2006) investigaram a condi¢ao periodontal, comparando
com a condigdo de saude bucal, marcadores pro-inflamatoérios e cortisol no fluido
gengival e saliva em individuos com estresse emocional. Foram avaliados 43
individuos com estresse sendo o grupo teste do género feminino idade 42,0 (9,3
DP) anos, e 29 do grupo controle com média de idade 54,5 (£2,9) anos. Os
parametros periodontais avaliados foram: avaliacdo de placa visivel, indice de
inflamacgao gengival (IG), sangramento a sondagem clinica (SS), profundidade de
sondagem (PS), e nivel de insercao clinica (NIC). Para avaliagcdo dos marcadores
pré-inflamatérios e cortisol, foram coletados fluidos subgengivais de quatro dentes
de cada individuo da pesquisa. Os resultados mostraram uma quantidade de placa
mais significativa no grupo teste, comparados aos controles (p<0,003). Os individuos
com doenga apresentaram uma média de IG 1,53 (x0,13) em comparagédo com 0,89

(£0,10) para os individuos saudaveis (p<0,001). Os autores do estudo sugeriram que
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o estresse pode interferir na resposta imunoldgica do individuo favorecendo o
agravamento das doencgas periodontais, podendo estar relacionadas ao alto indice
de cortisol encontrado na saliva de mulheres com estresse emocional.

Ng & Leung (2006) avaliaram a relacdo entre a doenga periodontal e
estresse psicossocial em um estudo transversal em 1000 individuos entre 25-64
anos, onde os participantes da pesquisa responderam a questionarios pré-
estruturados para a mensuracdo do estresse. Os parametros periodontais foram
realizados pelo nivel de insergao clinica periodontal. Os autores observaram que os
individuos com depressdo, ansiedade e estresse, apresentaram uma maior
incidéncia de perda de insergao clinica periodontal, sugerindo que o estresse pode
ser considerado um significativo indicador de risco para o aumento da severidade
das doencas periodontais.

Peruzzo et al. (2007) observaram em uma revisédo da literatura que 57.1%
dos estudos encontraram uma relagao positiva entre estresse/fatores psicossociais e
doenca periodontal; 28.5% dos estudos relataram uma relagao positiva relacionadas
apenas a alguns fatores psicossociais; enquanto, que apenas 14,2% dos estudos
nao encontraram qualquer relacdo entre o estresse e o desenvolvimento e
severidade das periodontites.

Ainda, Peruzzo et al. (2008), em um estudo conduzido em ratos,
observaram que o estresse crénico pode afetar, de forma significativa, a perda éssea
em sitios com doenga periodontal. A inflamagao produzida pela ligadura associada a
condicdo de estresse, elevou os niveis de catecolaminas, que por sua vez,
aumentou significantemente os niveis de RNAm de IL-1beta, IL-10, IFN-y e RANKL.

Dessa forma, o estresse foi apontado como um importante fator na etiologia e
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manutencdo da doenga periodontal, indicando que o estresse pode modular a
destruicdo dssea.

Akcali et al. (2013) realizaram um levantamento da literatura sobre
marcadores biolégicos do estresse e a relagcdo com as doengas periodontais. Os
autores afirmaram que, durante o estresse o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal é
ativado durante estimulos estressores de origem psicoldgica, comportamental ou
fisiologica. Como consequéncia desse estimulo, algumas substancias como
adrenalina, noradrenalina, cortisol, alfa amilase salivar, cromogranina A e
neuropeptidios podem ser liberados nos fluidos corporais, entre eles, a saliva. Varios
desses marcadores de estresse sdo encontrados no sangue e na saliva em
pacientes com doengas periodontais e podem influenciar de forma negativa o
desenvolvimento da doenga periodontal por diferentes mecanismos, incluindo
modificagdes da resposta inflamatéria e as alteracbes na composicdo dos biofiimes
microbianos orais.

Semenoff et al. (2013) investigaram o efeito do estresse cronico em ratos
com periodontite induzida por ligadura. Apés o nascimento, os filhotes foram
alocados em dois grupos. Vinte e quatro ratos recém-nascidos permaneceram com
suas maes por 20 dias e outros 24 ratos foram afastados de suas maes todos os
dias durante quatro horas durante a amamentagao por 20 dias (grupo submetido ao
estresse). Apos esse periodo, quando os ratos atingiram por volta de 2509, todos os
animais receberam ligaduras nos segundos molares maxilares (grupo LG- ligadura e
grupo SLG - ligadura e estresse). Apds 15 dias, os animais foram submetidos a
eutanasia e os maxilares foram removidos. As radiografias foram tiradas e reveladas

e foram utilizados para a analise de destruicdo 6ssea. Os resultados revelaram que
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o0 grupo SLG apresentou maior perda 6ssea em relagdo ao grupo LG (p<0,05). A
exposicao ao estresse crénico imposta aos descendentes produziram uma maior
progressao da perda éssea induzida durante a idade adulta.

Os mecanismos pelos quais o estresse influencia na progressdo das
doencas inflamatorias e infecciosas ainda nao foram totalmente esclarecidos. Apesar
de grande parte das pesquisas estudarem a interacdo entre modulagéo
neuroenddcrina e reposta do hospedeiro (Cohen & Williamson, 1991; Peruzzo et al.,
2008; Hironaka et al., 2008), alguns estudos tém reconhecido que micro-organismos
potencialmente patogénicos podem ser influenciados de alguma forma por
substancias neuroenddécrinas (Lyte, 1993; Roberts et al., 2005; O’Donnell et al.,

2006; Karavolos et al., 2008).

2.4 AS CATECOLAMINAS E A RELACAO COM OS MICRO-ORGANISMOS

O estresse psicologico e fisico pode ativar o sistema hipotalamo-hipdfise-
adrenal, provocando a liberacdo de altos niveis de hormdnios glicocorticéides e
catecolaminas na circulagao sanguinea (Yang & Glaser, 2002). Durante o estresse, a
liberagao de catecolaminas pode aumentar em até 10 vezes (Cryer, 1980).

As catecolaminas sao liberadas pelo sistema nervoso periférico e a
medula supra-renal, atuando na regulacéo de grande parte das fungdes fisiologicas,
principalmente na integracdo das respostas a uma diversidade de fatores
estressantes que comprometem o0s mecanismos homeostaticos. Dentre as

catecolaminas podemos destacar duas: adrenalina e noradrenalina. A epinefrina ou
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adrenalina € o principal hormdnio secretado pela medula supra-renal nos mamiferos,
sendo um potente estimulador dos receptores a e B-adrenérgicos, possuindo efeitos
extremamente complexos sobre os seus o6rgdos-alvo. Ja a norepinefrina ou
noradrenalina é o principal neurotransmissor liberado pelos nervos adrenérgicos
pos-ganglionares dos mamiferos (Googman & Gilman, 2005). Tem sido reportado
que essas substancias, cuja liberacdo aumenta durante respostas ao estresse, tém
profundos efeitos no desenvolvimento de doencas infecciosas e no crescimento e
expressao de viruléncia de alguns patdégenos. O estresse pode além da liberagéo
das catecolaminas, estimular a liberac&o de glicocorticoides, dentre estes o cortisol &
0 mais representativo. O cortisol tem um importante papel na defesa imunolégica do
organismo, agindo como um anti-inflamatério e imunossupressor (Marques &
Sternberg, 2004).

Diversos estudos ja demonstraram a relagdo existente entre a
microbiologia e a neurofisiologia, principalmente em relagdo aos efeitos do estresse
no aparecimento de infecgbes (Freestone et al., 2008; Sarlatti et al., 2008). Em
estudo desenvolvido por Benedict & Grahame-Smith (1978) foi observado que
pacientes que desenvolveram septicemia pds-operatoria apresentaram niveis mais
elevados de catecolaminas plasmaticas do que pacientes nao infectados.

Durante a infeccdo, as bactérias podem responder ativamente aos
horménios de mamiferos, que se elevam de forma significativa apds o estresse
(Freestone et al.,, 2008), cuja resposta fornece uma ponte importante entre as
doencas infecciosas e stress, e induz ao conceito de "endocrinologia microbiana"
(Lyte, 1993, 2004; Everest, 2007). As catecolaminas dopamina, adrenalina e

noradrenalina, os quais sao todos derivados de tirosina, estdo amplamente
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distribuidos em tecidos animais, como horménios e neurotransmissores relacionados
ao estresse. Durante o estresse, o sistema hipotalamo provoca uma rapida
libertacdo de adrenalina no plasma a partir da medula supra-renal. A noradrenalina é
libertada localmente a partir de terminacbes nervosas simpaticas periféricas, e
também esta presente na corrente sanguinea.

