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RESUMO

O nascimento de criangas com baixo peso representa um grave problema de salde publica,
pois se configura num importante preditor de morbimortalidade infantil e a periodontite tem
sido apontada como um provavel fator de risco para esta ocorréncia. O conhecimento dos
mecanismos biologicos envolvidos no desfecho gestacional e na doenca periodontal é
fundamental para se determinar qual a plausibilidade da associacdo entre eles para possiveis
intervencdes na saude publica. Objetivo: Estudar a associacdo entre a presenca de bactérias
periodontopatogénicas no biofilme subgengival de puérperas e o nascimento de bebés com
peso inferior a 2500g. Metodologia: O estudo possui carater observacional, transversal,
aninhado a um estudo do tipo caso-controle, em que o grupo teste (A) foi constituido por
mées de criangas nascidas com peso inferior a 2500g e o grupo controle (B), por mées de
recém-nascidos do mesmo hospital, com peso igual ou superior a 2500g. As puérperas, cujos
partos foram realizados no Hospital da Mulher, em Feira de Santana, Bahia, foram convidadas
a responder, mediante anamnese dirigida, um questionario semiestruturado englobando dados
sociodemograficos, aspectos da historia gestacional, aspectos relacionados a saude geral e
bucal. Ap6s a entrevista, foi realizado um exame periodontal completo e as amostras de
biofilme foram coletadas em seis diferentes sitios da boca. As puérperas foram também
divididas considerando a presenca e auséncia de periodontite (grupos CP e SP,
respectivamente) para uma melhor compreensao sobre as suas condi¢6es de infeccdo bucal. A
analise da presenca dos periodontopatégenos Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Treponema denticola, Tannerella forsythia e Prevotella intermedia
foi realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Efetuou-se a andlise de distribuicédo
da variavel principal e de todas as covariaveis consideradas, sendo a analise do estudo
constituida basicamente por uma comparacao da frequéncia das bactérias entre o grupo-teste e
grupo-controle. Para analise estatistica, foi empregado o teste Qui-quadrado de Pearson; as
odds ratio (OR) e os intervalos de confianca foram obtidos por meio do teste de Mantel-
Haenszel. Resultados: Foram avaliadas 303 puérperas, das quais 79 (26,1%) pertenceram ao
grupo-teste e 224 (73,9%), ao grupo-controle. Os grupos apresentaram homogeneidade na
maioria dos aspectos avaliados. Foram observadas diferencas estatisticamente significantes
para a idade das participantes, IMC (indice de Massa Corporal) e historico de gestacdes
anteriores com nascimento de beb&s com baixo peso. O grupo A teve maior frequéncia de
periodontite (33,34%) do que o grupo B (16,22) e estes ndo apresentaram diferengas quanto
aos aspectos relacionados a saude bucal. Foi observada uma alta frequéncia de deteccao
positiva dos periodontopatogenos no biofilme subgengival em ambos os grupos. A presenca
de P. gingivalis e P. intermedia foi detectada com maior frequéncia entre as mulheres com
periodontite (74,19% e 88,7%, respectivamente). Conclusdo: Na amostra estudada, a
presenca dos periodontopatogenos em puerperas ndo levou a ocorréncia de nascimentos de
bebés com peso inferior a 25000.

Palavras-chave: Periodontite. Recém-nascido de baixo peso. Porphyromonas gingivalis.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Treponema denticola. Tannerella Forsythia.
Prevotella intermedia.
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ABSTRACT

The birth of underweight children is a serious public health problem because it sets an
important predictor of infant mortality and periodontitis has been identified as a probable risk
factor for this occurrence. Knowledge of the biological mechanisms involved in the
pregnancy outcome and periodontal disease is essential to determine the plausibility of
association between them for possible public health interventions. Objective: To study the
association between the presence of periodontopathogenic bacteria in subgingival biofilm of
postpartum women and the birth of babies weighing less than 2500g. Methodology: The
study of an observational and cross-sectional nature, related to a case-control type study in the
test group (A) consisted of mothers of children born weighing less than 2500g and the control
group (B), for mothers of newborns born in the same hospital, weighing 2500g or more.
Postpartum women whose deliveries were performed at Women's Hospital in Feira de
Santana, Bahia, were invited to answer through anamnesis, a semi-structured questionnaire
covering sociodemographic data, aspects of gestational history, aspects related to general and
oral health. After the interview, a complete periodontal examination and biofilm samples were
collected at six different sites in the mouth was performed. Mothers were also divided
considering the presence and absence of periodontitis (CP and SP groups, respectively) for a
better understanding of their conditions of oral infection. Analysis of the presence of
periodontal pathogens Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Treponema denticola, Tannerella forsythia, and Prevotella intermedia was performed by
Polymerase Chain Reaction (PCR). The analysis of distribution was performed of main
variable and all covariates considered distribution, and analysis of the study consisted
primarily of a comparison of the frequency of bacteria between the experiment and control
groups. Statistical analysis was performed using Pearson’s Chi-square test; the odds ratio
(OR) and confidence intervals were obtained by means of Mantel-Haenszel test. Results: 303
women were studied, of which 79 (26.1%) belonged to the test group and 224 (73.9%) to the
control group. The groups were homogeneous in most aspects evaluated. Statistically
significant differences for the participants' age were assessed; BMI (Body Mass Index) and
history of previous pregnancies with low weight birth babies were observed. Group A had a
higher frequency of periodontitis (33.34%) than group B (16,22) and these did not show
differences regarding aspects related to oral health. A high frequency of positive detection of
periodontal pathogens in subgingival biofilm in both groups was observed. The presence of P.
gingivalis and P. intermedia was detected more frequently among women with periodontitis
(74.19% and 88.7%, respectively). Conclusion: In this sample, the presence of periodontal
pathogens in postpartum women has not led to the occurrence of births of babies weighing
less than 2500g.

Keywords: Periodontitis; Low Birth Weight Newborn. Porphyromonas gingivalis.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Treponema denticola. Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia.
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1 INTRODUCAO



As doengas periodontais representam um dos principais problemas de sadde bucal em
todo o mundo. (JIN et al.,, 2011) Consistem em um processo inflamatorio no tecido
periodontal, resultante do acimulo de biofilme bacteriano na superficie dentéaria, sendo a sua
ocorréncia associada a condi¢cBes socioecondmicas desfavoraveis, comportamentos
prejudiciais a satde como tabagismo, alcoolismo, dieta insatisfatoria, higiene bucal deficiente
e dificuldade de acesso aos servigos de saude. (GROSSI et al., 1995; WANDERA et al., 2012;
VAN DYKE; VAN WINKELHOFF, 2013) A expressiva prevaléncia na populacdo e o
potencial para desencadear graves repercussdes a distancia no organismo tornam as doencas
periodontais um relevante problema de salde publica. A periodontite grave, que pode resultar
em perda dentéria, é encontrada em 5-20% da maioria das popula¢bes adultas em todo o
mundo (PETERSEN et al., 2005), embora o complexo de fatores que participam da sua
determinacéo e a diversidade de métodos de diagndstico contribuam para que sua frequéncia
tenha grande variacdo nas diversas regides. (GOMES-FILHO et al., 2006)

Nos ultimos anos, foram realizados estudos que investigaram a possivel correlacao
entre a presenca de doencas periodontais e alteracBes sistémicas, como desordens
cardiovasculares, diabetes mellitus, osteoporose, infeccbes no trato respiratério, parto
prematuro e baixo peso ao nascer, 0 que propiciou o surgimento de uma nova area de pesquisa
comumente chamada de Medicina Periodontal ou Periodontia Médica. (BRUNETTI,
MORAES; MORAIS, 2007; SEYMOUR et al., 2007) Ainda que as alteracdes periodontais
sejam bastante prevalentes na populacdo, elas podem ser observadas com mais frequéncia em
algumas situacdes, como no periodo gestacional. O grande aumento dos niveis hormonais na
gravidez ocasiona mudancas fisioldgicas importantes no organismo da mulher, inclusive
afetando o periodonto e levando a exacerbacdo ou ao estabelecimento de gengivites ou
periodontites. (GUNCU; TOZUM; CAGLAYAN, 2005) A gestante torna-se mais sensivel a
algumas infeccBes, como as do trato genitourinario, que estdo associadas a um aumento no
risco de complicagdes gestacionais. (HILLIER et al., 1995; MILANEZ, 2005; PRETORIUS;
JAGATT; LAMONT, 2007)

A partir dos anos 90, comegaram a surgir evidéncias de associacdo entre alteracoes
periodontais maternas e desfechos gestacionais indesejados, tais como prematuridade e baixo
peso ao nascer. (COLLINS et al., 1994a, 1994b; OFFENBACHER et al., 1996;
OFFENBACHER et al., 1998; DASANAYAKE, 1998; DAVENPORT et al., 1998) Segundo
Davenport (2010), a periodontite ndo difere de nenhuma outra infeccdo em seus desfechos,
sendo plausivel que bactérias orais possam contribuir para desfechos adversos na gestagéo.

Muitos estudos observaram a presenca de associacdo entre a periodontite em gestantes e a



ocorréncia dos referidos desfechos, a qual se manteve mesmo quando foram controlados
diversos fatores que contribuem para ambas as condi¢fes. (CRUZ et al., 2005, GAZOLLA et
al., 2007; GOMES-FILHO et al., 2009; CHAMBRONE et al., 2011; KUMAR et al., 2013)
Entretanto, a despeito disso, essa questdo permanece obscura, uma vez que outras
investigacbes ndo encontraram evidéncias dessa associacdo, 0 que permite classificar a
tematica como ainda bastante controvertida. (MOORE; RANDAHAWA,; IDE, 2005;
LUNARDELLI; PERES, 2005, MOREU; TELLEZ; GONZALEZ-JARANAY, 2005;
MICHALOWICZ et al., 2006) A falta de consenso gquanto a existéncia ou relevancia de tal
associacao pode ser atribuida principalmente a variagcdes nas populagdes avaliadas, a presenca
de potenciais fatores confundidores e a variagdes na definicdo de periodontite nos diferentes
estudos. (IDE; PAPAPANOU, 2013)

A condicdo clinico-periodontal e bacterioldgica da gestante, assim como os perfis
imunolégicos relacionados com a doenca periodontal, sdo apontados como fatores de risco na
relagdo com os desfechos gestacionais adversos. Tendo em vista que a prematuridade e/ou
baixo peso ao nascer representam importantes preditores de morbimortalidade infantil em
todo o mundo (DAVENPORT, 2010) e que ndao vém apresentando tendéncia de reducéo,
destaca-se a necessidade do estudo dos possiveis fatores de risco envolvidos para possibilitar
o desenvolvimento de estratégias de prevencdo efetivas. Dentre os fatores de risco apontados
por estudos recentes, tem-se discutido o papel do biofilme subgengival. De acordo com
Brunetti e colaboradores (2004), é possivel que a infec¢do periodontal, representada por um
desafio anaer6bio gram-negativo, possa servir como um reservatorio crbnico para
transferéncia de bactérias ou produtos bacterianos, como lipopolissacarideos (LPS), para a
unidade fetoplacentaria. Tendo em vista a necessidade da realizacdo de mais estudos que
avaliem a relacéo entre a infeccdo periodontal e os desfechos gestacionais indesejados, esta
investigacao objetiva avaliar a associacdo entre a presenca de bactérias periodontopatogénicas

no biofilme subgengival e a ocorréncia de nascimento de bebés com peso inferior a 2500g.



2 REVISAO DA LITERATURA



Nesta secdo, serdo abordados quatro aspectos da doenca periodontal e sua relacdo com
a gestacao.

2.1 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DA DOENCA PERIODONTAL

Embora a doenca periodontal seja relatada e conhecida h& milénios, somente no final
do século XIX passou-se a conjecturar que micro-organismos pudessem participar da sua
etiologia. Na década de 1960, acreditava-se que o acumulo de qualquer tipo de placa
bacteriana sobre os dentes poderia resultar em céarie ou doenca periodontal, dependendo
somente da quantidade e da sua localizacdo - “hipétese da placa inespecifica”. (LORENZO;
MAYER, 2004) Durante os anos 70 e 80, foi estabelecido que as doencas periodontais tém
natureza infecciosa e que micro-organismos especificos estavam relacionados ao
desenvolvimento da gengivite e periodontite, surgindo entdo a “teoria da especificidade da
placa”. (MARTINS; MARTINS, 2007)

Apesar de a placa subgengival ter estrutura semelhante a supragengival,
particularmente com respeito a placa associada a gengivite sem a formacdo de bolsas
profundas, as condicGes ecoldgicas e os fatores que guiam o desenvolvimento dos biofilmes
supra e subgengival sdo diferentes, devido em grande parte a sua localizagdo. O biofilme
subgengival se beneficia da protecdo oferecida pela sua localizacéo, visto que os tecidos
periodontais o protegem das condi¢Ges adversas encontradas no ambiente supragengival.
(LANG; MOMBELLI; ATTSTROM, 2005; WEIDLICH, 2007)

O microambiente subgengival é decisivamente influenciado pelo fluido sulcular
gengival. Ainda que este exerca funcdo priméaria na defesa local, o desenvolvimento da
microbiota periodontal, cujo metabolismo € predominantemente proteolitico, depende ou é
estimulado por biofatores presentes no fluido, como proteinas, hemina, menadiona e
horménios. Além disso, também sé@o extremamente favorecidas por constituintes presentes no
biofilme dental maduro, uma vez que outras espécies bacterianas produzem fatores
indispensaveis ao crescimento de muitas delas. Assim sendo, um dos sérios riscos do acimulo
da placa bacteriana € favorecer o desenvolvimento de espécies patogénicas pela cadeia
alimentar. (LORENZO; MAYER, 2004)

Geralmente, a microbiota bucal estd em harmonia e equilibrio com o hospedeiro,
sendo a formacédo do biofilme dental um processo natural e que contribui para a integridade
fisiologica e imunoldgica do hospedeiro. (WEIDLICH, 2007) Contudo, se o habitat for

gravemente alterado, ocorrerd um desequilibrio desse ecossistema caracterizado pela



supressao das espécies sensiveis e pelo superdesenvolvimento daquelas resistentes — ao que
denominamos sucessdo bacteriana. Durante o processo de estabelecimento de uma
periodontite cronica, ocorrem duas sucessOes bacterianas: a primeira se da na passagem do
periodonto normal para a gengivite e a segunda, mais drastica, na passagem desta para a
periodontite.