Descobriu-se que os fagécitos (incluindo neutroéfilos, macréfagos e células
polimorfonucleares de sangue) sintetizam e liberam catecolaminas (Flierl et al.,
2007). Estudos de Endocrinologia microbiana tém revelado que as catecolaminas
nao s6 desempenham um papel essencial em estresse e respostas imunes, mas
também desencadeiam respostas do patdogeno. Um dos efeitos das catecolaminas
em bactérias € o de estimular o crescimento, facilitando a remocéo do ferro a partir
de proteinas bacterianas hospedeiras de ligagao de ferro (Freestone et al., 2000;
Burton et al., 2002; Anderson & Armstrong, 2008).

Ainda, associacao entre altas concentracdes de noradrenalina e elevado
crescimento de Escherichia coli foram observados em intestino de animais apoés
sofrerem experiéncia traumatica (Jones et al., 1988; Lyte & Bailey, 1997).

Com o intuito de entender a relacdo entre as doencgas infecciosas e o
estresse, estudos tém-se centrado sobre os efeitos diretos das catecolaminas na
patogenicidade e crescimento bacteriano. Em relagdo ao crescimento bacteriano, a
noradrenalina e a adrenalina apresentam diferentes efeitos, geralmente de acordo
com a espécie em estudo. Ambas as catecolaminas podem induzir o crescimento de
micro-organismos entéricos como E. coli (Lyte & Ernst, 1992; Lyte, 1993) e
Campylobacter jejuni (Cogan et al., 2007) e de bactérias orais como A. naeslundii,

Actinomyces gerenscseriae, Eikenella corrodens e Campylobacter gracilis (Roberts



Revisao de Literatura 33

et al., 2002). Ja a noradrelinalina pode induzir o crescimento dos micro-organismos
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Shigella
sonnei e Staphylococcus aureus (O’Donnell et al., 2006).

As catecolaminas, ao invés de estimular, podem também diminuir o
crescimento  bacteriano. Os  micro-organismos orais, A. israelii, A.
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga Ochracea, F. nucleatum e Veillonella
parvula, tiveram seu crescimento reduzido tanto na presenga da adrenalina como na
da noradrenalina. Ja o micro-organismo C. gracilis apresentou aumento no
crescimento na presenca da noradrenalina e redugao na preseng¢a da adrenalina
(Roberts et al., 2005). Enquanto que micro-organismos entéricos como Enterobacter
sp., Salmonella choleraesuis subsp choleraesuis serotype Typhi, Shigella boydii e
Shigella sonnei nao tiveram seu crescimento afetado na presenca de catecolaminas
(Belay et al., 2003).

Esta bem estabelecido que o crescimento e colonizagdo de P. gingivalis
nos tecidos orais sdo dependentes de sua capacidade de obtengéo de ferro (Roper
et al., 2000; Nelson et al., 2003; Olczk et al., 2005) e, portanto a substancia hemina
€ uma fonte importante do grupo heme e de ferro para o crescimento in vitro. A
vitamina K (menadiona) € um importante fator de crescimento bacteriano cujo papel
celular ainda néao foi totalmente elucidado (Hojo et al., 2007). Alguns estudos tém
demonstrado que as catecolaminas sa&o capazes de estimular o crescimento
bacteriano e que esse parece estar associado a capacidade da noradrenalina e
adrenalina em facilitar a captacdo de ferro por diferentes espécies bacterianas
(O’Donnell et al., 2006; Nakano et al., 2007; Anderson & Armstrong, 2008). Um

estudo feito por Roberts et al. (2005) demonstrou que o efeito das catecolaminas,
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em 43 micro-organismos que compde o biofilme subgengival, esta envolvido com o
aumento pela captacao de ferro ou pela estimulacdo da producao de fatores auto-
indutores de crescimento.

Aléem de interferir no crescimento bacteriano, a adrenalina e a
noradrenalina podem produzir alteragdes na expressao génica e na viruléncia. A
noradrenalina pode afetar a transcricido génica do patdégeno entérico Salmonella
enterica serovar Typhimurium, induzindo a expressiao de genes relacionados ao
transporte de metais e também do gene oxyR, responsavel pela regulagédo da
resposta ao estresse oxidativo (Karavolos et al., 2008).

Essas catecolaminas também ja mostraram efeitos sobre a motilidade,
formacgao de biofilme, expressao génica e colonizagao de células HelLa por E. coli
(Bansal et al., 2007). Além disso, a noradrenalina € capaz de induzir genes
responsaveis pela expressao de toxinas (stx1, stx2) e de proteinas de aderéncia
bacteriana (eae) dessa mesma espécie bacteriana (Dowd, 2007). A motilidade e
capacidade de invasao as células epiteliais de C. jejuni também sdo aumentados na
presencga de noradrenalina (Lyte & Ernst, 1992).

Dessa forma, esses estudos mostram que essas substancias podem
causar alteragdes significantes no desenvolvimento, colonizagdo e potencial
patogénico bacteriano. Embora o estresse tenha sido sugerido como um importante
fator no desenvolvimento das manifestagcbes periodontais em individuos com
periodontite (Cohen & Williamson, 1991; Hilgert et al., 2006; Ng & Leung, 2006;
Ishisaka et al., 2007, 2008; Peruzzo et al., 2008; Akcali & Huck, 2013), poucos

estudos se voltaram para os efeitos e mecanismos dos horménios do estresse sobre
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as doengas periodontais, em especial sobre a acdo desses nos patdégenos
periodontais.

Em relagcdo a P gingivalis, existem relatos na literatura de que as
catecolaminas n&o sao capazes de alterar a viabilidade de suas células plancténicas
e nem do seu biofilme, como verificado por Belay et al. (2003) e Jentsch et al.
(2013). Em contraste, outros achados mostram que a noradrenalina pode causar
reducao leve do crescimento de P. gingivalis (Roberts et al., 2002, 2005; Saito et al.,
2011). Além disso, o cortisol foi apontado como um horménio que causa estimulagao
do crescimento de P. gingivalis, sem ser metabolizado por essa bactéria (Akcali et
al., 2013).

Roberts et al. (2002) observaram em um estudo sobre o crescimento em
43 patdégenos, mostrando uma ampla variagdo na respostas ao crescimento na
presenca de noradrenalina ou adrenalina. Das bactérias orais estudadas, cerca de
metade das espécies mostrou significativa melhoria do crescimento ou inibicdo na
presenca das catecolaminas, indicando que hormdnios liberados durante a resposta
ao estresse podem modular diretamente o crescimento e a composigao do biofilme
subgengival. Os resultados indicaram que os niveis de catecolaminas pode provocar
uma mudanga no equilibrio das espécies subgengivais, podendo influenciar o seu
crescimento e na expressao de viruléncia. Em outro estudo por esses autores, foi
demonstrado que os efeitos das catecolaminas podem estar relacionados ao
aumento da captacdo de ferro ou pela estimulagdo da producido de fatores auto-
indutores de crescimento (Roberts et al., 2005). Foi demonstrado que P. gingivalis e
T. forsythia, ambas importantes no processo de desenvolvimento e instalagdo da

doenca periodontal, podem ter seu crescimento levemente reduzido na presenca de
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noradrenalina (Roberts et al., 2002, 2005). Como proposto por esses mesmos
autores, o fato de que as catecolaminas possam afetar negativamente o crescimento
desses micro-organismos, ndo descarta a possibilidade das mesmas influenciarem
na expressao génica, inclusive aumentando a produgéo de seus fatores de viruléncia
(Roberts et al., 2005).

Recentemente um estudo realizado por Saito et al. (2011) foram avaliados
os efeitos da noradrenalina em cepas de P. gingivalis FDC 381, onde as mesmas
foram incubadas na presencga ou auséncia de noradrenalina em diferentes tempos
de incubagdo, sendo que posteriormente foi verificada a expressdo génica
relacionada a atividade proteolitica da bactéria, pelo ensaio de producdo de
gingipainas, pela técnica RT-PCR. Os resultados mostraram que a noradrenalina
aumentou a expressdo do gene RgpB, uma gingipaina que desempenha um
importante papel na viruléncia da P. gingivalis, sugerindo que noradrenalina pode
influenciar no desenvolvimento da P. gingivalis, tornando-a mais virulenta.

Jentsch et al. (2013) avaliaram os efeitos dos horménios do estresse
(catecolaminas: adrenalina, noradrenalina, dopamina e hidrocortisona: cortisol)
sobre o crescimento de quatro anaerdbio de espécies de bactérias anerdbias
relacionadas a periodontite (F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia e T. forsythia) e
uma espécie anaeroébio facultativo (Eikenella corrodens). O crescimento bacteriano
foi determinado por dois métodos diferentes: hibridizacao fluorescente in situ (FISH),
e a contagem de viaveis pelo método de cultura. Para simular o estresse, cada cepa
foi cultivada em um especial meio de crescimento com trés concentracdes diferentes
de cada hormdnio. Os resultados revelaram que as bactérias tiveram seu

crescimento aumentado, umas mais que outras, na presenga dos hormdnios do
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estresse. Diferentes horménios tém um diferente efeito sobre o crescimento de
bactérias periodontite relacionadas in vitro. No entato, P. gingivalis nao sofreu
nenhuma alteragdo no crescimento em nenhuma das concentragbes e hormdnios
testados.

Dessa forma, se faz necessario pesquisar as possiveis alteracdes que as
catecolaminas e o cortisol possam causar sobre o crescimento, sensibilidade aos
antimicrobianos e padrédo de transcricao de P. gingivalis, principalmente em relagao
aos genes responsaveis pela producado de fatores de viruléncia e pela reposta ao
estresse oxidativo. Esse estudo € uma forma de contribuir para o entendimento da
relagdo entre as patologias periodontais e estas substancias, além de poder elucidar
possiveis mecanismos de adaptagdo de P gingivalis na presenga das

catecolaminas.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVOS GERAIS
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da adrenalina,
noradrenalina e cortisol sobre o crescimento, viabilidade, susceptibilidade

antimicrobiana e viruléncia de Porphyromonas gingivalis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Verificar, por meio de testes de viabilidade bacteriana, possiveis
alterac¢des no crescimento de P. gingivalis na presencga de noradrenalina, adrenalina
e cortisol;

2- Verificar possiveis alteragbes na sensibilidade de P. gingivalis aos
antimicrobianos, por meio do teste de sensibilidade ao metronidazol;

3- Avaliar os efeitos das catecolaminas e do cortisol sobre a expressao de
genes do estresse oxidativo, metabolismo do ferro e genes de viruléncia de P.

gingivalis por meio da técnica de qRT-PCR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SUBSTANCIAS UTILIZADAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas para a avaliagdo de seus efeitos, as seguintes
substancias: adrenalina (bitartarato de (-)-adrenalina - Sigma Chemical Co - Poole,
UK), noradrenalina (bitartarato de (-)-arterenol - Sigma Co) e cortisol (hidrocortisona
- Sigma Co). As solugdes de adrenalina, noradrenalina e cortisol foram feitas
utilizando agua destilada como solvente e foram filtradas com a utilizagao de filtros
de poros de 0.22um. Os grupos experimentais testados foram: grupos adrenalina,
noradrenalina e cortisol (meio de cultura + bactéria + substancia teste), grupo
controle positivo (meio de cultura + bactéria), grupo controle negativo (meio de
cultura + substancia teste). A concentragao de adrenalina, noradrenalina e cortisol
utilizada nos experimentos foi de 100uM (Belay et al., 2003; Dowd, 2007; Karavolos

et al., 2008).

4.2. AMOSTRA BACTERIANA E CONDICOES DE CULTIVO

Para esse estudo foi utilizada a bactéria Porphyromonas gingivalis W83.
O crescimento e cultivo foram feitos sob condigdes anaerdbicas (10% CO2, 10% H;
e 80% N) utilizando uma camara de anaerobiose (MiniMacs Anaerobic Workstation,

Don Whitley Scientific, Shipley, UK) a 37°C. As culturas de P. gingivalis W83 foram
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preparadas com meio TSB (Difco) com Extrato de Levedura a 2% para a cultura em
tubos e para o cultivo em placas, em TSA (Difco) com 2% de Extrato de Levedura e
7% de sangue de carneiro desfibrinado, ambos acrescidos de 5ug/mL de hemina
(Sigma Co.) e 1uyg/mL de menadiona (Sigma Co.).

Para os experimentos foram utilizados dois tipos de meio de cultura:

1- Meio TSB - TSB (Difco) com Extrato de Levedura (Difco) a 2%, Sug/mL
de hemina e 1ug/mL de menadiona;

2- Meio SAPI - Meio minimo SAPI-soro (serum-SAPI minimal medium),
meio utilizado na tentativa de mimetizar as condicbes competitivas do meio ambiente
que a bactéria encontra no fluido gengival e na bolsa periodontal (Lyte 1992; Roberts
et al., 2002). O meio SAPI teve a seguinte composi¢ao: glicose 2,77mM; nitrato de
amonio 6,25mM; fosfato de potassio 1,84mM; cloreto de potassio 3,35mM; sulfato de
magneésio 1,01mM, ajustado para pH 7.5 e suplementado com 30% de soro bovino

adulto, adicionados ou néo de 5ug/mL de hemina e 1ug/mL de menadiona.

4.3 PADRONIZACAO E PREPARO DA SUSPENSAO BACTERIANA

Para a escolha do valor do inéculo, foi consultado um trabalho
semelhante ao presente estudo, onde também foi avaliado o crescimento de P.
gingivalis na presenga de catecolaminas (Roberts et al., 2002). Para a preparagao
do inéculo do presente trabalho foram utilizados tubos contendo 8mL de TSB com
extrato de levedura, hemina e menadiona e culturas bacterianas com dois dias de

crescimento em meio TSA com os suplementos mencionados anteriormente.
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Colbnias de bactéria das placas foram acrescidas ao tubo de indculo até
atingir o valor de 0,5 de absorbancia, em comprimento de onda de 660nm. Apds a
obtencdo do tubo de indculo inicial, foi feita uma diluigdo seriada do mesmo,
plagueamento em meio agar e incubagdo por cinco dias em anaerobiose.
Posteriormente, as placas foram retiradas da camara de anaerobiose e as unidades
formadoras de colbnias foram obtidas. Apés o calculo da média dos valores, foi
constatado que os tubos de 0,5 de absorbancia contém em torno de 8,0 x 10°
ufc/mL.

A fim de encontrar o volume de indculo a ser colocado nos tubos
experimentais, foram testados quatro volumes do inéculo inicial: 70uL, 100uL, 250uL
e 500uL. Os diferentes volumes de in6culo bacteriano foram adicionados aos tubos
contendo 6mL de meio de cultura TSB e SAPI. Os tubos foram incubados em
anaerobiose e submetidos a espectrofotometria (medidas de absorbancia, com
comprimento de onda igual a 660nm) apos 16, 20, 24, 28 e 40 horas para o meio
TSB e 16, 24, 30 e 48h para o meio SAPI.

A partir dos resultados obtidos foi adotado o volume de 100uL tanto para
os experimentos com meio SAPI, como para o meio TSB. Este volume de inéculo
onde foi observado o melhor crescimento sem haver excesso de bactéria para a
quantidade de meio de cultura no tubo. O perfil de crescimento utilizando o volume
de 100uL de in6culo de 0,5 de absorbancia esta apresentado na se¢ao Resultados

do presente trabalho.
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4.4 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P GINGIVALIS W83 NA PRESENCA DE

ADRENALINA, NORADRENALINA E CORTISOL.

Nessa primeira etapa da pesquisa objetivou-se a verificagdo dos efeitos
da adrenalina, da noradrenalina e do cortisol sobre o crescimento do micro-
organismo P, gingivalis W83.