O periodonto sadio apresenta uma microbiota escassa, constituida principalmente
pelos colonizadores iniciais da superficie dental e do epitélio sulcular. Numa situacdo de
gengivite induzida por placa, ocorre um aumento virtual da profundidade do sulco gengival,
fornecendo uma maior &rea para colonizacdo bacteriana e aumento da condicdo de
anaerobiose. A maior quantidade de bactérias aumenta a resposta inflamatéria defensiva,
resultando em maior fluxo de fluido gengival, o que favorece o desenvolvimento de
patdgenos anaerobios proteoliticos Gram-negativos. Na periodontite crénica, com a
persisténcia da inflamagdo e perda de colageno, o aumento gradativo da profundidade da
bolsa favorece a instalacdo de bactérias, sobretudo das anaerdbias estritas, e ha maior
afluéncia de fatores nutritivos através do fluido gengival. O conjunto desses fatores possibilita
uma alteracdo grave na constituicdo da microbiota subgengival, que passa a ser composta por
90% de espécies anaerobias estritas. (AVILA-CAMPOS, 2003; LORENZO; MAYER, 2004)

E necessario reconhecer que gengivites e periodontites sio doencas com natureza,
histria natural, epidemiologia e manejo terapéutico distintos, visto que a gengivite esta
relacionada com o biofilme supragengival e a periodontite, ao subgengival. Contudo, apesar
da distingdo, o estabelecimento da periodontite é precedido pela gengivite, sendo o biofilme
subgengival originado do supragengival, e essa transformacdo & relevante para 0
entendimento dos mecanismos patogénicos iniciais das periodontites. Pode-se perceber que ja
nos momentos iniciais de formacdo do biofilme supragengival, os mecanismos de defesa do
hospedeiro sdo ativados e a mesma resposta inflamatoria, que tem como papel primario
proteger o0 hospedeiro, acaba por criar condi¢bes favoraveis para o desenvolvimento do
biofilme subgengival e seu potencial patogénico. (WEIDLICH, 2007)

A “chave” das alteragdes ecoldgicas na doenga periodontal é esta: quanto maior
formacdo de placa, maior serd a producdo de metabolitos tdxicos (enzimas e toxinas) na
regido do epitélio ndo queratinizado do sulco gengival. Em consequéncia, aumentam a
intensidade da inflamacdo e a elevacdo da permeabilidade capilar, o que acarreta maior
afluéncia de exsudato gengival, favorecendo o desenvolvimento de patdgenos periodontais.
(LORENZO; MAYER, 2004) O aumento dessa populacdo resulta em maior elaboragdo de

metabolitos e consequente incremento das respostas inespecifica e especifica, gerando



mediadores pré-inflamatorios que contribuem decisivamente para a destruicdo progressiva e
dramatica dos tecidos periodontais nos estagios avancados da doenga.

A formacdo do biofilme subgengival parece ser uma adaptacdo necessaria e
conveniente que permite a sobrevivéncia microbiana, mesmo na presenca de um sistema de
defesa imunocompetente. Em funcdo da sua estrutura, pode ser resistente ndo somente a
antimicrobianos e agentes quimicos, mas também a mecanismos de defesa do hospedeiro.
(WEIDLICH, 2007) A inflamac&o periodontal comeca como uma resposta protetora contra o
biofilme bacteriano, mas, em individuos suscetiveis, esta inflamacdo ndo consegue ser
resolvida e se torna uma patologia periodontal com impacto sisttmico. (VAN DYKE; VAN
WINKELHOFF, 2013) Devido ao fato de a maioria das bactérias se restringir ao biofilme e
suas proximidades e pela protecdo conferida por este, a resposta imunoinflamatoria nédo
consegue elimina-las totalmente, situacdo que leva a cronicidade do processo.

Tem sido objeto de atencdo a possivel participacdo de espécies individuais como
fatores de risco para doengas periodontais destrutivas. Entretanto, a doenca periodontal ndo é
causada por apenas um micro-organismo e, sim, representa o resultado de uma infec¢do mista
ou polimicrobiana. (MARTINS; MARTINS, 2007) Em 1998, foram descritos por Socransky e
colaboradores (1998) cinco complexos microbianos, que se instalam sequencialmente no
processo de formacdo do biofilme dental, visto que a associacdo bacteriana neste ndo é
aleatoria e cada espécie tem seu parceiro de interacdo. Os colonizadores iniciais seriam
representados pelos complexos amarelo, azul, verde e violeta e atuariam fornecendo
receptores e criando condi¢des ecoldgicas para a instalacdo do complexo laranja, do qual faz
parte a Prevotella intermedia. Este, por sua vez, precede a instalacio do vermelho,
aglomerado formado por Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola, que se apresentam em maior nimero quando ha sinais clinicos de inflamagéo
subgengival e s@o reconhecidas como 0s principais micro-organismos envolvidos no processo
de destruicdo periodontal. (TAKEUCHI et al., 2001; LORENZO; MAYER, 2004,
WEIDLICH, 2007)

Os critérios para definicdo de patdgenos das doencas periodontais destrutivas incluem
associacao, eliminacéo, resposta do hospedeiro, fatores de viruléncia, estudos em animais e
estabelecimento do risco, sendo que a discriminacdo de um patdégeno ndo se baseia em um
unico critério. Para um patogeno periodontal causar doenca € essencial que ele seja capaz de
colonizar a &rea subgengival e produzir fatores que agridam diretamente o tecido do
hospedeiro ou que facam com que o préprio tecido se agrida. Para colonizar os sitios

subgengivais, uma espécie deve ser capaz de aderir a uma ou mais superficies, multiplicar-se,



competir com sucesso contra outras espécies que desejam o mesmo local e defender-se dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. (SOCRANSKY'; HAFFAJEE, 2005)

As bactérias encontradas no biofilme subgengival apresentam uma grande variedade
de fatores de viruléncia, a saber: fatores de colonizacdo, como as fimbrias; locomogéo e/ou
invasdo tecidual; producdo de moléculas com acdo antibacteriana, como o pigmento negro
produzido por Porphyromonas spp. e espécies de Prevotella que tém atividade contra
Streptococcus mutans; producdo de enzimas histoliticas, como proteases, fosfolipase A,
fosfatases alcalina e acida, hialuronidase e condoitinsulfatas; produtos metabolicos téxicos,
como hemolisinas, epiteliotoxinas, fator inibidor da proliferacio de fibroblastos,
peptidoglicanos, toxina indutora de reabsor¢do Gssea, catabolitos da fermentacdo e protedlise
e endotoxinas (LPS). As endotoxinas sdo constituintes do envelope externo das bactérias
Gram-negativas e sdo liberadas nas vesiculas de alguns patégenos ou quando a célula
bacteriana sofre lise, podendo ativar vias alternativas do sistema complemento, levando a
inflamag&o e reabsorgdo 6ssea, bem como estimular a producéo de mediadores inflamatorios
(prostaglandinas e citocinas). Podem-se citar também os fatores de evasdo das defesas do
hospedeiro, como a producdo de fibrinolisina, localizacdo intracelular, inibicdo da atividade
de leucdcitos polimorfonucleares e producdo de fatores de depressdo ou supressao
imunolégica. (LORENZO; MAYER, 2004; LOTUFO; PANNUTI, 2004)

As doencas periodontais parecem ser causadas por um grupo relativamente definido de
patdgenos periodontais atuando sozinhos ou em conjunto, que incluem Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (anteriormente Actinobacillus actinomycetemcomitans),
Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia (anteriormente
Bacteroides forsythus), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema sp.,
entre outros. (TAKEUCHI et al., 2001; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005)

Uma das associa¢des mais fortes entre um suspeito patdgeno e a doenca periodontal
destrutiva esta relacionada ao Aggregatibacter actinomycetemcomitans, que consiste em um
bastonete pequeno de terminacdo arredondada, imovel, sacarolitico, capnofilico, Gram-
negativo, que forma pequenas colonias convexas de centro “estrelado” quando cultivado em
agar-sangue. Embora imovel, caracteriza-se pela capacidade de interiorizar-se na estrutura
gengival, invadindo células epiteliais da gengiva humana, epiteliais bucais e endoteliais
vasculares. InformacOes sugerem que é um provavel patdgeno da periodontite agressiva,
anteriormente conhecida como Periodontite Juvenil Localizada, e tem sido relacionado com
as formas adultas da doenca periodontal destrutiva, mas o seu papel ainda néo foi esclarecido.
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005) A especie é representada por seis sorotipos (a-f), sendo o
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“b” detectado em maior nimero em lesdes periodontais ativas e periodontite agressiva,

(194 [IPN4)

enquanto o “a” ¢ 0 “c” tém uma associagdo mais forte com satde periodontal. (LORENZO;
MAYER, 2004; DUMITRESCU; OHARA, 2010) E o Gnico produtor na cavidade bucal de
leucotoxina presente nas suas microvesiculas e sintetiza também fatores de depressdo ou
supressao imunolégica - na microbiota bucal, parece ser uma caracteristica Unica deles, que
elabora uma proteina capaz de inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas por linfocitos T e a
producdo de imunoglobulinas por linfdcitos B. (LORENZO; MAYER, 2004)

Porphyromonas gingivalis é também considerado um importante patdgeno
periodontal, sendo caracterizado como bastonete anaerdbico, imovel, assacarolitico, Gram-
negativo, que geralmente exibe morfologia de cocos ou bastonetes pequenos. E um membro
do grupo muito investigado “Bacteroides produtores de pigmentos negros”. Membros dessa
espécie produzem colagenase, enzimas com acdo semelhante a tripsina, proteases (como as
gingipainas, que fornecem a vantagem de usar proteinas de alto peso molecular do hospedeiro
no seu metabolismo), fosfatases alcalina e acida, envolvidas na reabsorcéo 6ssea, hemolisinas,
que fornecem a grande quantidade de ferro de que a bactéria necessita, endotoxinas, acidos
graxos, NHs, H,S, indol, entre outros. Mais frequentemente encontrada nas formas destrutivas
da doenca, tem sido associada a um risco aumentado de gravidade e progressdo da doenca
periodontal. (LORENZO; MAYER, 2004; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005)

Tannerella forsythia € um bastonete altamente pleomorfico, anaerébico, fusiforme,
Gram-negativo, cujo crescimento demonstrou ser intensificado pela cocultivacdo com F.
nucleatum, aparecendo frequentemente com essa espécie em sitios subgengivais.
(SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 2005) Produz catabdlitos da fermentacdo e protedlise, que
aumentam a permeabilidade do epitélio do sulco gengival e reduz a sintese local de proteinas
como o coléageno, dificultando o reparo do tecido lesado. E encontrado em maior nimero em
sitios de doenca periodontal destrutiva, abscessos periodontais e lesdes periodontais ativas do
que em sitios sadios ou com gengivite. (LORENZO; MAYER, 2004; SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2005)

Recentemente, espécies especificas de espiroquetas tém sido relacionadas com o
colapso periodontal e observou-se que Treponema denticola € mais comum em sitios com
doenca periodontal que em sitios saudaveis e na placa subgengival do que supragengival
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). T. denticola produz colagenase, enzima com acao
semelhante a tripsina, hialuronidase e condoitinsulfatases, que facilitam sua entrada pela
barreira do epitélio e pela invasdo no tecido conjuntivo, fibrinolisina (também relacionada a

invasdo nos tecidos), hemolisinas, entre outros fatores de viruléncia. (LORENZO; MAYER,
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2004) As espiroquetas sdo micro-organismos altamente moveis, Gram-negativos, anaerobicos,
helicoidais, comuns em muitas bolsas periodontais. Tém sido claramente implicadas como
provaveis agentes etiologicos da gengivite ulcerativa necrosante aguda e se encontram em
elevado nimero nos sitios com aumento de profundidade da bolsa - sitios sadios exibem
poucas espiroguetas ou nenhuma, sitios com gengivite exibem indices baixos a moderados,
enquanto muitas bolsas profundas abrigam grande nimero desse micro-organismo.

Prevotella intermedia consiste em um bastonete arredondado, anaerobico estritos,
Gram-negativo, fortemente associado a doenca periodontal, apresentando-se em niveis
particularmente elevados na gengivite ulcerativa necrosante aguda, em certas formas de
periodontite e em sitios progressivos de doencgas cronicas. Parece apresentar diversas
propriedades virulentas exibidas pelo Porphyromonas gingivalis e demonstrou induzir
infeccdes mistas quando injetada em animais de laboratorio. (LOTUFO; PANNUTI, 2004;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005)

2.2 PERIODO GESTACIONAL: MUDANCAS FISIOLOGICAS E BUCAIS

No periodo gestacional, o corpo feminino passa por diversas mudancas fisicas,
hormonais e imunoldgicas. Uma vez que a gravidez pode ser comparada a um transplante,
sendo o feto considerado um organismo “estranho” por possuir metade do material genético
herdado do pai, 0 organismo materno precisa sofrer adaptacdes para enfrentar este desafio. O
sucesso da gravidez depende da adequacdo do organismo materno as necessidades organicas
préprias do complexo materno-fetal e do parto. Durante a gestacdo, ainda que o sistema
imune materno esteja ativo e possa até mesmo representar um perigo ao feto, as maes
usualmente parecem tolerar mais do que rejeitd-los. Tanto o feto quanto a mae contribuem
para 0 desenvolvimento e manutencdo do utero gravido como um sitio privilegiado
imunologicamente e fatores fetais conduzem a mudangas nas respostas imunologicas
maternas. (HUNT et al., 2005)

A gestante sofre profundas adaptacfes anatdmicas, fisioldgicas e biogquimicas que
acontecem no curto espaco de tempo da gravidez, tendo inicio logo apos a fertilizagdo e
continuando durante a gestacdo, desaparecendo rapida e quase por completo apds o parto e
término da lactagdo. Todo o organismo materno é envolvido, ocorrendo alteracfes: enddcrinas
(placenta, pancreas, tireoide), do aparelho genital, nas mamas, nos sistemas digestivo,

imunologico, metabdlico, sistemas urinario, hematologico, cardiovascular, no sistema nervoso
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central, sistema respiratdrio, alteracdes osteoarticulares, na pele e no estado emocional.
(REIS, 1993; FERREIRA; TANURE; FERREIRA, 2011) As exigéncias da gravidez atingem
os limites da capacidade funcional de muitos 6rgdos maternos, podendo fazer despontar ou até
agravar quadros patogénicos. Passa a existir um sistema de comunicacdo materno-fetal,
definindo duas unidades funcionais basicas: a fetoplacentaria e parécrina, que funcionam pelo
estimulo hormonal. (RUDGE; BORGES; CALDERON, 2005) No periodo gestacional, ocorre
um fendbmeno denominado “tolerancia imunoldgica”, estado imunoldgico caracterizado por
resposta efetora reduzida ou ausente, do qual sdo constituintes essenciais: a expressao de
moléculas de HLA-G, HLA-E e HLA-C nas células do trofoblasto, o controle da atividade
citolitica NK por meio de receptores inibitérios, a expressdo de proteinas reguladoras do
complemento, a regulacdo do recrutamento de leucdcitos e proliferacdo celular na interface
materno-fetal e a supressao de linfécitos Thl na decidua. (SARAFANA et al., 2007)

A aceitacdo materna do feto resulta do isolamento do embrido num ambiente
semipermedvel. Inicialmente, as alteracGes se devem as acdes hormonais provenientes do
corpo lateo e da placenta e, a partir do segundo trimestre, também ao crescimento uterino.
(SARAFANA et al., 2007) A placenta, aléem dos horménios proteicos, produz horménios
esteroides em grandes quantidades - a progesterona e os estrgenos, sobretudo, o estriol. Estes
exercem funcdo proliferativa sobre a maioria dos drgdos reprodutores da mée, causando
aumento do Utero, mamas e genitalia externa. Ainda promovem alteracfes que facilitam a
passagem do feto pelo canal de parto. A progesterona diminui a contratilidade do Utero
gravido, sendo secretada em quantidades moderadas pelo corpo Iiteo e em grandes
quantidades pela placenta. (RUDGE; BORGES; CALDERON, 2005; FERREIRA; TANURE;
FERRIRA, 2011)

As variagbes hormonais influenciam fisiologicamente diversas condi¢Ges no sexo
feminino — puberdade, ciclo menstrual, gestacdo, climatério - e, da mesma forma, elas
também influenciam condigdes bucais, levando ao estabelecimento ou exacerbacdo de
gengivites, surgimento de granulomas gengivais gravidicos e progressdo de periodontites pre-
existentes. (PASSANEZI; BRUNETTI; SANT’ANA, 2007) A gestante também pode
apresentar alteracfes bucais como salivagdo excessiva, que normalmente desaparece apos o0
quarto més, podendo ser intensa e macerar as comissuras labiais — em geral, esta associada a
nauseas e dificuldade de degluticdo; alteragfes gustativas, com mudanca de paladar e habitos
alimentares (FERREIRA; TANURE; FERRIRA, 2011); maior formacdo de saburra
decorrente do antiperistaltismo — o refluxo é facilitado pela diminuicdo da tonicidade do
esfincter esofagiano inferior. (VIEIRA; FALCAO, 2007) Contudo, segundo Passanezi,



Brunetti ¢ Sant’Ana (2007), quase todas as gestantes apresentardo alteracOes periodontais,
sendo que a gengivite e a periodontite acometem entre 30 a 100% destas mulheres.