Como a intencdo desse estudo era verificar o efeito dessas duas
catecolaminas e do corticosteroide sobre o crescimento, foram adotados os dois
cultivos mencionados no item 4.2, com o meio TSB e com o meio SAPI, analisando
assim o efeito dessas substancias sobre diferentes condigdes. Além disso, para

cada condicao foram realizados dois ensaios distintos como descritos a seguir:

4.4.1. Ensaios de sensibilidade de P. gingivalis W83 exposta as substancias teste no

tempo inicial de crescimento

Nessa etapa o micro-organismo pesquisado foi exposto a adrenalina, a
noradrenalina e ao cortisol a partir do momento da inoculagdo (tempo de
crescimento das culturas igual a zero, T=0), resultando em um contato com as
substancias testadas durante todo o periodo de crescimento. Para isso, as solugdes
foram preparadas e transferidas para tubos contendo os dois meios de cultura
testados, o meio TSB/extrato de levedura com hemina e menadiona e o meio SAPI.
Nesse ensaio em especifico, além do meio SAPI acrescido de hemina e menadiona,

também foi testado esse mesmo meio sem essas duas substancias com o objetivo
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de avaliar uma possivel interferéncia das catecolaminas na aquisicdo de ferro pela
bactéria.

Desse modo, a proposta de um meio de cultura sem hemina e menadiona
para P. gingivalis tem como objetivo limitar a fonte de ferro para esse micro-
organismo, a fim de verificar possiveis alteragdes relacionadas com a sua captacgao,
quando exposto a adrenalina e noradrenalina. Nesse mesmo experimento, também
nao foi utilizada a menadiona, a fim de simular uma situacdo semelhante ao que
ocorre in vivo.

Apods a distribuicdo das solugdes de adrenalina, noradrenalina e cortisol,
o indculo bacteriano foi preparado como descrito no item 4.2, e transferiu-se 100uL
do mesmo nos tubos que deveriam conter a bactéria pesquisada. Todos os tubos
foram mantidos em anaerobiose e apds 24 e 48 horas foram submetidas a leitura de

absorbancia em espectrofotdmetro, com comprimento de onda igual a 660nm.

4.4.2 Ensaios de sensibilidade de P. gingivalis W83 exposta as substancias teste na

fase logaritmica de crescimento

Neste ensaio, ao contrario do anterior em que o micro-organismo ficou
exposto a adrenalina, a noradrenalina e ao cortisol durante todo o periodo de
crescimento, o contato com essas substancias ocorreu somente apdés P. gingivalis
W83 atingir o inicio da fase exponencial de crescimento. Para o meio TSB a
exposicao as catecolaminas e ao corticosteroide ocorreu apdés 16 horas de

crescimento (T=16h), enquanto que para o meio SAPI esse contato ocorreu apos 24
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horas de crescimento (T=24h). Desse modo, apds o inoculo bacteriano ser
preparado conforme descrito no item 4.3, fez-se a transferéncia de 100uL para tubos
contendo os devidos meios de cultura, ambos com hemina e menadiona. Os tubos
foram incubados em anaerobiose até atingir o tempo de crescimento desejado, 16
horas para as culturas em TSB e 24 horas para as culturas em SAPI. Decorrido
estes periodos, os tubos foram submetidos a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro (A=660nm), e as solu¢des de adrenalina, noradrenalina e cortisol
preparadas e transferidas para as culturas que deveriam conter as substancias
pesquisadas. Feito isso, os tubos foram novamente incubados em anaerobiose por
um periodo de 4 horas e entdo submetidos a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro (A=660nm). Assim, nesse ensaio o tempo de exposi¢cao da P.
gingivalis W83 as catecolaminas e ao cortisol foi de 4 horas para todos os meios de

cultura testados.

4.5 ENSAIO DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AO METRONIDAZOL

Nesse experimento, foi avaliada a resposta apresentada pela P. gingivalis
W83 ao antimicrobiano metronidazol, quando exposta a adrenalina, a noradrenalina
e ao cortisol. Para esse ensaio as condi¢cdes de meio de cultivo, preparacao de
in6culo e concentragcdes das catecolaminas e do corticosteroide sdo as mesmas dos
ensaios anteriores. A solucdo de metronidazol foi filtrada em filtros de poros de

0,22um de didmetro.
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Como o objetivo era verificar um possivel efeito das substancias testadas
sobre a sensibilidade do micro-organismo ao metronidazol, a exposicdo a
adrenalina, a noradrenalina e ao cortisol ocorreu por todo o periodo de crescimento
bacteriano (T=0). Sendo assim, os grupos experimentais iniciais foram: grupos
adrenalina, noradrenalina e cortisol (meio de cultura + bactéria + adrenalina ou
noradrenalina ou cortisol), grupo controle positivo (meio de cultura + bactéria) e
grupo controle negativo (meio de cultura + adrenalina ou noradrenalina ou cortisol).
As solugdes estudadas e o indculo foram preparados e transferidos em tubos com
meio de cultura e incubados em anaerobiose até atingirem o inicio da fase
exponencial, 16 horas para as culturas em TSB (T=16h) e 24 horas para as culturas
em SAPI (T=24h). Decorrido esse periodo, os tubos foram submetidos a leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro (A=660nm) e uma aliquota de 10uL foi coletada e
inoculada em placas de Petri contendo meio de cultura TSA/extrato de levedura 2%
com 7% de sangue de carneiro estéril desfibrinado, acrescido de hemina e
menadiona.

Apods a leitura em absorbancia e a coleta da aliquota de 10uL, a solugao
de metronidazol foi preparada e transferida para as culturas, atingindo uma
concentracéao final de 0,06mg/mL. Desse modo, ao final desse processo 0s grupos
experimentais passaram a ser: grupos adrenalina, noradrenalina e cortisol com
metronidazol, grupo controle positivo com metronidazol, grupo controle positivo sem
metronidazol e grupo controle negativo com e sem metronidazol. Os tubos
retornaram para a anaerobiose onde permaneceram por mais uma hora e foram
entdo submetidos a uma nova leitura. Posteriormente a leitura, novas aliquotas de

10uL foram retiradas dos tubos e inoculadas em placas de Petri contendo meio de
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cultura TSA/extrato de levedura 2% com 7% de sangue de carneiro desfibrinado,
acrescido de hemina e menadiona. As placas foram incubadas em ambiente
anaerobio durante cinco dias e submetidas a contagem de colbnias para calcular o

numero de unidades formadoras de colénia por mL.

4.6 EXTRAGAO DE RNA E PCR EM TEMPO REAL

A fim de verificar a expressdo génica de P. gingivalis, foi realizada a
técnica RT-PCR em tempo real (QPCR). Os genes estudados foram os principais
genes relacionados a viruléncia bacteriana, aquisicdo de ferro e ao estresse
oxidativo.

Para a analise da expressao génica a P. gingivalis W83 foi cultivada por
24 horas em meio SAPI com hemina (5ug/ml) e menadiona (1ug/ml), na presenga e
na auséncia (grupo controle) das substancias testes. Apos esse periodo os tubos
foram centrifugados a 10.000rpm por 10 minutos a 4°C, e as células lavadas com
tampdo PBS (Cloreto de sédio 80g/ml, Cloreto de potassio 2g/ml, Fosfato de
potassio monobasico 2g/ml, Fosfato de sodio 11,5g/ml, pH=7,8) e submetidas a uma
nova centrifugagao. Ao final os pellets foram rapidamente congelados (-80°C) para
posterior extragao do RNA. Para a extracao de RNA foi utilizado o kit Pure link RNA
mini kit (Invitrogen®), segundo as instru¢des do fabricante.

Apos a extracdo para determinar as concentracdes e a pureza do RNA
extraido foram feitas leituras (comprimento de onda de 260nm e 280nm) utilizando

um espectrofotdmetro (Nanodrop®, Thermoscientific).
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Feita a quantificacdo do RNA, a DNAse foi utilizada (DNase | amp grade —
Invitrogen®) com o objetivo de reduzir as quantidades de DNA na amostra. Para isso,
a cada 1ug de RNA, foi adicionado 1uL de tampéao de reacdo 10x, 1uL de enzima
DNAse | e agua DEPC qgsp 10uL, e mantido 15 minutos em temperatura ambiente.
Transcorrido esse periodo adicionou-se 1uL de EDTA para inibir a acao da DNAse,
em seguida a solucdo foi aquecida no termociclador por 10 minutos a 65°C. Apds o
tratamento com a DNAse, as amostras foram submetidas a uma nova quantificagao
utilizando o Nanodrop.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit SuperScript® Ill First- Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen®). Em um tubo de 0,2mL foram adicionados 100ng
de RNA, 1pL de primers randémicos (Chia et al.,, 2001), 1yL de tampé&o de
anelamento e agua DEPC para um volume final de 10pL. A mistura foi submetida a
temperatura de 65°C por cinco minutos e no gelo por um minuto. Em seguida
adicionou-se 10puL de First-Strand Reaction Mix e 2ul de SuperScript® III/RNAseOUT
Enzyme Mix. O volume total dos reagentes foi submetido ao ciclo térmico:
25°C/10min; 50°C/50min; 85°C/5 min e 4°C/1min.