Na gravidez, hd uma producdo elevada de progesterona e estrogénio e no fim do
terceiro trimestre esses hormoénios alcancam um pico. Essas alteracdes estdo associadas com
mudancgas na permeabilidade vascular, resultando em edema gengival e aumento do fluido
gengival. Geralmente, ha o surgimento e/ou aumento da gravidade da gengivite, sendo que
mulheres sem gengivite prévia podem apresentar eritema e sangramento gengival e aquelas
que ja apresentavam gengivite perceberdo um aumento na sua gravidade. (GURSOY et al.,
2008) As alteracOes inflamatdrias gengivais se iniciam por volta do segundo més e tém
aumento no oitavo més, ndo parecendo estar relacionadas diretamente com a quantidade de
placa presente. A gengivite na gravidez se mostra numa situacdo transitoria e autolimitante,
uma vez que os tecidos gengivais retornam a situacao de salde ap0s o parto, quando 0s niveis
hormonais alcangam os valores iniciais. (FERNANDES; OPPERMANN; ROSING, 2004)
Segundo Moimaz e colaboradores (2006), durante a gestacdo, as alteragcdes periodontais
caracterizam-se muito mais por hiperplasia gengival do que por condi¢cdes destrutivas dos
tecidos do periodonto, sendo irrelevante a perda de insercdo presente nesse periodo.

A microbiota desempenha um papel etioldgico desencadeador na resposta imunologica
local, culminando com liberacdo de diversas citocinas e quimiocinas e sofrendo fortes
influéncias sistémicas, como modificacbes hormonais — que ndo causam por si s as lesdes,
mas potencializam o quadro infeccioso e a lesdo tecidual associada a propria resposta.
(PASSANEZI, BRUNETTI; SANT’ANA, 2007) Na década de 1980, estudos demonstraram a
presenca de receptores para estrogénio e progesterona no tecido conjuntivo do ligamento
periodontal, no osso alveolar e no peridsteo associado ao mesmo (THOMSOM, 1982;
ERIKSEN et al., 1988) e eles exacerbam a resposta gengival ao biofilme. O estrogénio teria
um efeito direto na exacerbagéo da periodontite, enquanto a progesterona afetaria o tecido
gengival de maneira indireta — atuaria potencializando a agdo proinflamatoria do estrogénio.
(XIE, 2003) O desequilibrio ou os niveis elevados desses horménios modificam a composigéo
bacteriana do biofilme, resultando no crescimento de microbiota anaerdbica Gram-negativa, a
gual modifica o aspecto clinico resultante na gravidez (KOTHIWALE; PANWAR, 2011) e
contribui para o inicio e/ou progressio da doenca periodontal. (GUNCU; OZUM,
CAGLAYAN, 2005)

Existem dados limitados sobre a composicdo da microbiota subgengival durante a
gravidez. Em estudo realizado por Di Placido e colaboradores (1998), observou-se o

crescimento seletivo de periodontopatogenos, principalmente de Prevotella intermedia, entre



0 terceiro e quarto més de gestacdo — periodo coincidente com o inicio clinico das lesGes
gengivais maternas. Este crescimento ocorre devido a atuagdo do estradiol, do estrogénio e da
progesterona, como fatores de crescimento bacteriano, possibilitando maior captacdo de
nutrientes, aumento do metabolismo e, consequentemente, crescimento populacional.
(KORNMAN et al., 1980; LORENZO; MAYER, 2004; GURSOY et al., 2009)

O aumento em P. intermedia no biofilme subgengival de gestantes durante o segundo
trimestre foi relatado primeiramente por Kornman e colaboradores (19800. Mais tarde,
Muramatsu e Takaesu (1994) demonstraram niveis aumentados de P. intermedia do quarto ao
oitavo més de gravidez e observaram um segundo pico nas propor¢des das bactérias na Gltima
visita - um més ap6s o nascimento. Outros estudos mais recentes também observaram essas
alteracbes para outras bactérias periodontopatogénicas, como Campylobacter rectus
(YOKOYAMA et al., 2008) e Prevotella nigrescens. (GURSQY et al., 2009)

No estudo de Carrillo-de-Albornoz e colaboradores (2010), mulheres gravidas foram
avaliadas no primeiro, segundo e terceiro trimestres de gestacdo e trés meses apds O
nascimento. Os autores concluiram que as gestantes tiveram uma tendéncia a apresentar um
perfil bacteriano mais patogénico em comparacdo com o pos-parto, o que coincidiu com o
agravamento dos parametros clinicos. N&do foram observadas alteragdes no perfil
microbioldgico subgengival durante a gravidez, embora tenham sido encontradas diferencas
significantes para todos os patdgenos ap6s o parto, o que implica uma modificacdo qualitativa
do biofilme subgengival do estado de gravidez para o pds-parto. As pacientes portadoras de P.
gingivalis apresentaram um estado inflamatorio gengival aumentado e foram encontradas
correlacBes entre os niveis de horménios maternos e P. gingivalis e Prevotella intermedia.

Em estudo recente realizado por Machado e colaboradores (2012), ndo foram
observadas diferencas significantes dos nimeros de periodontopatdgenos entre os grupos de
mulheres gravidas e ndo-gravidas, apesar das contagens médias mais altas de P. intermedia
nas gestantes. Contudo, eles destacaram que a maioria das mulheres incluidas no estudo néo
tinha doenca periodontal. Os autores apontam também que os altos niveis de F. nucleatum, P.
gingivalis, A. actinomycetencomitans, T. denticola, C. rectus e T. forsythia observados nas
gestantes do seu estudo, independente da presenca de periodontite ou da falta de diferencas
em comparacdo com as mulheres ndo gestantes, podem sugerir um risco aumentado de
complicacdes gestacionais.

Quando as mulheres séo suscetiveis a destruicdo periodontal ou tém uma condigéo
inflamatoria gengival pré-existente, um tratamento deve ser realizado como forma de prevenir

0 comprometimento de estruturas de suporte do periodonto, que poderiam predispor ao



desenvolvimento de periodontite. Uma atencdo diferenciada deve estar presente nos diferentes
momentos da vida da mulher de forma mais sistematica, focada nas particularidades que as
doencas periodontais assumem. Essa atencdo € ainda mais importante quando se leva em
conta que, entre as consequéncias das doencas periodontais na mulher, existem riscos maiores
para a sua saude e de sua prole. Assim sendo, os cirurgides-dentistas devem ser reconhecidos
como profissionais da equipe médica, transdisciplinar e multidisciplinar, que se dedica a
salide da mulher. (FERNANDES; OPPERMANN; ROZING, 2004; HUCK; TENENBAUM,;
DAVIDEAU, 2011)

2.3 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AOS DESFECHOS GESTACIONAIS
INDESEJADOS

Durante o periodo gestacional, muitos episddios indesejados podem ocorrer, como
aborto espontaneo, parto prematuro, baixo peso ao nascer, retardo do crescimento fetal e
anomalias esqueléticas. (BRUNETTI et al., 2004) Muitos deles sdo considerados importantes
problemas médicos, sociais e econémicos, como 0s recém-nascidos prematuros/com baixo
peso ao nascer, que representam grande propor¢do da morbimortalidade materna e,
especialmente, neonatal. (KOTHIWALE; PANWAR, 2011)

A despeito dos avancos na Perinatologia, a prematuridade esta entre os problemas
médicos de mais dificil resolucdo e que, além de oneroso, ndo € isento de riscos. A morbidade
do recém-nascido pré-termo esta relacionada a imaturidade anatdmica e fisiol6gica de seus
Orgdos, a alta incidéncia de defeitos congénitos, ao trabalho de parto e as causas que o
determinam, como infeccGes e doencgas sistémicas maternas. O conhecimento das causas da
prematuridade constitui elemento béasico & sua prevencdo e, de acordo com Guariento e
Delascio (1987), elas podem ser divididas em: causas obstétricas, ginecoldgicas e extra-
tocoginecologicas. Ressaltam-se ainda as causas iatrogénica, eletiva, imunologica e
desconhecida, a qual representa 20 a 40% dos casos. (SOUZA; CAMANO; BRUNETTI,
2004)

O crescimento fetal é resultante de complexo relacionamento de estruturas
morfologicas e funcionais, de evolucdo ordenada e constante, que culmina com o nascimento.
A evolucdo completa e adequada desse processo é regida por fatores genéticos, nutricionais,
maternos, uteroplacentarios e hormonais, os quais interagem entre si. O peso fetal ao
nascimento é determinado principalmente pela mae, que contribui com sua carga genética e
com fatores nutricionais e hormonais. (DEMIAN; CORREA JUNIOR, 2011) O feto com



crescimento intrauterino restrito (CIUR) é aquele que ndo atingiu todo o seu potencial de
desenvolvimento. Quaisquer fatores adversos que acometam a gestacdo poderdo levar a
alteracbes no desenvolvimento embrionario e fetal e estas podem interferir no
desenvolvimento dos 6rgdos fetais, no seu metabolismo e no seu padrdo de crescimento,
causando repercussdes que podem ser definitivas ou temporarias. (CORREA, 2011) Grandes
deprivacdes proteico-caldricas, fumo, drogas e medicamentos em uso crbénico ou abusivo
estdo associados a pesos mais baixos ao nascer. (DEMIAN; CORREA JUNIOR, 2011)

Até 1960, todos os neonatos com baixo peso eram classificados como prematuros. Em
1961, a OMS reconheceu que gestacdes de duracdo normal também poderiam produzir
neonatos com menos de 2500g, sugerindo que estes fossem chamados de recém-nascidos
(RNs) de baixo peso ao nascimento. Com o surgimento das curvas de crescimento fetal, eles
passaram a ser classificados em relacdo a idade gestacional (IG) como: adequados para a IG
(AIG), pequenos para a IG (PIG) ou grandes para a IG (GIG). Segundo Souza, Camano e
Brunetti (2004), conceituar um concepto como de baixo peso, sem considerar o periodo
gestacional, é de pouca valia, pois engloba conceptos de caracteristicas diferentes, e
excluindo, por vezes, o pre-termo grande para a propria 1G. Dessa forma, o primeiro passo
para o diagnéstico de CIUR € a determinacdo correta da IG, sendo que a anamnese e, se
possivel, a ultrassonografia no primeiro trimestre serdo fundamentais. (CORREA, 2011)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde e o Fundo das Nac¢des Unidas para a
Infancia (2004), mais de 20 milhdes de criancas em todo o0 mundo nascem com baixo peso, o
que corresponde a 15,5% de todos os nascimentos, sendo que, destes, 95,6% ocorrem nos
paises em desenvolvimento. O nivel de baixo peso ao nascer em paises em desenvolvimento
(16,5%) € mais do que o dobro do nivel em regibes desenvolvidas (7%). No Brasil, dados
recentes (BRASIL. Ministério da Saude, 2010) mostram que, em 2010, o nimero de nascidos
vivos com baixo peso foi de 240.353 (8,41%). S&o Paulo foi o estado com maior nimero
(55.323), seguido por Minas Gerais (24.183), Rio de Janeiro (19.676) e Bahia (17.343). Na
regido Nordeste, do total de 7.069 neonatos de baixo peso a termo ou pos-termo, a capital
baiana (Salvador) desponta com 1.477 ocorréncias.

A restricdo do crescimento intrauterino esta associada a aumento significativo de
morbimortalidade perinatal. A mortalidade neonatal de recém-nascidos com CIUR é de 6 a 10
vezes mais do que a daqueles que cresceram normalmente na vida intrauterina. Quanto a
morbidade, revela altas taxas de asfixia intraparto, hipoglicemia e retardo mental, bem como
risco aumentado de desenvolver doencas cronicas na vida adulta. (DEMIAN; CORREA
JUNIOR, 2011; CORREA, 2011)



Diversas sdo as causas de CIUR, sendo a etiologia classicamente dividida em causas
de origem materna, fetal e placentaria. Também podem ser divididas segundo o mecanismo
fisiopatoldgico que levaria a doenca: aporte materno inadequado de nutrientes e oxigénio,
mau-funcionamento placentario e leséo direta no feto. Entre as agressdes diretas ao feto, estdo
as causas genéticas, infecciosas e exposi¢cdo a radiacdo ou a substancias teratogénicas.
(CORREA, 2011)

Os diversos fatores de risco para nascimento prematuro e baixo peso ao nascer sao
idade materna baixa, primeira gravidez, histérico de prematuridade/baixo peso, aborto,
habitos como tabaco, café, abuso de drogas, educacdo e género do feto. (TRENTIN et al.,
2007; KOTHIWALE; PANWAR, 2011; MORAES et al., 2012) E consensual atualmente o
conceito de que a idade ideal para a instalacdo da primeira gestacdo seria de 18 a 20 anos,
uma vez que tanto as primigestas precoces (16 anos) como as tardias (28-30-32 e 35 anos)
apresentam frequente ocorréncia de aborto e parto prematuro, doenga hipertensiva especifica
da gestagdo, entre outras, e consequentemente, maior morbiletalidade perinatal. Raz0es
sexuais, emocionais e socioeconémicas podem interferir na boa evolucdo da gestacdo, bem
como a profissdo/ocupacdo da gestante, pois intoxicacGes lentas dependentes da sua profissdo
geralmente resultam em maior incidéncia de abortamento e ébito do concepto. Durante a
anamnese da paciente, além dos fatores supracitados, devem ainda ser arguidos antecedentes
familiares e pessoais, caracteristicas étnicas e habitos relacionados com o tabagismo,
alcoolismo e o uso de drogas. (NEME, 2005)

Entre os fatores de risco associados aos desfechos gestacionais adversos, diversos
estudos e evidéncias clinicas sustentam o importante papel que as infec¢fes maternas exercem
sobre 0 nascer prematuro e nascimento de bebés com baixo peso. (HILLIER et al., 1995)
Diversos estudos geraram evidéncias de que muitos dos partos prematuros estdo associados a
infeccdo clinica ou subclinica dos sistemas genital e urinario, geralmente pelo reconhecimento
de micro-organismos no liquido amniotico e no contetdo vaginal e endocervical das
gestantes, além da comprovacdo histologica de corioamnionite. (SOUZA; BRUNETTI,
CAMANO, 2004) Infecgdes do trato urinario representam a complicacdo médica mais
frequente durante a gestagdo, sobretudo, a bacteriuria assintomaética, sendo favorecida pelas
profundas modificacdes na anatomia do trato urinario e funcao renal, mediadas por hormoénios
e fatores mecanicos. (MILANEZ, 2005) Entre as alteracdes do contetudo vaginal capazes de
vaticinar a prematuridade, destaca-se a vaginose bacteriana, caracterizada pela diminuicéo de

lactobacilos e aparecimento de grande numero de outros micro-organismos, sobretudo



anaerdbios. (HILL, 1998; SOUZA; BRUNETTI; CAMANO, 2004; PRETORIUS; JAGATT;
LAMONT, 2007)