Para avaliagdo da expressdo génica foi utilizada uma placa (TagMan®
Array Plates — Life Technologies®) confeccionada para o experimento contendo 29
genes em triplicatas (feOB-1; feOB-2; hmuY; hmuR; ftn; tir; tox; oxyR; dps; rbr; sodB;
ahpC; ahpF; hem; hagA; hagB; hagC; hagD; hagE; kgp; rgpA; rgpB; pepC; ptr; fimA;
ragA; ragB; 16S e PG 1357 como controles enddgenos). Os genes avaliados estao

apresentados no quadro a seguir:
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Quadro 1 — genes avaliados por gRT-PCR

Classe funcional Genes
Aquisicao de Ferro e Hemina feOb-1, feOb-2, , hmuY, hmuR, ftn, tir
Estresse Oxidativo oxyR, dps,rbr,sodB, ahpC,ahpF
Protedlise, Hemolise e Adesao Celular hem,hagA,hagB,hagC,hagD,hagE,kgp,rgpA,rgpB,pepC,prt
Componentes de Superficie fimA,ragA,ragB
Genes referéncia 16SrRNA

Esse ensaio foi preparado pela empresa Life Technologies, que desenhou
os primers para cada gene e testou a eficiéncia dos mesmos. Sendo assim, a
empresa é detentora dos direitos do ensaio e, portanto ndo informa a sequéncia dos
primers. O numero de referéncia para esse ensaio é SO# 30193826.

A preparagao do Mix do cDNA com o TagMan Master Mix (Invitrogen), foi
realizado segundo recomendacdes do fabricante. Foi utilizado 20uL para cada
reacao (10uL de amostra diluida e 10uL de TagMan master mix). As condigcdes dos
ciclos foram: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, e

finalmente 60°C por um minuto.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos o0s ensaios realizados foram feitos com 10 replicatas e foram
conduzidos em pelo menos em dois experimentos distintos.
Para a analise dos resultados foi primeiramente testada a normalidade

dos dados obtidos e para este fim foi empregado o teste de Shapiro-Wilks. Como os
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dados dos testes de sensibilidade as catecolaminas e ao cortisol apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste ANOVA para a analise de variancia, com o
teste Dunnet como pods-teste. Ja no teste de sensibilidade ao metronidazol, os dados
apresentaram distribuicdo ndo normal, portanto, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis
para as comparagdes. Todos os grupos teste (noradrenalina, adrenalina e cortisol)
foram comparados com o grupo controle.

Para a avaliagdo da expressao génica, foi utilizado o método do AACq -
Cq comparativo (Cq = quantification cycle; curva de quantificacdo ou curva threshold
(CT)) onde o ACq de cada gene (valor do Cq do gene alvo menos o valor do Cq do
gene referéncia) € comparado entre o grupo teste e o grupo controle. Para a analise
estatistica, foi utilizado um teste paramétrico de modo pareado fixo de realocagao ao
acaso descrito por Pfaffl et al. (2001, 2002), através do programa de analise
estatistica REST (REST 2009, Qiagen®). Esse programa leva em conta, além dos
valores de Cq das amostras do grupo teste e controle, o valor da eficiéncia de cada
gene durante a PCR. Por esse motivo, foi calculada a eficiéncia de cada gene
previamente as analises de gPCR utilizando o método da curva padréo.

O nivel de significancia adotado foi de 5% («=0,05). Desta forma quando
o valor de p>0,05 aceitou-se a hipétese Ho, pelo qual se pode dizer ndo existir
diferengas estatisticas entre os grupos. De forma oposta, quando p<0,05, aceitou-se
a hipdtese alternativa em que se pode dizer que as diferengas entre os grupos nao
sdo ao acaso e sim diferencas reais. Com excecao das comparacdes dos dados
obtidos na gPCR, todos os calculos foram realizados com o software BioEstat

versao 5.0 (Mamiraua/CNPq, Belém, PA, Brazil).
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5 RESULTADOS

5.1 CRESCIMENTO DE P. GINGIVALIS NOS MEIOS TSB E SAPI

Os graficos a seguir mostram o desenvolvimento de P. gingivalis em
dois meios de cultura, TSB com hemina e menadiona — TSB-HM (figura 1) e
SAPI com hemina e menadiona — SAPI-HM (figura 2). Em ambos os meios de
cultura pode ser observado um crescimento bacteriano bastante satisfatorio; no
entanto, no meio SAPI o crescimento foi muito inferior em relagdo ao meio
TSB. Esse resultado ja era esperado, pois o meio SAPI apresenta-se pobre em
nutrientes (Lyte & Ernst, 1992; Roberts et al., 2002) e foi utilizado no presente
estudo com o intuito de mimetizar as condigdes in vivo da cavidade oral. O
objetivo do presente teste nao foi observar o crescimento total bacteriano até
sua fase estacionaria e, sim, observar um perfil geral do crescimento
bacteriano até um periodo de 48 horas, periodo final da avaliagao nos testes de
sensibilidade. Vale ainda ressaltar que, esses graficos representam também o
crescimento bacteriano utilizando o inéculo de 100uL de 0,5 de absorbancia em
660nm, inéculo idéntico ao que foi utilizado nos experimentos de sensibilidade.
Pode-se observar que, com esse valor e volume de indculo bacteriano, o
crescimento ocorreu de forma uniforme, sem haver consumo total do meio de
cultura no tempo de crescimento, 0 que € uma condicao ideal para que sejam

realizados os testes de sensibilidade as catecolaminas e ao cortisol.
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Figura 1

: Crescimento de P. gingivalis durante 48 horas em meio TSB
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Figura 2: Crescimento de P. gingivalis durante 48 horas em meio SAPI
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5.2 ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P. GINGIVALIS W83 EXPOSTA AS

SUBSTANCIAS TESTE NO TEMPO INICIAL DE CRESCIMENTO

Em relagcdo ao teste de sensibilidade da bactéria P. gingivalis as
substancias relacionadas ao estresse, encontram-se abaixo as figuras que
representam o crescimento dessa bactéria em meio SAPI sem hemina e
menadiona (SAPI - figura 3), meio SAPI com hemina e menadiona (SAPI-HM —
figura 4) e meio TSB com hemina e menadiona (TSB-HM — figura 5), apos 24 e
48 horas de exposi¢cao a adrenalina, noradrenalina e cortisol. Em relagéo ao
periodo de 24 horas, ndo houve nenhum efeito da adrenalina e noradrenalina
sobre o crescimento de P. gingivalis (p>0,05, ANOVA). Apesar de haver uma
reducdo leve no crescimento bacteriano na presenga do cortisol, em grande
parte das condi¢des testadas ndo houve diferenga estatistica (p>0,05, ANOVA).
Somente quando as culturas de P. gingivalis foram avaliadas no meio TSB-HM
no tempo de 24 horas é que houve uma redugao significativa no crescimento
(p<0,05, ANOVA, Dunnet); mas houve recuperagao do crescimento no tempo
de 48 horas, ja que as culturas expostas ao cortisol apresentaram crescimento
semelhante ao controle (p>0,05, ANOVA). Também néo foi observada nenhuma
alteracdo no crescimento no periodo de 48 horas para os outros meios de
cultura (SAPI e SAPI-HM) quando a bactéria foi exposta as catecolaminas

(p>0,05, ANOVA).
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Figura 3 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio SAPI ap6s 24 e 48
horas de exposicao a adrenalina, noradrenalina e cortisol (p>0,05; ANOVA)
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Figura 4 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio SAPI-HM apés 24
e 48 horas de exposicdo a adrenalina, noradrenalina e cortisol (p>0,05;
ANOVA)
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Figura 5 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio TSB-HM apoés 24
e 48 horas de exposicao a adrenalina, noradrenalina e cortisol (O simbolo (*)
representa diferenca estatistica em relacdo ao controle; p<0,05; ANOVA,
Dunnet)

5.3. ENSAIOS DE SENSIBILIDADE DE P. GINGIVALIS W83 EXPOSTA AS

SUBSTANCIAS TESTE NA FASE LOGARITMICA DE CRESCIMENTO

A fim de conhecer os efeitos da adrenalina, da noradrenalina e do
cortisol sobre a cultura de P. gingivalis com o seu inicio do crescimento ja
estabelecido e também de avaliar a curta exposicdao da bactéria a essas
substancias, culturas de P. gingivalis com 16 (meio de cultura TSB-HM) e 24
horas de crescimento (SAPI e SAPI-HM) foram expostas a adrenalina,
noradrenalina e cortisol e avaliadas quanto a sua densidade oOptica apds 4
horas dessa exposi¢ao. A figura 6 representa o crescimento de P. gingivalis em

meio SAPI| e enquanto a figura 7 e 8 representam o desenvolvimento da
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bactéria em meio SAPI-HM e TSB-HM, respectivamente Em nenhuma das
condicbes experimentais houve alteracdo do crescimento de P gingivalis

(p>0.05, ANOVA).
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Figura 6 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio SAPI no tempo de
24 horas, ap0s exposigao de 4 horas a adrenalina, noradrenalina e cortisol
(exposicao iniciada no tempo 24 h de crescimento; p>0,05; ANOVA)
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Figura 7 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio SAPI-HM com
hemina e menadiona no tempo de 28 horas, apds exposicao de 4 horas a
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adrenalina, noradrenalina e cortisol (exposigao iniciada no tempo 24 h de
crescimento, p>0,05; ANOVA)
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Figura 8 - Valores da média e desvio padrao das leituras de absorbancia (660
nm) representando o crescimento de P. gingivalis em meio TSB-HM no tempo
de 20 horas, apds exposicao de 4 horas a adrenalina, noradrenalina e cortisol
(exposigao iniciada no tempo 16 h de crescimento p>0,05; ANOVA)

5.4 ENSAIO DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AO METRONIDAZOL NA

PRESENCA DE ADRENALINA, NORADRENALINA E CORTISOL

Os testes de sensibilidade de P. gingivalis ao metronidazol foram
realizados em culturas previamente expostas a adrenalina, noradrenalina e
cortisol em dois diferentes meios de cultura: TSB-HM e SAPI-HM. Culturas de
P. gingivalis de 16 horas (TSB-HM) e 24 horas (SAPI-HM) de crescimento
foram expostas a 0,06mg/mL de metronidazol por um periodo de uma hora. A
quantidade de micro-organismos (UFC/mL) foi quantificada antes e apds a

exposi¢cao ao antimicrobiano (T=0h — antes; T=1h — depois) e o resultado foi
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mostrado em % de reducdo (UFC/mL em T=0 menos UFC/mL em T=1). O
grupo denominado tratado € aquele que foi exposto a uma das substancias
teste enquanto o controle € o grupo que foi testado no mesmo experimento,
mas que nao foi exposto nem a catecolaminas e nem ao cortisol. Na tabela 1,
estdo descritos os valores de % de redugado de micro-organismos viaveis apos
a incubagdo por uma hora com o metronidazol para cada um dos grupos
tratados e seus respectivos controles. Nenhum dos grupos apresentou
diferenga estatistica significativa (p>0,05; Kruskal-Wallis), ou seja, a exposigéo
das culturas bacterianas a adrenalina, noradrenalina e cortisol ndo alterou a
sensibilidade de P. gingivalis ao antimicrobiano.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo da porcentagem de reducao de bactérias

viaveis apds a incubacdo com metronidazol por uma hora dos grupos
adrenalina, noradrenalina, cortisol e seus respectivos controles nao tratados

Adrenalina Noradrenalina Cortisol
Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle
SAPI-HM | 23.55% | 20.18% | 45.25% | 39.98% | 34.00% | 34.65%
(£1.85) (£3.77) (£5.7) (£10.12) | (+9.81) | (x11.03)
TSB-HM | 19.10% | 19.82% | 25.63% | 33.45% | 40.74% | 35.91%
(£11.28) | (£14.95) | (x12.65) | (x15.13) | (8,80) | (x10,44)
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5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Para a avaliagdo da expressao génica de P. gingivalis frente as
catecolaminas e ao cortisol, culturas bacterianas crescidas em meio SAPI-HM,
expostas ou nao as substancias relacionadas ao estresse foram testadas.
Foram avaliados genes relacionados a aquisicao bacteriana de ferro (feOB-1;
feOB-2; hmuY; hmuR; ftn); estresse oxidativo (tIr; tpx; oxyR; dps; rbr; sodB;
ahpC; ahpF); hemolise e protedlise (hem; hagA; hagB; hagC; hagD; hagE; kgp;
rgpA; rgpB; pepC; ptr) e genes relacionados a produgdo de proteinas de
superficie envolvidas na viruléncia (fimA; ragA; ragB). Como genes referéncias
foram utilizados os genes 16SrRNA e PG 1357. Os dados sdo mostrados em
valores de expressao relativa comparados ao grupo controle. O simbolo *
representa os valores que apresentaram diferencga estatistica (p<0.05 - método
do Cq comparativo; valores de express&o génica calculados pela formula 2247
(Pfaffl, 2001). A analise estatistica foi realizada utilizando o software REST
(versao 2009), que utiliza para comparagao o teste de realocagédo de pares por
aleatorizagao fixa.

Os resultados da expressdo génica para os genes relacionados a

viruléncia e ao estresse oxidativo estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2: Razao de expressao génica em relagdo ao grupo controle para os grupos adrenalina, noradrenalina e cortisol. Valores
referentes ao niumero de vezes que o gene foi expresso em relacdo ao grupo controle (controle - expressao igual a 1).

Gene Definicao Categoria Locus Expressao em relacao ao controle

tag Adrenalina | Noradrenalina | Cortisol

Aquisicao de ferro e hemina

feoB-1 ferrous iron transport Transporte e ligacao de proteinas: cations | PG 1043 1.28 0.47 0.61
protein B e compostos portadores de ferro

feoB-2 ferrous iron transport Transporte e ligagédo de proteinas: cations | PG1294 1.25 1.45 0.68
protein B e compostos portadores de ferro

hmuY hmuY protein Transporte e ligacao de proteinas: cations | PG1551 0.69 1.23 1.67
e compostos portadores de ferro

hmuR | TonB-dependent receptor | Transporte e ligagao de proteinas: cations | PG1552 0.88 2.67* 1.41
HmuR e compostos portadores de ferro

ftn Ferritin Transporte e ligacao de proteinas: cations | PG1286 1.15 1.32 0.63

e compostos portadores de ferro

tir TonB-linked receptor TIr, | Transporte e ligacao de proteinas: cations | PG0644 1.68* 1.50* 1.56*
authentic frameshift e compostos portadores de ferro
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Gene Definicao Categoria Locus tag | Expressao em relacao ao controle
Adrenalina | Noradrenalina | Cortisol
Estresse oxidativo
Oxidative stress

tpx thiol peroxidase Processos celulares: desintoxicacao | PG1729 1.95* 1.08 1.48

oxyR | redox-sensitive transcriptional Funcdes regulatérias: outras PG0270 1.62 1.87* 1.70
activator OxyR
dps Dps family protein Processos celulares: adaptagbes as | PG0090 2.66* 2.50* 0.86
condices atipicas
rbr Rubrerythrin Metabolismo energético: transporte PG0195 1.58 1.66 0.73
de elétrons
sodB | superoxide dismutase, Fe-Mn Processos celulares: desintoxicacao | PG1545 1.96* 2.12* 2.22*
aphC | alkyl hydroperoxide reductase, | Processos celulares: desintoxicacdo | PG0618 3.14* 2.51* 1.34
C subunit
aphF | alkyl hydroperoxide reductase, | Processos celulares: desintoxicagdo | PG0619 1.71 0.84 0.44
F subunit