De acordo com Takeuchi e colaboradores (2012), a inflamagdo também é um fator de
risco para o nascimento prematuro e baixo peso ao nascer e a infec¢do microbiana aumentaria
a producdo de citocinas pré-inflamatorias na interface materno-fetal, rompendo com o
delicado equilibrio destas e ativando 0 mecanismo de parto prematuramente. Pretorius; Jagatt;
Lamont (2007) apontaram que a inflamacdo é um fator principal na via final comum que
resulta em trabalho de parto prematuro espontdneo, nascimento prematuro e sequelas
neonatais adversas. O mecanismo pelo qual a parturi¢do € iniciada, seja na gravidez a termo
seja no pré-termo, nao é totalmente conhecido. (SOUZA BRUNETTI; CAMANO, 2004)
Acredita-se que o0 aumento da producéo de prostaglandinas pelo @mnio e cdrio, processo no
qual estdo envolvidas varias citocinas e fatores de crescimento, e sua passagem para 0S
tecidos maternos seriam as primeiras etapas do trabalho de parto. (BITTAR; ZUGAIB, 2005)
Levando-se em conta que, no inicio do trabalho de parto, sdo encontradas concentracdes
aumentadas de prostaglandinas no liquido amnidtico, a teoria prostaglandinica é considerada
uma das mais bem estabelecidas. (REZENDE, 1995)

Embora haja divergéncias, a hipdtese que associa uma infecgdo ao nascer prematuro é
a de que os proprios micro-organismos ou suas toxinas, como 0s LPS, podem alcancar a
cavidade uterina durante a gestacdo pela corrente sanguinea, a partir de um foco ndo-genital
ou por meio de uma rota ascendente do trato genital inferior. Ao interagirem, provavelmente
na decidua, estimulam a producdo de mediadores quimicos inflamatorios — as prostaglandinas
(PGEZ2) e o fator de necrose tumoral — por parte da gestante, que alcancam niveis elevados,
acelerando a gestacdo, promovendo a dilatacdo cervical, a contracdo do musculo uterino, o
inicio do trabalho de parto e o nascimento propriamente dito. A ocorréncia de infecgdes
maternas clinicamente detectaveis, pela atuacdo de micro-organismos ou suas toxinas, pode
provocar resposta inflamatdria tecidual exacerbada associada a liberagcdo de interleucina-1,
prostaglandinas e fator de necrose tumoral alfa (FNT-a), mediadores quimicos envolvidos

também no desencadeamento do parto, (NEME, 2000)

2.4 ALTERACOES PERIODONTAIS E COMPLICACOES GESTACIONAIS



Nos ultimos anos, diversos estudos tém apontado a associacdo entre a doenca
periodontal e as condicOes sistémicas. Entretanto, as primeiras citagdes sobre as doencas
bucais que poderiam comprometer outros tecidos, 6rgaos ou sistemas sdo encontradas ja nos
papiros médicos datados de 2100 a. C. — mencionavam a dor de dente associada a doenga no
sistema reprodutor feminino. (REILLY; GLAFFEY, 2005) Miller (1891), no século XIX,
chamou a atencdo para esta relagdo, especialmente com o estudo da boca como foco de
infeccdo, apontando a necessidade de uma profunda compreensdo por parte do médico e do
cirurgido-dentista dos “germes da boca” como um fator na producéo de doenca.

Desde o inicio do século XX, para definir a dissemina¢cdo de micro-organismos e seus
produtos, de locais cronicamente infeccionados para outros 6rgdos do corpo, passou a ser
empregado o termo “infeccdo focal”, sendo as “infec¢des focais dentarias” aquelas em que ha
participacdo de micro-organismos bucais no desenvolvimento de doencas a distancia.
(NEWMAN, 1996; LOTUFO; PANNUTI, 2004; WILLIAMS; PAQUETTE, 2005) Entdo,
como tentativa de prevenir e/ou tratar as doencas que afetavam as pessoas, seguiu-se um
periodo de “orgia” de extracdes dentarias. Contudo, na década de 1950, ficou claro tanto para
a Medicina como para a Odontologia que as infec¢des bucais, como carie, gengivite e
periodontite, ndo podiam explicar muitas das doencas sistémicas que acometiam as pessoas e
a teoria da infeccdo focal passou a ser preterida. (WILLIAMS; PAQUETTE, 2005)

O interesse pelos efeitos sistémicos da infecgdo periodontal renasceu nos anos 90,
devido a uma série de avaliacbes epidemioldgicas que demonstraram associacdes estatisticas
entre a saude bucal deficiente e diversos comprometimentos sistémicos. Tem-se discutido
como potenciais as associagOes entre doenca periodontal e diabetes mellitus, tabagismo,
doencas cardiovasculares, doencas respiratdrias e desfechos gestacionais adversos, como 0
nascimento prematuro e baixo peso ao nascer. (CRUZ et al., 2005; BRUNETTI; MORAES;
MORAIS, 2007; SEYMOUR et al., 2007; OTOMO-CORGEL et al., 2012)

Tem-se como aspecto consistente e reprodutivel do nascimento prematuro de neonato
com baixo peso a observacdo de niveis elevados de PGE2 e fator de FNT-a, mesmo na
auséncia de quaisquer infecgdes clinica ou subclinica do trato genitourinario, o que levou a
conclusdo que a maioria dos casos é provavelmente causada por uma infeccdo de origem
desconhecida. (KOTHIWALE; PANWAR, 2011) Recentemente, foi levantada a hipotese de
que a infeccdo periodontal poderia constituir uma infeccdo materna remota que influenciaria
adversamente os resultados gestacionais. Estudos realizados por Collins e colaboradores
(1994a, b), Offenbacher e colaboradores (1996; 1998), Dasanayake (1998), Davenport e

colaboradores (1998) e Jeffcoat e colaboradores (2001) forneceram as primeiras evidéncias



dessa associacdo. Collins e colaboradores (1994 a), através de modelos de hamster gravidas,
mostraram que a exposicdo maternal ao LPS de P. gingivalis antes e durante a gravidez pode
induzir efeitos deletérios no feto em desenvolvimento. Estes autores também relataram que
infeccdes com P. gingivalis podem eliciar resultados gestacionais adversos e niveis de PGE2
e FNT-a resultantes sdo associados com a gravidade do efeito sobre o feto, com diminuigéo
média do peso dos fetos em 24%. (COLLINS et al., 1994b)

Offenbacher e colaboradores (1996) realizaram o primeiro estudo de caso-controle,
com 124 gestantes ou puérperas, para avaliar essa associacdo e relataram que, mesmo
controlando outros fatores de risco para o baixo peso ao nascimento prematuro, a doenga
periodontal é um fator de risco estatisticamente significante para esta condi¢cdo. Observaram
ainda que mulheres que tiveram recém-nascidos com baixo peso ao nascer, COmo
consequéncia da ruptura prematura de membranas, tinham a tendéncia de ter doenca
periodontal mais grave do que mulheres com criancas de peso normal. Dasanayke (1998) e
Davenport e colaboradores (1998), assim como diversos estudos recentes, tém indicado uma
associacdo estatisticamente significante entre doenca periodontal materna e resultados
gestacionais adversos. (LOURO et al., 2001; LOPEZ; SMITH; GUTIERREZ, 2002; CRUZ et
al., 2005; BASSANI; OLINTO; KREIGER, 2007; SADDKI et al., 2008; VOGT et al., 2010;
KOTHIWALE; PANWAR, 2011; TAKEUCHI et al., 2012; KUMAR et al., 2013)

No entanto, ndo é possivel afirmar categoricamente que a infeccdo periodontal em
gestantes seja um fator de risco para desfechos gestacionais adversos, uma vez que outros
estudos também publicados recentemente ndo confirmam essa associa¢do. (NOACK et al.,
2005; MOORE; RANDAHAWA; IDE, 2005; MOREU, TELEZ; GONZALEZ-JARANAY,
2005; LUNARDELLI; PERES, 2005; MICHALOWICZ et al., 2006; FARRELL; IDE;
WILSON, 2006; AGUEDA et al., 2008) Essas diferencas podem ser resultado de fatores
relacionados a selecdo e caracteristicas da amostra, critérios de exclusdo e inclusdo utilizados,
definicdo dos grupos de caso e controle, diversidade de métodos de avaliacdo e defini¢bes da
condicdo periodontal, acrescendo-se a falta de uma classificagdo comum ou um padrdo-ouro.
(ALMEIDA et al., 2006; TAKEUCHI et al., 2012; KUMAR et al., 2013) Slots (1998)
apontou que doengas periodontais ¢ “médicas” podem frequentemente ocorrer juntas, sem
indicar relacdo de causa e efeito, porem, a implicacdo da possivel associacdo causal entre
doenca periodontal e baixo peso ao nascer ndo pode ser minimizada. E também possivel que
haja uma conjuncdo de fatores subjacentes genéticos e/ou ambientais que colocam um

paciente em risco de ambas as situa¢tes. (LOURO et al., 2001)



Os desfechos gestacionais adversos estdo geralmente associados a niveis elevados de
mediadores inflamatorios locais e sistémicos e infecgdes intrauterinas. Evidéncias atuais
sugerem que os desfechos adversos primariamente se originam de infeccBes ascendentes da
vagina ou do colo do dtero ou a partir de disseminacdo sisttmica de fontes ndo-genitais
conhecidas ou ndo. (GOLDENBERG et al., 2008) A periodontite materna representa uma
fonte potencial de micro-organismos conhecidos por, rotineiramente, entrar na circulagéo e
podendo, direta e/ou indiretamente, influenciar a saide da unidade materno-fetal, ou seja,
apesar da natureza localizada da doenca periodontal, a infeccdo do sulco/bolsa periodontal
pode levar a respostas inflamatérias para aléem do periodonto. (SANZ et al., 2013; VAN
DYKE; VAN WINKELHOFF, 2013) Entretanto, o0 mecanismo exato pelo qual a doenga
periodontal na gestante poderia levar a ocorréncia das complica¢fes gestacionais ainda nao
foi completamente esclarecido.

Sabe-se que h& um equilibrio entre as bactérias do biofilme dentario e o sistema
imunolégico do hospedeiro - 0os micro-organismos liberam antigenos que sdo reconhecidos e
combatidos por mecanismos inatos e adaptativos. Uma barreira de epitélio juncional integro e
de neutréfilos polimorfonucleares impede que micro-organismos e seus produtos se
disseminem pela corrente sanguinea. (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997) Contudo,
durante a gravidez, a inflamacéo gengival aumenta significativamente na presenca de fatores
locais, observam-se altos niveis de mediadores inflamatdrios nos tecidos periodontais e o
epitélio ulcerado e inflamado da bolsa torna-se vulnerdvel a bactérias da microbiota
subgengival. Consequentemente, ocorrem bacteremias transitorias, podendo concebivelmente
alcancar os tecidos placentarios, o que forneceria o impeto inflamatério para a inducéo do
trabalho de parto. (LEON et al., 2007; VAN DYKE; VAN WINKELHOFF, 2013)
Endotoxinas, como o LPS produzido no biofilme subgengival, tambem podem alcancar a
corrente sanguinea, resultando na producdo de altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias,
como IL-1B e a PGE2, que podem induzir complica¢des sistémicas. (LOTUFO; PANNUTI,
2004)

Van Velzen, Abraham-Inpijn e Moorer (1984) propuseram trés possiveis mecanismos
pelos quais as infecgdes bucais poderiam causar repercussdes a distancia: infeccdo metastatica
devido a translocacéo de micro-organismos; injdria metastatica devido a circulagdo de toxinas
dos micro-organismos bucais; e inflamagdo metastatica devido a injuria imunologica induzida
por micro-organismos bucais. (LOTUFO; PANNUTI, 2004) Bobetsis, Barros e Offenbacher
(2006) propuseram um modelo de mecanismo hipotético que poderia explicar a associacdo

bioldgica entre doenca periodontal e desfechos gestacionais adversos. Este modelo possui



duas vias principais: uma via direta, na qual bactérias periodontais e/ou seus produtos
patogénicos se disseminam para a unidade fetoplacentéria e iniciam uma infeccdo ectopica
e/ou desencadeiam uma resposta inflamatdria local que resulta em elevacdo de citocinas e
mediadores inflamatorios, contribuindo para complicacdes gestacionais; e uma via indireta,
em que os mediadores e citocinas inflamatorias, produzidos em nivel gengival como resposta
aos patdgenos periodontais, entram na circulacdo sanguinea e alcangam a unidade
fetoplacentaria e/ou o figado, onde estimulam uma resposta inflamatoria sistémica pela
producdo de reagentes de fase aguda. Esses produtos, como a proteina C reativa, acessam a
circulagdo sanguinea e podem entrar na unidade fetoplacentaria exacerbando a inflamacéo
intrauterina.

Mais recentemente, Madianos, Bobetsis e Offenbacher (2013) relataram que 0s
estudos descritos em humanos e em modelos animais fornecem fortes argumentos para a
plausibilidade bioldgica da associacdo de causalidade entre as duas condi¢des e, com base nos
dados disponiveis na literatura, elaboraram um possivel modelo bioldgico (Figura 1). Os
autores apontaram que a via biologica mais importante que determina se um desfecho
gestacional ocorrerd € o desafio/estabelecimento de uma infec¢do na unidade fetoplacentaria

por patdgenos periodontais/produtos.



Figura 1 - Possiveis vias ou mecanismos bioldgicos associando a doenga periodontal e complicagdes
na gravidez.

+Inflamac@o placentaria
*Reducao de fatores de crescimento

Disseminagao hematogénica
»Bactérias e/ou subprodutos
»Citocinas proinflamatorias

Pré-eclampsia
Arquitetura danificada s | Baixo pesoao
nascer

Membrana
corioamniodtica

Desenvolvimento dos 6rgos prejudicado

!

- Produto
. e_— bacteriano

@ © Aborto espontaneo
o® Mortalidade/morbidade perinatal
Deficiéncias de longo prazo
s inftamatoris

Infecgdoascendente
»Bactérias e/ou subprodutos
»Citocinas proinflamatorias

g

Invasdo bacteriana
das membranas e placenta

Reagentes de -Inflamaﬁgéo via ativacdo de TLR-4 w—p RUPtUra da Membrana wep Nascimtemo
fase aguda do figado materno *Producao de PGE; e contracdo uterina prematuro

Fonte: Adaptado de Madianos, Bobetsis e Offenbacher (2013).