Protedlise e hemdlise

hem Hemolysin Processos celulares: Patogénese PG1875 2.70* 2.03* 0.91
hagA hemagaglutinin protein HagA Processos celulares: Patogénese PG1837 1.72* 1.38 0.92
hagB hemagglutinin protein HagB Processos celulares: Patogénese PG1972 1.61 1.05 0.93
hagC hemagglutinin protein HagC Processos celulares: Patogénese PG1975 1.06 1.12 1.27
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Gene Definicao Categoria Locus tag Expressao em relacdo ao controle
Adrenalina | Noradrenalina | Cortisol
Protedlise e hemdlise
hagD hemagglutinin protein | Processos celulares: PG1844 1.29 1.02 0.99
HagD Patogénese
hagE hemagglutinin protein | Processos celulares: PG2024 1.12 1.08 0.96
HagE Patogénese
kgp Lys-gingipain (kgp) Processos celulares: | PGN1728 1.44 1.38 0.56
gene Patogénese
rgpA arginine-specific Degradacao de PGN1970 1.03 1.22 0.89
cysteine proteinase | proteinas, peptideos,
RgpA e glicopeptideos
rgpB arginine-specific Degradacao de PGN1466 1.24 1.14 1.39
cysteine proteinase | proteinas, peptideos,
RgpB e glicopeptideos
pepC aminopeptidase C Degradacao de PG1605 0.99 1.21 1.06
proteinas, peptideos,
e glicopeptideos
ptr thiol protease Degradacao de PG1055 0.99 0.59 0.83
proteinas, peptideos,
e glicopeptideos
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Gene Definicéo Categoria Locus tag Expressao em relacdo ao controle

Adrenalina Noradrenalina Cortisol

Envelope cellular

fimA Fimbrilin Envelope celular: PG2132 1.15 1.41 1.56
estruturas de
superficie

ragA ragA protein Funcéo PG0185 2.13* 1.08 1.09
desconhecida: geral

ragB lipoprotein RagB Funcéo PG0186 1.30 1.36 1.25
desconhecida: outra

» Diferengas significativas entre o grupo tratamento e o grupo controle foram consideradas quando *p<0.05 (analise
estatistica — teste de modo pareado fixo de realocagdo ao acaso - Pair wise reallocation randomisation test® (Pfaffl, 2002).

» Os valores de expressao génica foram calculados segundo o método do Cq comparativo (Pfaffl, 2001, 2002)

* Locus tags foram consultadas nas seguintes bases: JCVI - J. Craig Venter Institute (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/CmrHomePage.cgi) e Nucleotide Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE015924.1;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP009380.1)
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6 DISCUSSAO

A relacao entre estresse e o desenvolvimento de doencas infecciosas,
dentre elas a periodontite, vem sendo alvo de alguns estudos nas ultimas décadas
(Cohen & Williamson, 1991; Ng et al., 2006; Dowd, 2007; Ishisaka et al., 2007;
Peruzzo et al., 2008; Akcali et al., 2013), mas apesar de diversos estudos indicarem
que as catecolaminas e o cortisol influenciam o crescimento, viruléncia e o
metabolismo dos micro-organismos (Bansal et al., 2007; Cogan et al., 2007; Lyte &
Ernest, 1992; Lyte, 1993; Karavolos et al., 2008; O’'Donnell et al., 2006), incluindo P.
gingivalis (Roberts et al., 2002; Belay et al., 2003; Saito et al., 2011; Jentsch et al.,
2013; Akcali et al., 2013a, 2013b), a relagao das catecolaminas e do cortisol com os
micro-organismos orais ainda precisa ser elucidada. O presente estudo demonstrou
que as substancias relacionadas ao estresse, apesar de nao interferirem no
crescimento, viabilidade e susceptibilidade antimicrobiana, sdo capazes de alterar a
expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo e viruléncia de
Porphyromonas gingivalis.

No presente estudo, o micro-organismo P. gingivalis nao sofreu alteragéao
significativa do crescimento quando exposto as catecolaminas. Em estudo
conduzido por Roberts et al. (2002), culturas de P. gingivalis em meio SAPI
enriquecido com hemina, menadiona e glicose, apresentaram uma leve redug¢ao no
crescimento quando exposta a adrenalina e a noradrenalina, ou seja, um
comportamento contrario ao apresentado no presente estudo. Entretanto, nesse

estudo foi utilizada uma cepa diferente do micro-organismo em questdo, enquanto
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utilizou a cepa ATCC 33277, nosso estudo utilizou a cepa W83, o que pode explicar
essa diferenca encontrada.

Belay et al. (2003) encontraram um baixo crescimento quando expés P.
gingivalis as catecolaminas em meio SAPI; no entanto os resultados revelaram que
as catecolaminas nao alteraram o crescimento de P. gingivalis. Jentsch et al. (2013),
também verificaram que as catecolaminas nao alteram o perfil de crescimento de P.
gingivalis, utilizando concentragdes em escalas nanomolares. Esses resultados se
assemelham aos encontrados ao nosso estudo, mesmo sendo em cepas diferentes
de P. gingivalis. Em contrapartida, Saito et al. (2011) verificaram que P. gingivalis
apresentou uma reducao de até 40% em seu crescimento quando exposta a
noradrenalina, ou seja, uma redugdo bastante expressiva. Entretanto, Saito et al
(2011) em seu estudo foi utilizada a cepa FDC381. Além disso, o inoculo utilizado
pelo autor difere bastante em relagdo a esse e aos outros estudos; para o inoculo
foram utilizadas culturas com 24 horas de crescimento e a partir delas foi feita uma
diluicdo de 1:40, desse modo, ndo se conhece a quantidade inicial de células
bacterianas utilizadas pelo autor, o que dificulta possiveis comparacdes.

Na presencga do cortisol, o presente estudo demonstrou um perfil geral de
leve reducdo no crescimento quando P. gingivalis foi exposta a essa; no entanto
somente nas culturas crescidas durante 24 horas em meio TSB-HM essa diferenca
foi estatisticamente significativa. Ainda, nesse mesmo meio de cultura, no tempo de
48 horas, a bactéria apresentou recuperacao dos niveis de crescimento, se
assemelhando ao controle. Em um estudo conduzido por Akcali et al. (2013b),
culturas de P. gingivalis ATCC 33277 em meio BHI suplementadas com hemina e

menadiona foram expostas ao cortisol, em concentracbes que variaram entre 0,014
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e 55uM. O crescimento bacteriano aumentou significativamente nas primeiras 24
horas, onde o maior estimulo ocorreu no tempo de 12 horas. Esses resultados
também diferem dos encontrados no presente estudo em relacdo ao cortisol;
enquanto nosso estudo ndo encontrou diferenca no crescimento, o estudo de Akcali
et al. (2013b) resultou no aumento significativo do crescimento da bactéria. Essa
diferenca talvez se deva a cepa utilizada e as concentragdes de cortisol. Ja o estudo
de Jentsch et al. (2013), que utilizaram concentragbes superiores as utilizadas no
presente estudo (entre 137 — 685uM), ndo observaram alteragdes no crescimento de
P. gingivalis ATCC 33277.

Analisando os resultados acima, pode-se observar que ainda ha grande
divergéncia em relac&o aos efeitos das catecolaminas e cortisol sobre o crescimento
de P gingivalis. Muito dessas diferengas podem ter ocorrido pelas diferencas nas
condigdes experimentais de cada estudo. Ja foi demonstrado que, as catecolaminas
testadas em diferentes condi¢cdes experimentais, como em diferentes concentragdes
do indculo bacteriano e diferentes tipos de meio de cultura podem apresentar
diferentes efeitos, como a estimulagdo ou n&o estimulacdo do crescimento
bacteriano (O’Donnell et al., 2006). Dessa forma, pode-se atribuir em parte, que a
diferencga entre os resultados encontrados entre os estudos pode estar relacionada a
esses fatores experimentais.

O estresse pode aumentar a susceptibilidade ao desenvolvimento de
infeccbes (Peterson et al., 1991; Karavolos et al., 2013), no entanto, os mecanismos
envolvidos nesse processo ainda nao foram esclarecidos. Sendo assim, o presente
estudo considerou a hipétese de que as catecolaminas e o cortisol poderiam reduzir

a sensibilidade de P. gingivalis aos antimicrobianos, entre eles, o metronidazol. No
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entanto, em relacdo aos ensaios de sensibilidade P. gingivalis ao metronidazol na
presenca das catecolaminas e do corticosterdide, ndo foram encontradas diferencgas
significativas. O unico estudo que testou a mesma hipétese de que as catecolaminas
poderiam alterar a sensibilidade aos antimicrobianos, observou que Salmonella
enteric serovar Typhimurium apresentou maior sensibilidade a polimixina B apods
exposicao a adrenalina (Karavolos et al., 2008). Sendo assim, dentro das limitagdes
do presente estudo e das escassas informacdes presentes na literatura, pode-se
concluir que as catecolaminas e o cortisol parecem nado reduzir a sensibilidade
bacteriana aos antimicrobianos. Estudos com outros antimicrobianos devem ser
realizados para confirmar essa hipétese.

Ao se analisar o efeito das catecolaminas e do corticosteroide sobre os
principais genes relacionados a aquisigao de ferro, viruléncia e estresse oxidativo do
micro-organismo P. gingivalis no presente estudo, verificou-se que essas
substancias, em especial as catecolaminas, podem alterar a expressdo génica
desse micro-organismo. O estudo de Saito et al. (2011) foi o unico estudo
encontrado na literatura em que se avaliou o efeito das catecolaminas sobre a
expressao génica de P. gingivalis; na presenca da noradrenalina dois genes
apresentaram reducdo em sua expressao, enquanto que 18 genes, associados ao
estresse oxidativo e ao metabolismo, aumentaram sua expressdo, com destaque
para a expressao do rgpB que foi duas vezes maior. Desse modo, os resultados do
presente estudo corroboram com os encontrados por Saito et al. (2011),
demonstrando que as catecolaminas exercem alteragdes significativas na expressao
génica de P gingivalis, principalmente em relacdo aos genes associados a

viruléncia. Em relagdo ao cortisol, ndao foram encontrados estudos na literatura em
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que avaliassem seu efeito sobre a expressdo génica do micro-organismo em
questao.

Apesar de estudar outra espécie bacteriana, Li et al. (2012) investigaram
se A. pleuropneumoniae teriam sua expressao génica alterada em presencga das
catecolaminas, comparando perfis de expressdo génica, incluindo genes de
viruléncia, apos tratamento com adrenalina e noradrenalina com os de bactérias n&o
tratadas. Os resultados revelaram que a expressao génica foi alterada em resposta
a ambas as catecolaminas.

No presente estudo, além do gene oxyR ter sido alterado de forma
significativa, outros genes (fpx, dps, sodB, aphC) relacionados a resposta ao
estresse oxidativo na presenca da adrenalina e/ou noradrenalina aumentaram a sua
expressdo. O cortisol promoveu o aumento nos niveis de RNAm somente do gene
sodB. Assim, pode-se inferir que as catecolaminas e o corticosteroide talvez possam
exercer o papel de contribuir para a sobrevivéncia de P. gingivalis frente as situagdes
de estresse oxidativo, como a exposi¢cdo esporadica ao oxigénio bem como aos
radicais livres liberados pelos leucécitos.

Como pode ser observado, tanto no presente estudo como no estudo de
Saito et al. (2011), os genes que foram alterados na presenga do cortisol e das
catecolaminas estdo envolvidos na viruléncia e no estresse oxidativo de P. gingivalis.
O estresse oxidativo é resultado de uma série de produtos toxicos produzidos a
partir do O, como o radical livre superéxido (O2-), o perdxido de hidrogénio (H202) e
o radical hidroxila (OH). Desse modo, a metabolizagdo do O, sem gerar produtos
téxicos ou a modificagdo/remogdo dos agentes toxicos € fundamental para a

sobrevivéncia dos micro-organismos diante do estresse oxidativo (Bowden e
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Hamilton, 1988). No caso dos micro-organismos associados a doenga periodontal a
protecdo contra o estresse oxidativo permite a sobrevivéncia dentro das bolsas
periodontais quando as mesmas sédo expostas a condi¢gdes aerdbicas (Ueshima et
al., 2003).

Seis genes envolvidos na aquisicdo de ferro e heme foram avaliados no
presente trabalho (feob-1, feob-2, hmuY, hmuR, ftn and tir). Apenas o gene humR foi
estimulado pela noradrenalina. As catecolaminas ja foram apontadas como
substancias capazes de formar complexos com a transferrina e lactoferrina, pela
interacao direta dessas substdncias com o ferro complexado nessas proteinas,
resultando em redugdo do Fe(lll) em Fe(ll) (Sandrini et al., 2010). No presente
estudo, a transferrina e a lactoferrina ndo foram utilizadas para o crescimento
bacteriano; a hemina foi a fonte de ferro adicional fornecida para P. gingivalis. O
aumento da expressao do gene humR sugere que mais hemina possa ser utilizada
pela bactéria quando exposta a adrenalina. No entanto, essa hipbtese precisa ser
confirmada, desde que nenhum trabalho anterior apresenta mecanismos pelos quais
as catecolaminas possam interagir com o ferro contido na hemina.

Genes relacionados diretamente com a viruléncia também foram
alterados com o tratamento com as catecolaminas. A adrenalina estimulou a
expressdao dos genes de hemolisina (hem), hemaglutina (hagA) e a proteina de
superficie imunodominante ragA, enquanto a noradrenalina elevou os niveis de
RNAmM do gene hem. Ja o cortisol n&o alterou a expressdo de nenhum dos genes de
viruléncia. As hemaglutininas e a hemolisina s&o consideradas importantes fatores
de viruléncia por facilitarem a aquisicdo de heme, que é essencial para o

crescimento bacteriano, a partir de eritrocitos e outras células do hospedeiro (Lepine
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et al., 1996; Belanger et al., 2012). As hemaglutininas HagA e HagB sao capazes de
mediar a adeséo de P. gingivalis as células endoteliais e células epiteliais da gengiva
(Song et al., 2005). As proteinas RagA e RagB, que s&o proteinas de superficie
imuno-dominantes ja foram encontradas no soro de pacientes com periodontite
(Curtis et al., 1991). Inclusive, ja foi demonstrado que a proteina RagA é estimulada
na presenca de nicotina e cotinina (Cogo et al., 2012). Essa é uma proteina
homologa dos receptores Ton-B e participa na aquisicao de ferro pela P. gingivalis
(Chen & Duncan, 2004). Saito et al. (2011), detectaram um aumento da expressao
de genes relacionados a viruléncia, como o gene rgpB, que € responsavel pela
producdo das gingipainas e esta envolvida na patogénese das periodontites
(Bostanci & Belibasakis, 2012). Apesar do presente estudo ndo encontrar diferengas
nos niveis de expressao de rgpB, nossos achados reforcam a hipdétese de que a
adrenalina e a noradrenalina podem elevar a expressao de genes de viruléncia de P.
gingivalis.

Como demonstrado por diversos autores, as catecolaminas e o cortisol
nao desencadeiam a mesma resposta em todos os micro-organismos, enquanto
alguns ndo séo afetados, outros podem ser estimulados ou inibidos (Belay et al.,
2003; Roberts et al., 2002, 2005; O’Donnell et al., 2006; Jentsch et al., 2013; Akcali
et al., 2013b). O presente estudo observou que nem as catecolaminas € nem o
cortisol alteram de forma significativa o crescimento de P. gingivalis in vitro. No
entanto, um aumento significativo da expressao de genes relacionados a protegao
contra o estresse oxidativo e alguns genes relacionados a viruléncia foram
observados. Talvez, essas alteragdes na expressao génica possam contribuir para

tornar a bactéria mais virulenta, ou seja, mais agressiva e mais resistente aos efeitos
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deletérios dos radicais livres de oxigénio; fatores que poderiam contribuir para o
desenvolvimento e agravamento das periodontites. Entretanto, sdo necessarios mais
estudos para elucidar a relagdo entre a adrenalina, noradrenalina, cortisol e a P,
gingivalis, principalmente para entender os mecanismos de agao envolvidos nessa

relagao e avaliar a relevancia clinica desses fendbmenos.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo conclui que a adrenalina, noradrenalina e o cortisol,
foram capazes de alterar a expressao de genes relacionados a resposta ao estresse
oxidativo, a aquisigao de ferro e a viruléncia de P. gingivalis, mesmo sem alterar o
crescimento de forma expressiva. Esses resultados sugerem que a viruléncia de P.
gingivalis pode ser afetada por uma possivel interagdo dessa bactéria com os

hormdnios relacionados a resposta do estresse.
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