Os niveis de PGE2 e citocinas (como FNT-a e IL-1B) no fluido amnidtico aumentam
progressivamente durante a gestacdo até que um limiar critico seja atingido para induzir o
trabalho de parto. Dessa forma, a parturicdo normal é controlada por sinalizacao inflamatéria
e esse processo representa um mecanismo desencadeador que pode ser modificado por
estimulos externos incluindo infeccdo e estressores inflamatorios. (MADIANOS; BOBETSIS;
OFFENBACHER, 2013) Foram relatados niveis significativamente mais altos de PGE no
liquido gengival sulcular de mées de recém-nascidos prematuros de baixo peso, bem como
uma associacdo inversa significante entre peso ao nascer e niveis de PGE, o que poderia ser
uma explicacdo para a associagdo encontrada entre doenca periodontal e baixo peso.
(OFFENBACHER et al., 1998) Estas moléculas produzidas no periodonto poderiam ser
lancadas na circulacdo, atravessar a placenta e elevar os niveis de PGE e FNT no liquido
amniotico. No estudo de Collins e colaboradores (1994b), foi encontrada uma associacdo
estatisticamente significante entre niveis aumentados de PGE2 e FNT-a ¢ retardo do
crescimento fetal e embrioletalidade, indicando que a resposta inflamatoria materna diante da
infeccdo por micro-organismo bucal seria uma ativadora potencial do mecanismo de retardo

do crescimento intrauterino. Contudo, ha evidéncias limitadas e principalmente negativas de



que a elevacdo de mediadores no fluido sulcular gengival, soro e fluido amnidtico estariam
associados a complicagfes na gestacdo em pacientes com periodontite. (SERT et al., 2011;
TARANNUM; FAIZUDDIN; MADAIAH, 2011; FIORINI et al., 2012)

Investigacdes tém sido realizadas utilizando modelos animais e analise da composicao
da microbiota subgengival, com intuito de avaliar a relacdo entre espécies bacterianas
intimamente associadas a doenga periodontal e a complicacGes gestacionais. Modelos animais
podem proporcionar evidéncias sugestivas de que uma espécie microbiana pode desempenhar
algum papel na doenca humana. (PAPAPANOU; LINDHE, 2005) Sendo assim, diversos
modelos experimentais tém sido empregados para simular, de maneira simplificada e
reprodutivel, uma infeccdo periodontal em animais gravidos. Experimentos utilizando
infeccbes subcutaneas, com periodontopatogenos, e doenca periodontal experimental, em
hamsters gravidas, mostraram diminui¢cdo do crescimento fetal e aumento de niveis de
mediadores inflamatorios (DASANAYAKE, 1998); e estudos observaram ocorréncia de
desfechos gestacionais adversos, como crescimento intrauterino restrito e nascimento
prematuro, apos injecdo de periodontopatégenos em animais gravidos. (LIN et al., 2003;
HAN et al., 2004; OFFENBACHER et al., 2005; YEO et al., 2005) Os micro-organismos
mais frequentemente associados aos desfechos clinicos indesejaveis incluem Fusobacterium
nucleatum, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus micros, Prevotella nigrescens,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola. (HAN et al., 2004; LIN et al., 2007; BARAK et al., 2007; LEON et al., 2007;
YOKOYAMA et al., 2008; KATZ et al., 2009; GURSOY et al., 2009; DAVENPORT, 2010)

Em estudo realizado por Han e colaboradores (2004), observou-se que a inoculagéo
intravenosa de ratos com F. nucleatum foi capaz de induzir desfechos gestacionais
indesejaveis, indicando a sua capacidade de colonizar o Utero através de uma via
hematogénica; ademais, indicou a possibilidade de que outras bactérias orais poderiam
colonizar a placenta e causar nascimentos prematuros. Um modelo experimental de exposi¢édo
materna cronica, a P. gingivalis utilizando coelhos, desenvolvido por Boggess e
colaboradores (2005), mostrou que a exposicdo em um sitio distante do trato reprodutivo
resulta em disseminacdo sisttémica e exposicdo do feto e placenta, podendo ser util para
estudar os efeitos e a disseminacgédo desse patdgeno na unidade fetoplacentaria.

Esforcos para detectar os periodontopatogenos em biofilme dental tém incluido provas
de DNA, procedimentos de cultura, medi¢bes microscopicas e reagentes imunologicos.
(CHAN et al., 2010) Os avancos tecnoldgicos, como o mapeamento da hibridizacdo DNA-

DNA e reacdo em cadeia de polimerase (PCR), agora permitem a identificacdo de micro-



organismos especificos em inumeras amostras de biofilme sugbengival. (PAPAPANOU,;
LINDHE, 2005) No estudo de Contreras e colaboradores (2006), a presenga de P. gingivalis,
T. forsythia e E. corrodens no biofilme subgengival foi significantemente associada a pré-
eclampsia em gravidas. Ledn e colaboradores (2007) detectaram uma invasao microbiana da
cavidade amnidtica por P. gingivalis de 30,8% e que a bactéria estava presente, tanto nas
amostras de biofilme subgengival, como na respectiva amostra do fluido amniotico, o que
pode indicar um papel desse patdgeno periodontal nas gestantes com um diagnéstico de risco
de parto prematuro. Lin e colaboradores (2007) relataram que 0s niveis pos-parto de oito
patdgenos periodontais foram pelo menos duas vezes maiores no grupo com nascimento pré-
termo do que no grupo controle, sendo que, ap6s 0 ajuste para 0s niveis pré-parto, foram
mantidas diferencas estatisticamente significantes nos niveis de P. gingivalis, T. forsythia, P.
intermedia e P. nigrescens entre 0s grupos pré-termo e a termo.

Entretanto, existem estudos em que ndo s&o observadas tais associa¢des (VETTORE et
al., 2008; RYU et al.,, 2010; SOUCCAR et al., 2010). Ryu e colaboradores (2010) né&o
observaram relacao significante entre a doenca periodontal e o parto prematuro; além disso,
dentre os fatores microbianos, somente P. gingivalis mostrou alguma diferenca entre os
grupos caso e controle (P = 0.060). No estudo de Vettore e colaboradores (2008), puérperas
com nascimento pré-termo de neonato de baixo peso e aquelas que se apresentavam dentro
dos padrdes de normalidade ndo apresentaram diferencas com relacdo as proporcfes de 39
espécies bacterianas das amostras de biofilme subgengival.

Apesar de as associacdes propostas parecerem biologicamente plausiveis, ainda néo se
deve extrair qualquer conclusdo definitiva se estas condi¢cGes ocorrem paralelamente a
infeccdo bucal, sem relacéo de causa e efeito, ou se elas sdo de fato causais, e se forem, sobre
a magnitude de seus efeitos bioldgicos. Entretanto, esses estudos sublinham o fato de que a
cavidade oral é parte integrante do corpo humano e que a salde sistémica deve abranger a
saude oral também. Esses estudos possibilitam expandir a esfera de investigacéo, adquirindo e
produzindo novos conhecimentos. (PAPAPANOU; LINDHE, 2005) Além disso, por conta
dessa possivel associagdo entre a infeccdo cronica periodontal e os quadros clinicos de risco
para a gestante e o feto, faz-se necessaria a avaliacdo periodontal pelo cirurgido-dentista
durante a gestacdo, bem como maior interacdo dele com os demais profissionais da area da

salde que acompanham a futura mae.






3 OBJETIVOS



Apresentam-se, a seguir, 0s objetivos estabelecidos para o desenvolvimento deste
estudo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a associacdo entre a presenca de bactérias periodontopatogénicas no biofilme

subgengival de puérperas e o0 nascimento de bebés com peso inferior a 2500g.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o perfil epidemioldgico das puérperas, de acordo com o desfecho
gestacional (peso ao nascer <2.500 gramas);

e Determinar a frequéncia de cinco periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema denticola, Tannerella forsythia
e Prevotella intermedia) nas amostras de biofilme subgengival de puérperas;

e Comparar 0s niveis destes periodontopatdgenos entre as mées de criangas nascidas
com peso inferior a 2500g e as méaes de recém-nascidos com peso igual ou superior a
2500g.

e Comparar o0s niveis dos periodontopatdgenos entre as puérperas diagnosticadas com

periodontite e sem periodontite.



4 METODOLOGIA



Trata-se de evidenciar, nesta secdo, os procedimentos metodolégicos do estudo que
levaram ao cumprimento dos objetivos.

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente estudo € de natureza observacional, transversal, aninhado a um estudo do
tipo caso-controle, em que o grupo teste (A) foi constituido por mées de criangas nascidas
com peso inferior a 2500g e o grupo controle (B), por mées de recém-nascidos do mesmo
hospital, com peso igual ou superior a 2500g. As puérperas foram também divididas
considerando a presenca e auséncia de periodontite (grupos CP e SP, respectivamente) para
uma melhor compreensdo sobre as suas condi¢cdes de infeccdo bucal. Participaram da
investigacdo as puérperas que buscaram atendimento no Hospital Inécia Pinto dos Santos
(Hospital da Mulher), localizado no Bairro Jardim Cruzeiro, na cidade de Feira de Santana-
Bahia.

4.2 PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM

O tamanho da amostra foi calculado com base em estudo-piloto realizado previamente
por grupo de pesquisa (FIGUEIREDO, 2012), de acordo com 0s seguintes parametros:
frequéncia da doenca periodontal de 38,71% entre mées do grupo caso (<2500g) e de 22,22%
para maes do grupo controle (>2500g). Assim, o tamanho da amostra minima (287) foi
estimado em 72 casos e 215 controles com o emprego do programa Epi Info, admitindo-se um
nivel de confianga (o) de 95%, um poder do estudo (B) de 80% e trés controles para cada
caso. Para compor a populacao do estudo, foram convidadas todas as mées de recém-nascidos
com baixo peso (<25009) presentes no hospital até dois dias ap0s o parto, bem como aquelas
cujo retorno estava agendado para até uma semana depois do parto para realizacdo da consulta
de acompanhamento médico ou odontol6gico. No mesmo hospital e durante 0 mesmo
periodo, foram selecionadas mées de recém-nascidos com peso >2500g para compor o grupo

controle mediante o emprego da tabela de numeros aleatorios.



4.3 COLETA DE DADOS

Para obtencdo dos dados referentes ao peso do recém-nascido, foi consultado o livro
de registro de nascimentos do hospital. Todas as participantes voluntarias de ambos 0s
grupos-teste e controle foram convidadas a responder, mediante anamnese direcionada em
horéario agendado, um questionario semiestruturado, cujo contetdo englobou dados referentes
a: identificacdo e dados sociodemograficos, como idade, sexo, cor da pele, situacdo conjugal,
local de residéncia, escolaridade e renda familiar, ocupacdo atual e anteriores; aspectos da
historia gestacional, como patologias existentes, tipo de parto, niUmero de gestagdes, uso de
medicamentos e peso pré-gestacional; habitos de vida, como consumo de tabaco ou bebidas
alcoolicas; aspectos relacionados a satde bucal — atencdo odontoldgica , tipo e frequéncia de
higienizacdo (APENDICE A).

A historia médica das participantes foi revista e excluiu-se do estudo aquelas
portadoras de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, doenca renal, doenca da
paratireoide, urolitiase, vaginose bacteriana, malformacdo congénita do feto, entre outros
fatores que poderiam afetar o resultado da gravidez (KUMAR et al., 2013); aquelas puérperas
que necessitavam de profilaxia antibiética para os procedimentos odontolégicos ou que
tivessem sido submetidas a tratamento periodontal durante a gestacéo.

Apos a entrevista, um cirurgido-dentista previamente treinado e calibrado realizou no
leito o exame clinico periodontal de cada participante, direcionado para possibilitar a
construcdo de medidas de acordo com os parametros clinicos. Para a realizacdo dessa etapa,
foi elaborada uma ficha clinica contendo roteiro padronizado com todos os descritores
clinicos contemplados no estudo (APENDICE B). O examinador e entrevistador foram cegos
para o estado das participantes (teste ou controle) no momento da anamnese e exame clinico

periodontal.

4.3.1 Exame Periodontal

A avaliacdo periodontal deste estudo contemplou os descritores clinicos mencionados
a seguir. Além dessa avaliacdo, o exame bucal incluiu registro de nimero de dentes presentes,
com lesdo cariosa, perdidos e com restauracdes, bem como qualquer aspecto observado que

ndo se encontrava dentro dos limites da normalidade.



4.3.1.1 Profundidade de sondagem: consiste na distancia entre a margem gengival e o ponto
mais apical sondavel, medida com uma sonda milimetrada do tipo Williams (Trinity, S&o
Paulo). Foi registrada em 6 diferentes sitios em cada dente, conforme descrito por Pihlstrom,
Ortiz-Campos e Mchugh (1981), que consiste em quatro medidas proximais (nos angulos
mésio-vestibular, mésio-lingual, disto-vestibular e disto-lingual), uma na regido médio-
vestibular e uma na regido médio-lingual. A sonda foi introduzida delicadamente no sulco
gengival de cada face, paralela ao longo do eixo do dente, até encontrar uma resisténcia
tecidual minima a penetracdo, sendo entdo a marca¢do numérica, em milimetros, registrada
pelo auxiliar em ficha propria. Quando a margem gengival estava localizada entre duas
marcas da sonda, adotou-se o valor inteiro da marca mais proxima e quando a margem se

encontrava numa posicao equidistante de duas marcas foi considerada a maior.

4.3.1.2 indice de recessdo/hiperplasia: As medidas da altura da margem gengival em relago
a juncdo cemento-esmalte foram registradas em seis locais para cada dente, conforme descrito
anteriormente, na medida de profundidade de sondagem de sulco/bolsa e sendo utilizadas as
mesmas sondas milimetradas. No caso de uma recessdo gengival, o valor em milimetros foi
considerado positivo. Quando a margem gengival estava localizada coronalmente a juncéo
cemento-esmalte, ou seja, no caso de uma hiperplasia gengival, o valor em milimetros da
margem gengival a juncdo cemento-esmalte foi considerado negativo. Essas medidas foram
obtidas com o posicionamento da ponta da sonda na margem gengival e o valor, em
milimetros, a partir deste ponto até a juncdo cemento-esmalte, foi imediatamente anotado em
ficha pelo auxiliar. Com a sonda milimetrada paralela ao longo eixo do dente e as superficies
dentérias secas com jato de ar, estabeleceram-se uma sequéncia, como ja descrito no item
anterior, e os procedimentos de aproximacdo numérica quando a juncdo cemento-esmalte se

localizava entre as marcas da sonda.

4.3.1.3 Nivel de insercdo clinica: A medida de inser¢do clinica (RAMFJORD, 1959) foi
obtida pela somatéria dos valores da profundidade de sondagem de sulco/bolsa e das medidas
de recessdo ou hiperplasia gengivais. No caso de uma recessdo, a perda de insercao clinica foi
a soma dos valores de profundidade de bolsa e da medida de recessdo. No caso de uma
hiperplasia gengival, foi a somatdria do valor positivo da profundidade de bolsa com o valor
negativo dado a hiperplasia, ou seja, representando, na préatica, a subtracdo do valor da
hiperplasia daquele atribuido & profundidade de sondagem. Finalmente, seis medidas de perda



de insercéo clinica foram obtidas: mésio-vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, disto-

lingual, médio-lingual e mésio-lingual.

4.3.1.4 indice de sangramento & sondagem: Avaliou-se a condi¢do gengival mediante o indice
de sangramento (AINAMO; BAY, 1976), usando o critério da presenca de sangramento apds
a sondagem. Seguindo-se a secagem das superficies dentarias e a medicéo da profundidade de
sondagem de sulco/bolsa, observou-se, passados 10 segundos, a presenca ou ndo de
sangramento apo6s a remocdo da sonda milimetrada da bolsa ou sulco. Quando observado
sangramento subsequente a sondagem em determinada face, o registro foi feito na ficha. A
proporcdo de faces sangrantes em relacdo ao total de faces examinadas foi calculada,

determinando assim o indice de sangramento para cada individuo.

4.3.2 Coleta de biofilme subgengival

Amostras do biofilme subgengival foram obtidas dos sitios com maior profundidade
de sondagem de cada sextante, ou seja, de seis sitios diferentes. Apds a remoc¢do da placa
supragengival com gaze estéril, o biofilme subgengival foi coletado utilizando curetas do tipo
Gracey estéreis (GURSOY et al., 2009), por meio de movimentos leves de raspagem para a
remocao do biofilme acumulado. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em solucéo

salina tamponada com fosfato, em tubos do tipo Eppendorf estéreis.

4.4 DIAGNOSTICO DA DOENCA PERIODONTAL E AVALIACAO DO BAIXO PESO
AO NASCER

Todas as participantes deste estudo tiveram diagnostico de periodontite empregando-
se o critério em que é considerado doente o individuo que apresentar pelo menos trés dentes
com, no minimo, um sitio com profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm, perda de
insercdo maior ou igual a 3mm e sangramento a sondagem, no mesmo sitio.

Deste modo, as participantes foram classificadas, de acordo com a condicéo
periodontal, em dois grupos: Grupo com Periodontite (CP): mées de recém-nascidos
classificadas de acordo com os critérios descritos acima; Grupo sem Periodontite (SP): maes

de recém-nascidos que ndo se enquadraram na classificacéo referida.



O desfecho gestacional avaliado foi o baixo peso ao nascer, de acordo com a OMS. O
baixo peso ao nascer foi considerado quando o recém-nascido apresentou peso inferior a
2500g. Coletou-se o registro do peso ao nascer no certificado de nascimento ou cartdo do
recém-nascido. Dessa forma, as puérperas foram classificadas de acordo com o desfecho
gestacional em: Grupo A) Mées de recém-nascidos com peso ao nascer inferior a 2500g;
Grupo B) Maes de recém-nascidos com peso ao nascer igual ou superior a 2500g.

4.5 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A avaliacdo microbioldgica foi executada numa cooperacdo do Laboratorio de
Imunologia e Biologia Molecular (LABIMUNO - UFBA), Laboratorio de Biologia
Molecular do Hospital Universitario Professor Edgar Santos (HUPES — UFBA) e o Nucleo de
Pesquisa Prética Integrada e Investigacdo Multidisciplinar (NUPPIIM — UEFS).

4.5.1 Extracdo de DNA Bacteriano das Amostras

Para a extracdo de DNA das amostras de biofilme subgengival, empregou-se o kit
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen™. Primeiramente, foram adicionados 180pl
de Digestion Buffer em cada tubo de amostra, seguidos por 20ul de Proteinase K e incubacao
em termobloco por 30 minutos a 55°C. Apds a incubacdo, foram acrescidos 20ul de RNase A
e realizada nova incubacdo por 2 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200ul
de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer e 200ul de Etanol 96-100%.

A etapa seguinte consistiu na purificacdo: todo o contedo de cada tubo foi pipetado
em uma coluna de silica e centrifugado a 10.000g por 1 minuto. O filtro foi retirado
cuidadosamente, descartando-se o contetido do tubo de coleta e, ap6s a secagem da margem, o
filtro foi colocado no mesmo tubo. Entdo, adicionaram-se 500ul de WBL1 na coluna de silica,
sendo centrifugada a 10.000g por 1 minuto. Novamente o filtro foi retirado com cuidado,
descartando-se o contetido do tubo de coleta e, apds a secagem da margem do tubo, este foi
recolocado no mesmo tubo. Acrescentaram-se 500ul de WB2 na coluna, os tubos foram
centrifugados a 18.000g por 2 minutos, os filtros foram retirados e os tubos, descartados e
substituidos por novos tubos de coleta. Estes foram centrifugados a 18.000 até 20.000g por 3
minutos, descartados e os seus filtros, colocados em um tubo Eppendorf.

Na etapa final (elui¢do), adicinou-se o Genomic Elution Buffer (30ul) em cada coluna,

0s tubos foram incubados por 1 minuto e centrifugados a velocidade maxima por 1 minuto.



Em seguida, adicionaram-se 25pl do mesmo tampdo a cada coluna, as quais foram
centrifugadas a velocidade maxima por 3 minutos e os tubos foram estocados a -80°C. O
protocolo elaborado e empregado na etapa de extragdo encontra-se no Apéndice C. Em
sequida, as amostras foram amplificadas pela técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR).

4.5.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR consiste numa técnica através da qual sdo produzidas milhdes de copias de um
ou mais genes, a partir de uma minima quantidade de material genético de uma amostra. Esta
técnica, cuja principal vantagem € a alta sensibilidade, utiliza ciclos repetidos de sintese de
DNA para replicar uma sequéncia-alvo presente numa amostra-problema, até obter um
nimero de copias suficiente para ser detectado. Para isso, € necessaria a presenca de
oligonucleotideos complementares a ambas as cadeias de DNA da sequéncia, conhecidos
como primers ou iniciadores especificos, que sdo curtos pedacos sintéticos de DNA. Uma
reacdo de PCR geralmente apresenta entre 30 a 50 ciclos, sendo que cada ciclo apresenta trés
estagios (desnaturacdo, anelamento e extensdo) e, apds cada ciclo, a quantidade de copias
aumenta exponencialmente, resultando na producdo de milhdes de cdpias do gene ao final da
reacdo. (MAYER; LORENZO, 2004) Aqui serdo descritas as etapas das PCRs empregadas

neste estudo.

4.5.2.1 Selecéo dos primers

Para a amplificacdo das amostras de DNA pela técnica de PCR, foram utilizados pares
de primers especificos (GONCHAROFF et al., 1993; SAKAMOTO et al., 2001;
BAUMGARTNER et al., 1999) para cinco periodontopatégenos: Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema denticola, Tannerella forsythia e
Prevotella intermedia (Quadro 1). Quando necessario, empregou-se um par de primers
universais para deteccdo da sequéncia 16S rDNA — quando os produtos das PCRs de uma
amostra resultaram em bandas fracas ou inexistentes foram utilizados esses primers para

confirmar a presenca de DNA bacteriano na amostra.



4.5.2.2 Preparacgao de Master Mix e condi¢Oes da amplificacéo por PCR

A amplificacdo por PCR para a deteccdo de DNA bacteriano nas amostras de biofilme
subgengival foi realizada em volume final de 25uL, utilizando-se os valores mostrados nos
Quadros 2 e 3. A reacdo de amplificacdo foi realizada em um termociclador, inicialmente
programado para 94 °C por 5 minutos, e tera 40 ciclos, em que: o estagio de desnaturacéo foi
a 94 °C por 20 segundos; o anelamento, por 20 segundos com as temperaturas adequadas para
cada par de primers (Quadro 1); a extenséo foi feita a 72 °C por 30 segundos e, ao final, para a

completa extensdo do DNA, utilizou-se uma temperatura de 72°C por 4 minutos.

Quadro 1 - Nomenclatura, sequéncia, temperatura de anelamento e tamanho dos amplicons produzidos dos
pares de primers espécie-especificos para PCR.

Temperatura

Micro-organismos Sequéncia de Oligonucleotideos 5° 3’ de anelamento Tamanho (pb)
°C)

Porphyromonas AGG CAG CTT GCC ATACTG CG 5 204
gingivalis ACT GTT AGC AAC TACCGA TGT

Aggregatibacter CTA GGT ATT GCG AAACAATTT G 56 262
actinomycetemcomitans CCT GAA ATT AAG CTG GTA ATC

Treponema denticola TAATACCGAATGTGC TCATTT ACAT 53 316

TCA AAG AAG CATTCCCTCTTCTTCTTA

GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA
Tannerella forsythia 62 641
TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T

CGT GGA CCA AAG ATT CAT CGG TGG A
Prevotella intermedia 60 259
CCGCTTTAC TCC CCA ACA AA

Fonte: Elaborac&o da autora.
Legenda: pb: pares de bases

Quadro 2 — Valores utilizados para preparo do master mix das reacdes de PCR para Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema denticola e Prevotella intermedia.

Volume de uma reacéo
Concentracao inicial | Concentracao final
(uL)
PCR buffer sem MgCl, 10X 1X 2,5
BSA 1Mm 0,04 mM 1,0
dNTPs 2,5 mM 0,2 mM 2,0
MgCl, 50 mM 2,5 mM 1,25
Primer Forward 10 uM 0,3uM 0,75
Primer Reverse 10uM 0,3uM 0,75




Platinum Taq
Polymerase 5U/uL 0,02U/uL 0,1
(Invitrogen™)
DNA-Template 1 0,1 2,5
H,0 livre de RNAse - - 14,15
Total - - 25pL

Fonte: Elaborag&o da autora.

Quadro 3 — Valores utilizados para preparo do master mix das reacdes de PCR para Tannerella forsythia.

Concentracéo inicial | Concentracao final Velume de uma reagao
(uL)
PCR buffer sem MgCl, 10X 1X 2,5
BSA 1mM 0,04 mM 1,0
dNTPs 2,5mM 0,2 mM 2,0
MgCl, 50 mM 4,0 mM 2,0
Primer Forward 10 uM 0,5uM 1,25
Primer Reverse 10uM 0,5uM 1,25
Platinum Taq
Polymerase 5U/uL 0,02U/uL 0,1
(Invitrogen™)
DNA-Template 1 0,1 2,5
H,0 livre de RNAse - - 12,4
Total - - 25uL

Fonte: Elaborac&o da autora.

4.5.3 Deteccao dos Produtos de PCR por Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da amplificagdo (10uL) foram observados e comparados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em tampédo 1X TAE, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™) e fotografado sob um transiluminador de luz azul (Figuras 2 a 6). Como

marcador molecular, utilizou-se escada de DNA de 100 pb (Invitrogen™).



Figura 2 - Amplificagdo por PCR de Aggregatibacter actinomycetemcomitans utilizando primers especificos.
Tamanho esperado dos produtos: 262 pb. Poco 5: escada de DNA de 100 pb. Pogos 2, 3, 4, 9:
amostras demonstrando amplificacdes da sequéncia alvo (presenca de banda). Pogos 1, 6, 7, 8:
nenhuma amplificacdo (auséncia de banda).
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Fonte: Elaboracéo da autora.

Figura 3 - Amplificagdo por PCR de Porphyromonas gingivalis utilizando primers especificos. Tamanho
esperado dos produtos: 404 pb. Poco 5: escada de DNA de 100 pb. Pogos 3, 4, 6, 8, 9: amostras
demonstrando amplificagBes da sequéncia alvo (presenga de banda). Pocos 1, 2, 7: nenhuma
amplificacdo (auséncia de banda).

Fonte: Elaboracdo da autora.



Figura 4 - Amplificagdo por PCR de Treponema denticola utilizando primers especificos. Tamanho esperado
dos produtos: 316 pb. Poco 5: escada de DNA de 100 pb. Pocos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9: amostras
demonstrando amplificaces da sequéncia alvo (presenca de banda). Poco 8: nenhuma amplificacdo
(auséncia de banda).
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Fonte: Elaboracdo da autora.

Figura 5 - Amplificagdo por PCR de Prevotella intermedia utilizando primers especificos. Tamanho esperado
dos produtos: 259 pb. Poco 5: escada de DNA de 100 pb. Pocos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8: amostras
demonstrando amplificacGes da sequéncia alvo (presenca de banda). Poco 9: nenhuma amplificacéo
(auséncia de banda).
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Fonte: Elaboracdo da autora.




Figura 6 - Amplificacdo por PCR de Tannerella forsythia utilizando primers especificos. Tamanho esperado dos
produtos: 641 pb. Poco 5: escada de DNA de 100 pb. Todas as amostras demonstraram amplificacdes
da sequéncia alvo (presenca de banda).

Fonte: Elaboragéo da autora.

4.6 DESCRICAO DAS VARIAVEIS

A seguir, apresentam-se as variaveis e covariaveis empregadas neste estudo.

4.6.1 Variavel dependente: Peso ao nascer - varidvel dicotdbmica. Considerou-se a presenca
ou auséncia do peso ao nascer <2500 gramas, de acordo com 0s critérios descritos

anteriormente (item 4.6).

4.6.2 Variaveis independentes: Presengca de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia e Prevotella
intermedia - variaveis dicotdmicas. Considerou-se a presenca ou auséncia das bactérias

supracitadas no biofilme subgengival das puérperas.

4.6.3 Covariaveis
Apresentam-se, a seguir, as covariaveis deste estudo, em nimero de trés.



4.6.3.1 Sociodemogréficas

Idade - idade em anos, referida na data da entrevista. Covariavel dicotdmica.

Considerou-se idade entre; 18-35 anos ou 14-17 anos/>36 anos;

Nivel socioecondmico — indicador baseado na escolaridade materna (em anos de

estudo) e renda familiar per capita (em salarios-minimos). Covariavel dicotdmica.

Para obtencdo do nivel de escolaridade, considerou-se mais do que 4 anos de
estudo ou de 0 a 4 anos de estudo. Para a renda familiar, considerou-se renda

maior do que 1 sal&rio-minimo ou de 0 a 1 salario-minimo;

Tamanho da familia (nUmero de pessoas que residem no domicilio). Covariavel
dicotdbmica. Considerou-se a presenca de 4 ou mais residentes no domicilio ou

menos do que 4 pessoas;
Situacdo conjugal - com ou sem conjuge. Covariavel dicotdmica.

Considerou-se a condicdo com cOnjuge (casada ou em unido estavel) ou sem

conjuge (solteira, vilva ou separada).

4.6.3.2 Historia gestacional e condicGes pré-existentes

Patologias pré-existentes: hipertensdo arterial, diabetes insulinodependente.
Covariavel dicotdmica. Considerou-se a presenca ou auséncia destas patologias.

IMC pré-gestacional: indice de massa corporal antes da gestacdo. Covariavel
dicotdmica. Considerou-se um IMC maior do que 18,5 ou igual/menor do que 18,5;
Histdrico de nascidos com baixo peso: covariavel dicotbmica. Considerou-se a
presenca ou auséncia da ocorréncia de nascimentos anteriores de bebés com baixo

peso;

Fumo durante a gestacdo: covariavel dicotdmica. Considerou-se a presenca ou

auséncia desse habito no periodo gestacional.

4.6.3.3 Aspectos relacionados a satde bucal

Periodontite: covariavel dicotdmica.



Considerou-se a presenca ou auséncia de periodontite, de acordo com os critérios
descritos anteriormente (item 4.6).

= Escovacdo ap0s refeicdes: covariavel dicotdmica.
Considerou-se a presenca ou auséncia desse habito durante a gestacao;

= Uso de fioffita dental: covariavel dicotdmica.
Considerou-se a presenca ou auséncia desse habito durante a gestagéo;

= Visita ao cirurgido-dentista durante a gravidez: covariavel dicotémica.
Considerou-se a presenca ou auséncia de visitas ao dentista na gestacao.

= Recebeu orientacdo do dentista sobre higiene bucal: covariavel dicotémica.
Considerou-se a presenca ou auséncia de orientacdes sobre higiene bucal durante a

gestacao.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Inicialmente, foi realizada a analise descritiva das varidveis gerais de caracterizacdo
dos grupos em estudo, obtendo-se as frequéncias simples e relativas para as variaveis
categoricas e as medidas de tendéncia central e de dispersdo para as variaveis continuas,
observando-se graficamente a natureza das distribuicdes.

Para avaliar o grau de homegeneidade ou comparabilidade entre 0s grupos, no que se
refere tanto as suas caracteristicas de interesse quanto as frequéncias alélicas e genotipicas, foi
empregado o teste Qui-quadrado de Pearson, com nivel de significancia de 5%. Ao final da
realizacdo desses procedimentos, estimou-se a OR bruta para cada tipo de associacdo em
estudo, utilizando-se o teste de Mantel-Haenszel. Os dados foram processados no programa
SPSS verséo 19.

4.8 ASPECTOS ETICOS

Para a sua realizacdo, este trabalho foi submetido & apreciacio do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual de Feira de Santana e aprovado, conforme o
registro sob protocolo N° 152/2008, CAAE 0151.0.059.000-08 (ANEXO A). Todas as
puérperas foram esclarecidas quanto aos objetivos e etapas da investigacdo, participando de
forma esponténea e voluntaria, com posterior assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (APENDICE D). O exame periodontal realizado na cavidade bucal das



participantes serve para avaliar a presenca e a gravidade da doenca periodontal, nédo
representando risco a salde da participante. Os resultados dos exames registrados nos cartdes
das gestantes e prontuarios médicos foram avaliados, bem como o peso ao nascer, para
observar se existe relacdo com a condicdo bucal. Os resultados desta pesquisa servirdo para
cirurgides-dentistas e outros profissionais de saide compreender melhor o papel das doengas
periodontais como um possivel fator de risco para a ocorréncia do baixo peso ao nascer. Os
dados obtidos foram confidenciais e de responsabilidade dos profissionais envolvidos na
pesquisa. Além disso, quando detectada alguma necessidade de atendimento odontolégico, 0s
pacientes foram encaminhados para o Curso de Odontologia da UEFS para que fossem

realizados os procedimentos devidos.



5 RESULTADOS



Foram avaliadas 303 puérperas no estudo, classificadas de acordo com o desfecho
peso ao nascer do recém-nascido. Desta forma, 79 (26,1%) mulheres formaram o grupo de
mées de recém-nascidos com peso < 2500g (Grupo A) e 224 (73,9%), o grupo de maes de
recém-nascidos com peso > 25009 (Grupo B). A média de idade das participantes do grupo A
foi de 23 anos (+ 7,0 anos), com limite minimo de 13 anos e m&ximo de 57 anos. J& a média
de idade das participantes do grupo B foi de 24,6 anos (+ 6,1 anos), com limite minimo e

méaximo de 13 e 52 anos, respectivamente.

A avaliacdo das caracteristicas gerais das puérperas demonstrou que ambos 0S grupos
sdo homogéneos sob os aspectos da renda familiar, escolaridade materna, densidade
domiciliar e situacdo conjugal. Entretanto, a idade das participantes foi estatisticamente
diferente entre os grupos, como pode se observar na Tabela 1, com 84,37% das puérperas do
grupo B com idades de 18 a 35 anos, contra 62,02% das puérperas do grupo A, nessa faixa
etaria (p=0.000).

No que se refere aos aspectos relacionados a salde da gestante, 0s grupos
apresentaram homogeneidade nas covariaveis fumo durante a gestacdo, diabetes
insulinodependente e hipertensdo (Tabela 1). Entretanto, entre as mulheres que tiveram bebés
com peso inferior a 25009, 14,29% apresentaram IMC inferior a 18,5, enquanto que o
percentual naquelas que tiveram bebé&s com peso igual ou superior a 2500g foi de 3,18%
(p=0,000). Adicionalmente, as maes do grupo A tiveram maior frequéncia de historico de
gestacdes anteriores com o0 nascimento de bebés com baixo peso, quando comparadas com as
do grupo B (26,20 vs 9,28; p=0,004).

Tabela 1 - Aspectos sociodemograficos dos grupos de maes de recém-nascidos com peso < 2500g (GRUPO A)
e de mées de recém-nascidos com peso > 2500g (GRUPO B). Feira de Santana, Bahia, Brasil, 2013
(n=303).

Caracteristicas GRUPO A GRUPO B p*#

Idade (em anos)
18-35 anos 49 (62,02%) 189 (84,37%) 0,000

14-17 anos e > 36 anos 30 (37,98%) 35 (15,63%)

Nivel de escolaridade materna
(em anos de estudo)/®

> 4 anos 66 (83,54%) 181 (82,64%) 0,856



0-4 anos

Renda familiar (em salario minimo)/?

>1 salario minimo

0-1 salario minimo
Densidade domiciliar
> 4 pessoas

< 4 pessoas

Situacao conjugal/®
Casada/unido estavel

Solteira/vilva/divorciada

Fumou durante a gestacdo/*

Nao

IMC pré-gestacional/®
>18,5

<18.,5
Hipertensdo arterial/®
N&o

Sim

Diabetes insulinodependente (Tipo 1)/

Nao

Sim

Histérico de nascidos com baixo peso/™

Nao

13 (16,46%)

25 (32,05%)

53 (67,95%)

25 (31,64%)

54 (68,36%)

64 (82,05%)

14 (17,95%)

71 (93,42%)

5 (6,58%)

66 (85,71%)

11 (14,29%)

62 (78,48%)

17 (21,52%)

76 (96,20%)

3 (3,80%)

31 (73,80%)

38 (17,36%)

68 (30,649%)

154 (69,36%)

63 (28,13%)

161 (71,87%)

180 (81,08%)

42 (18,92%)

199 (96,60%)

7 (3,40%)

213 (96,82%)

7 (3,18%)

183 (82,80%)

38 (17,20%)

210 (95,02%)

11 (4,98%)

0,815

0,553

0,850

0,240

0,000

0,394

0,670

137 (90,72%) 0,004



sim 11 (26,20%) 14 (9,28%)

Fonte: Elaboracdo da autora.
Legenda: * Valor de p: nivel de significancia < 0,05; /X — Ntimero de informacdes perdidas;** — Covariavel ndo
aplicavel em 110 casos; # — Teste Qui-quadrado de Pearson.

Avaliando as condicdes de satde bucal, p6de-se observar que as mulheres do grupo A
tiveram maior frequéncia de periodontite (33,34%) em relacdo as mulheres do grupo B
(16,22%). Entretanto, os dois grupos ndo apresentaram diferencas quanto aos aspectos
comportamentais relacionados a saude bucal, como escovacdo apos as refeigdes, uso de fio
dental, visita ao cirurgido-dentista durante a gravidez e orientacdo desse profissional sobre
salde bucal (Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos relacionados a saude bucal dos grupos de méaes de recém-nascidos com peso <2500¢g

(GRUPO A) e de méaes de recém-nascidos com peso > 2500g (GRUPO B). Feira de Santana, Bahia,
Brasil, 2013 (n=303).

Caracteristicas GRUPO A GRUPO B p*

Periodontite/®

NZo 52 (66,66%) 186 (83,78%) 0,001
Sim 26 (33,34%) 36 (16,22%)

Escovacdo apos refeicoes/”

Sim 78 (98,73%) 213 (95,51%) 0,189
N&o 1(1,27%) 10 (4,49%)

Uso de fio dental/®

Sim 28 (35,89%) 76 (34,24%) 0,791
NZo 50 (64,11%) 146 (65,76%)

Visita ao cirurgido-dentista durante a gravidez/®

Sim 21 (26,92%) 69 (31,51%)

NZo 57 (73,08%) 150 (68,49%) 0,449

Recebeu orientacdo do dentista sobre higiene bucal /%



Sim 13 (17,10%) 53 (26,77%)

Néo 63 (82,90%) 145 (73,23%) 0,094

Fonte: Elaboracéo da autora.
Legenda: * Valor de p: nivel de significancia < 0,05; /X~ Nmero de informacdes perdidas.

As amostras de biofilme subgengival foram testadas, utilizando PCR e exemplos das
detec¢des dos periodontopatdgenos Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Prevotella intermedia e Tannerella forsythia foram
demonstrados nas Figuras 2 a 6. Foi observada uma alta frequéncia de detec¢do positiva dos
periodontopatdgenos no biofilme subgengival, tanto no grupo de puérperas que tiveram bebés
com peso inferior a 2500g, quanto no grupo de puérperas cujos bebés tiveram peso igual ou
superior a 2500g. Como se oberva na Tabela 3, a presenca de T. forsythia foi bastante
elevada, com uma frequéncia de 98,73% para o grupo A e 100% para o grupo B.

Os dados observados ndo demonstraram a existéncia de associagdo entre a presencga
dos periodontopatdgenos estudados no biofilme subgengival da mée e o nascimento de bebés
com peso inferior a 2500g, mesmo quando testada a ocorréncia destes patdgenos em
coinfec¢do, ou seja, a presenca de dois ou mais patdgenos na mesma puérpera. Essa auséncia
de associacdo se manteve mesmo apds o ajuste para as covariaveis idade materna e IMC pré-

gestacional.

Tabela 3 - Frequéncias dos cinco periodontopatdégenos nas amostras de biofilme subgengival, detectados atraves
de PCR, entre os grupos de mées de recém-nascidos com peso < 25009 (Grupo A) e de médes de
recém-nascidos com peso > 25009 (Grupo B). Feira de Santana, Bahia, Brasil, 2013 (n=303).

Periodontopatogenos GRUPO A GRUPO B p* OR (IC)**

Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans

Sim 51 (64,55%) 138 (61,60%) 0,642 0,88
Né&o 28 (35,45%) 86 (38,40%) (0,517-1,503)
Porphyromonas

gingivalis

Sim 50 (63,29%) 137 (61,16%) 0,738 0,91

Nao 29 (36,71%) 87 (38,84%) (0,537-1,553)



Treponema denticola

Sim 70 (88,60%) 193 (86,16%) 0,581 0,80
Néo 9 (11,40%) 31 (13,84%) (0,363-1,765)
Tannerella forsythia

Sim 78 (98,73%) 224 (100%) 0,092 -
NZo 1 (1,27%) 0

Prevotella intermedia

Sim 63 (79,74%) 168 (75%) 0,394 0,76
Néo 16 (20,26%) 56 (25%) (0,407-1,426)
Coinfeccdo

2 espécies detectadas 11 (13,92%) 41 (18,3%) 0,375 1,39

Mais de 2 espécies

68 (86,08%)

183 (81,7%)

(0,673-2,849)

detectadas

Fonte: Elaboracéo da autora.
Legenda: * Valor de p: nivel de significancia < 0,05; ** OR (IC): Odds Ratio (Intervalo de Confianca).

Para uma melhor compreenséo sobre as condi¢fes de infeccdo bucal das gestantes, foi
efetuada uma divisdo das mulheres quanto a presenca e auséncia de periodontite (grupos CP e
SP, respectivamente), e observada a frequéncia dos patdégenos periodontais (Tabela 4). A
presenca de P. gingivalis e P. intermedia foi detectada com maior frequéncia entre as
mulheres com periodontite (74,19% e 88,7%, respectivamente), quando comparadas com
aquelas sem o diagndstico da doenca (58,4% e 72,68%, respectivamente). A presenca de mais
de dois patdgenos também foi mais frequente nas puérperas com periodontite (91,93% vs
80,26; p=0,03). Foi possivel também observar uma alta prevaléncia de T. forsythia nos dois

grupos estudados.



Tabela 4 - Frequéncias dos cinco periodontopatdgenos nas amostras de biofilme subgengival, detectados através
de PCR, entre os grupos de puérperas classificadas sem periodontite (Grupo SP) e com periodontite
(Grupo CP). Feira de Santana, Bahia, Brasil, 2013 (n=300).

Periodontopatdgenos GRUPO SP GRUPO CP p**

Aggregatibacter actinomycetemcomitans/®

Sim 145 (60,92%) 43 (69,35%) 0,222
Néo 93 (39,08%) 19 (30,65%)
Porphyromonas gingivalis/®

Sim 139 (58,40%) 46 (74,19%) 0,023
Néo 99 (41,60%) 16 (25,81%)

Treponema denticola/®

Sim 203 (85,29%) 57 (91,93%) 0,171
Néo 35 (14,71%) 5 (8,07%)

Tannerella forsythia/®

Sim 238 (100%) 61 (98,38%) 0,050
Néo 0 1 (1,62%)

Prevotella intermedia/®

Sim 173 (72,68%) 55 (88,70%) 0,009
Néo 65 (27,32%) 7 (11,30%)

Coinfeccao/®

2 especies detectadas 47 (19,74%) 5 (8,07%)

Mais de 2 especies detectadas 191 (80,26%) 57 (91,93%) 0,030

Fonte: Elaboracdo da autora.

Legenda: * Valor de p: nivel de significancia < 0,05; /X — Ntmero de informacdes perdidas; # — Teste Qui-

quadrado de Pearson.



6 DISCUSSAO DOS DADOS



Os achados principais do estudo ndo demonstraram associacdo entre os fatores de
exposicdo estudados, a saber: presenca dos periodontopatdgenos - Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola e Prevotella intermedia - e o desfecho peso ao nascer inferior a 2500g. Esses
resultados séo suportados por outros estudos (MADIANOS et AL., 2001; JARJOURA et al.,
2005; NOACK et al., 2005; BUDUNELLI et al., 2005; VETTORE et al., 2008; AFRICA,;
KAYITENKORE; BAYINGANA, 2010; MESA et al., 2012), inclusive por estudo recente em
que as amostras foram analisadas utilizando método mais sensivel - PCR em tempo real ou
gPCR. (NOVAK et al., 2008) Outros estudos, no entanto, observaram esta associagéo.
(OFFENBACHER et al., 1998; MITCHELL-LEWIS et al., 2001; HASEGAWA et al., 2003;
DORTBUDAK et al., 2005; LIN et al., 2007; LEON et al., 2007) As diferencas entre os
estudos poderiam ser explicadas, em parte, por variagdes no tamanho da amostra, tendo em
vista que a maioria desses estudos que observaram a associagdo foi feita com um nimero de
participantes bastante reduzido. Além disso, os critérios clinicos utilizados para definir
doenca periodontal e o numero de amostras e de espécies bacterianas avaliadas também

poderiam explicar essas divergéncias.

No presente estudo, foram examinadas 303 puérperas, o que fornece um poder de 80%
para andlise do estudo. Esta quantidade de mulheres examinadas é superior a da maioria dos
estudos encontrados na literatura, representando um avanc¢o nas investigacdes microbioldgicas
relacionadas aos desfechos indesejaveis da gestacdo. (MITCHELL-LEWIS et al., 2001;
DORTBUDAK et al., 2005; BUDUNELI et al., 2005; NOACK et al., 2005; VETTORE et al.,
2008; SOUCCAR et al., 2010; AFRICA; KAYITENKORE; BAYINGANA, 2010) Além
disso, muitos estudos apresentam a limitacdo do nimero de amostras de biofilme avaliadas,
geralmente de duas a quatro por participante, 0 que pode subestimar a infec¢do periodontal
presente. (OFFENBACHER et al., 1998; NOACK et al., 2005; BUDUNELI et al., 2005)
Neste estudo, foram coletadas seis amostras de biofilme subgengival de cada voluntéaria,

provenientes dos sitios com a condicdo periodontal mais comprometida em cada sextante.

A avaliacdo das caracteristicas gerais das puérperas demonstrou homogeneidade na
populacdo estudada para diversos aspectos que poderiam atuar como fatores de risco para
complicagdes na gravidez. (TRENTIN et al., 2007; MORAES et al., 2012) Entretanto,
observou-se que a idade materna foi estatisticamente diferente entre os grupos, com 84,37%
das puérperas do grupo B, com idades de 18 a 35 anos, contra 62,02% das puérperas do grupo

A. Trinta mulheres (37,98%) do grupo A encontravam-se em faixas etarias de 14-17 anos e >



36 anos, 0 que representa um risco para a ocorréncia de desfechos gestacionais adversos.
(BUDUNELI et al., 2005)

No que se refere aos aspectos relacionados a satde da gestante e histérico gestacional,
a maioria das mulheres do grupo A apresentou IMC inferior a 18,5 (14,29% vs 3,18% no
grupo B) e teve uma maior frequéncia de historico de gestacGes anteriores com 0 nascimento
de bebés com baixo peso (26,20% vs 9,28%). Esses achados podem estar relacionados a
fatores de risco materno que ndo foram contemplados no estudo, mas que poderiam
influenciar na ocorréncia do nascimento de bebés com baixo peso, como condigdes
socioeconbmicas desfavoraveis, ma nutricdo, suscetibilidade genética, entre outros.
(CASTILLO-SALGADO; LOYOLA; ROCA, 2001; KOTHIWALE; PANWAR, 2011;
MORAES et al., 2012)

Outro dado importante que podde ser detectado foi a alta prevaléncia dos
periodontopatdgenos estudados, tanto no grupo de puérperas que tiveram bebé&s com peso
inferior a 25009, quanto no grupo daquelas que tiveram bebés com peso igual ou superior a
2500g. Para exemplificar, todas as mulheres do grupo B receberam diagnostico positivo
quanto a presenca de T. forsythia e no grupo A, apenas uma puérpera ndo foi positiva para
este patdgeno. A alta prevaléncia de P. intermedia em ambos os grupos também é um dado
relevante, haja vista a sua relacdo com as alteracdes hormonais ocorridas durante a gestacao.
(DI PLACIDO et al., 1998; LORENZO; MAYER, 2004; GURSOQY et al., 2009; CARRILLO-
DE-ALBORNOZ et al., 2010; MACHADO et al., 2012) Os dados encontrados concordam
com os estudos de Buduneli e colaboradores (2005), Noack e colaboradores (2005), Vettore e
colaboradores (2008) e Novak e colaboradores (2008), os quais ndo encontraram diferencas
estatisticamente significantes dos niveis de micro-organismos entre mulheres que tiveram
parto prematuro ou bebés com baixo peso ao nascer e aquelas que ndo tiveram esses

desfechos.

A alta prevaléncia dos patdgenos poderia ser explicada pela existéncia do que
Dumitrescu e Ohara (2010) chamaram de “estado portador”. Neste, os patdogenos poderiam
ser transportados em baixas quantidades nas cavidades bucais livres de doengas periodontais
destrutivas, o que tornaria mais dificil a avaliacdo do seu papel na doenca. Além disso, sabe-
se que na gravidez o desequilibrio hormonal favorece o crescimento de patdgenos
periodontais. Outros estudos também observaram altos niveis de diversos patdgenos em

gestantes (MACHADO et al., 2012) e modificagOes qualitativas do biofilme subgengival do



estado gravida para o pos-parto - trés meses apds o parto (CARRILLO-DE-ALBORNOZ et
al., 2010), o que corrobora os achados deste estudo.

Outro aspecto que deve ser apontado € 0 momento da coleta do biofilme subgengival,
feita em até dois dias apds o parto. Tanto o periodo que antecede o parto, como o0 pos-parto
certamente representam momentos de muito estresse e desgaste fisico e emocional para as
mulheres. Estudos tém sugerido o papel do estresse como fator de risco para o
desenvolvimento da doenca periodontal (GENCO et al., 1999; MARQUES et al., 2001;
ZARDO et al., 2011), sendo inclusive a modificacdo do comportamento do paciente um dos
mecanismos da influéncia do estresse e dos fatores psicossociais nas condigdes periodontais.
Individuos com altos niveis de estresse tendem a piorar seus habitos, de modo a influenciar
negativamente na salde periodontal, tais como: negligéncia da higiene bucal, aumento do
consumo de cigarros e ingestdo de bebidas alcoodlicas, descontrole do diabetes, mudanca na
dieta, o que resulta em desequilibrio das func¢Bes do sistema imune. (GENCO et al., 1999)
Sendo assim, a mudanga no autocuidado com a salde bucal pode ter contribuido para a alta
frequéncia de deteccdo dos patdgenos em ambos 0s grupos. Para tentar avaliar essa influéncia,
as mulheres poderiam ter sido questionadas quanto a percepcdo da existéncia ou ndo de
qualquer tipo de alteracdo de habitos de higiene no periodo pré e pds-parto.

As bactérias periodontais sdo geralmente mais encontradas em combinacdo nas bolsas
periodontais do que sozinhas, sendo a doenga causada por uma combinacgdo de duas ou mais
espécies microbianas, o que torna ainda mais complexo o seu estudo. (DUMITRESCU;
OHARA, 2010). Em razdo das caracteristicas de cooperacdo e interacdo entre os diversos
patégenos (YONEDA et al.,, 2005; TAMAI; DENG; KIYOURA, 2009), foi necessario
também avaliar a ocorréncia de coinfeccdo nas mulheres estudadas. Analises prévias
demonstraram que a dicotomizacdo apenas levando em consideracéo a presenga ou auséncia
de coinfeccdo ndo foi suficientemente especifica para a observacéo desta covariavel nem para
a associagdo com a periodontite, doenca da qual os patogenos estudados representam o fator
etioldgico primério. Diante disso, decidiu-se pela categorizagdo em: presenca de até dois
patdgenos e presenca de trés ou mais patdgenos. Esta categorizacdo possibilitou a
demonstracdo de uma associa¢do positiva entre a presenca de trés ou mais patdégenos e a
ocorréncia de periodontite. Bayingana (2005) detectou os trés membros do complexo
vermelho em 16,6% de 66 gestantes avaliadas. Nestas gestantes, a combinacdo TF/PG esteve
presente em 18%, seguida de PG/TD (6%) e TF/TD (4%). Entretanto, ndo foi possivel
observar associacdo com a varidvel dependente do estudo, peso ao nascer inferior a 2500g.



Estes achados reforcam a ideia de que apenas a presenca dos periodontopatégenos como fator
de exposicao ndo é suficiente para determinar o desfecho estudado.

Tendo em mente as possiveis vias envolvidas no mecanismo de associacdo entre
doenca periodontal e desfechos gestacionais adversos, propostas por Bobetsis, Barros e
Offenbacher (2006), os achados do presente estudo sugerem que a via indireta seria a mais
provavel. Uma vez que ambos o0s grupos nao apresentaram diferencas com relagdo a deteccdo
dos patdgenos, sugere-se que ndo a presenca do patégeno, mas sim o padrdo de resposta
imunoinflamatdria da gestante aqueles patégenos poderia atuar como um fator determinante
para a ocorréncia do baixo peso ao nascer. Segundo Peruzzo e colaboradores (2008), apesar
da consistente etiologia bacteriana, as bactérias, por si s6, ndo sdo capazes de provocar
avancada destruicdo tecidual em todos os individuos, o que sugere que ha diferencas na

resposta individual e na capacidade de adaptacdo a certa quantidade de biofilme.

Com relacdo a condicdo periodontal, foi possivel observar que as puérperas com
diagnostico positivo de periodontite tiveram 2,6 vezes mais chance de desenvolver o desfecho
baixo peso ao nascer (dado ndo mostrado em tabela). Essa medida epidemiol6gica de
associacdo ndo levou em consideracdo outras covaridveis do estudo, mas demonstra a
importancia da investigacdo sobre a relacdo entre periodontite e nascimento de bebés com
baixo peso. No estudo de Gomes-Filho e colaboradores (2007), em que foram empregados
quatro diferentes critérios para a definicdo de periodontite, os autores demonstraram a
existéncia de uma associacdo estatisticamente significante entre doenca periodontal e
nascimento prematuro e/ou baixo peso ao nascer. No entanto, apontaram que a magnitude da
associacdo e a frequéncia de DP podem ser influenciadas pelas diferentes medidas, uma vez

gue quanto mais rigoroso o critério de definicdo de DP, menor a frequéncia da doenca.

No critério proposto por Gomes-Filho e colaboradores (2005), é considerado doente o
individuo que apresentar pelo menos quatro dentes com, no minimo, um Ssitio com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm, perda de inser¢do maior ou igual a 3mm e
sangramento a sondagem, no mesmo sitio. Para a realizacdo do diagndstico no presente
estudo, tentou-se tornar o critério mais sensivel, selecionando trés dentes ao invés de quatro,
como proposto no referido estudo. Esta abordagem foi realizada na tentativa de detectar a
doencga numa populacdo cujas caracteristicas incluem idades medias de 23 anos no grupo A e
24,6 anos no grupo B, e melhoria no acesso aos programas de salde bucal (BRASIL.
Ministério da Saude, 2010; XAVIER, 2013; BARRETO NETO, 2013), diminuindo,
consequentemente, a prevaléncia da doenca periodontal. (FIGUEIREDO, 2012)



Avaliando-se a frequéncia de deteccdo dos periodontopatégenos nos grupos com
periodontite (CP) e sem periodontite (SP), observou-se que a presencga de P. gingivalis e P.
intermedia foi detectada com maior frequéncia entre as mulheres com periodontite (74,19% e
88,7%, respectivamente). Esse achado corrobora outros estudos na literatura. (TAKEUCHI et
al., 2001; MAYANAGI et al., 2004; KUBONIWA et al., 2004; CARRILLO-DE-
ALBORNOZ et al., 2010)

Apesar dos avangos obtidos com esta investigacdo, torna-se também necessaria a
discussdo a respeito de algumas limitacOes observadas no presente estudo. Por conta do seu
carater transversal, o desenho metodologico empregado representa um recorte de um dado
momento e ndo permite que seja avaliada uma relacéo de causalidade. De acordo com Sanz e
colaboradores (2013), quando avaliadas dessa forma, as medidas clinicas de doenca
periodontal ndo permitem a determinacdo do impacto das mudangas na gestacdo e a duragao
de exposicBes, ambas relacionadas ao biofilme bacteriano e a estados inflamatérios materno e
fetal; assim, sdo desejaveis pelo menos duas avaliacGes, realizadas no inicio/precedendo a

gravidez e novamente perto do parto.

Tendo em vista que ndo apenas a existéncia ou ndo de coinfeccdo, mas a interagao
especifica entre determinados patégenos, tem demonstrado associacdo significante com a
periodontite (JERV@E-STORM et al., 2005; TANNER; IZARD 2006; BAYINGANA, 2005),
0 presente estudo poderia ter realizado uma andlise do papel dessas interacdes especificas na

periodontite e, principalmente, no nascimento de bebés com baixo peso.

A proposta deste estudo de realizar avaliacdo da composicdo microbiana do biofilme
subgengival representa um avan¢o importante, principalmente pelo emprego de método
molecular para deteccdo de diferentes micro-organismos associados as doencas periodontais.
Contudo, em razdo da técnica de PCR utilizada ter sido qualitativa, as mulheres receberam
diagndstico positivo ou negativo quanto a presenca dos patégenos em um pool de biofilme
obtido de seis sitios diferentes. Embora esta técnica seja proposta como um novo padrdo-ouro
para a deteccdo de patogenos (KLEIN; GONCALVES, 2003) e que muitos autores venham
empregando-a nas suas investigacdes (TAKEUCHI et al., 2001; NOACK et al., 2005;
GURSOY et al, 2009; ADRIAENS et al, 2009; AFRICA; KAYITENKORE;
BAYINGANA, 2010), ela tem a desvantagem de fornecer somente dados qualitativos ou

semiquantitativos. Alguns autores apontam que a deteccdo microbiana sé pode produzir



resultados significativos se a carga bacteriana for quantificada. (ASHIMOTO et al., 1996;
PAPAPANOU et al., 2000)

Desta forma, a quantificacdo dessas bactérias no presente estudo por meio de PCR em
tempo real (qPCR) poderia elucidar o papel da carga bacteriana na disseminacéo sistémica da
infeccdo e da inflamacdo. Entretanto, essa necessidade é questiondvel, uma vez que em
estudos como o de Novak e colaboradores (2008), mesmo com a utilizagdo dessa avaliagéo,
nenhuma espécie bacteriana alcangou significAncia estatistica ap6s contabilidade para
comparagdes multiplas; e os niveis iniciais de patégenos selecionados ou mudangas nessas
bactérias resultantes da terapia ndo foram associados com nascimento prematuro. N&o
obstante, pretende-se fazer uma avaliacdo quantitativa na amostra utilizada no estudo, com

objetivo de se conhecer as caracteristicas peculiares dessa populacdo em particular.

Em razdo da complexidade da etiologia da doenca periodontal, a concentracdo das
pesquisas no papel de determinadas espécies ou de grupos seletos de bactérias pode resultar
gue muitos potenciais agentes patogénicos passem  despercebidos. (AFRICA;
KAYITENKORE; BAYINGANA, 2010) Recentemente, tém-se destacado a importancia do
emprego de técnicas de sequenciamento metagendmico, que permitem a triagem da
composic¢do genética e potencial funcional de uma comunidade microbiana e proporciona uma
visdo abrangente desta comunidade associada a saude periodontal e a periodontite cronica.
(WANG et al.,, 2013) Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para explorar a
heterogeneidade das comunidades microbianas periodontais nos individuos. Além disso,
Madianos, Bobetsis e Offenbacher (2013) apontaram que cada espécie pode ter varias cepas
com fatores de viruléncia de diferentes potenciais e a capacidade de cada uma delas para
translocar, invadir e colonizar os tecidos fetais e evadir a resposta imune do hospedeiro

determina seu potencial para contribuir com desfechos gestacionais adversos.



7 CONCLUSAO



De acordo com o método empregado neste estudo, conclui-se que, na amostra
estudada, a presenca das bactérias Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia e Prevotella intermedia em puérperas
ndo leva a ocorréncia de nascimentos de bebés com peso inferior a 2500g, mesmo sendo
altamente prevalentes na populacdo estudada. A realizacdo deste estudo possibilitou a
apresentacdo de mais subsidios que podem contribuir para a elucidacéo da possivel associacdo

entre a infeccdo periodontal e a ocorréncia de nascimento de bebés com baixo peso.
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APENDICES



APENDICE A — Questionario
Data: [

Identificacdo do recém-nascido

Nome:

N°:

Data Nasc.: / / Sexo:

Cor da pele (autorreferida):  [1Branco [ Negro
Vida intrauterina:

Peso:

Idade:

Identificacdo da mée

Nome:

[ Amarelo [1Pardo

Data Nasc.: / / Idade:

Cor da Pele (autorreferida): 1 Branco [ Negro
Bairro: Cidade:

[J Amarelo [ Pardo

CEP: Estado:
RG:

Escolaridade (anos de estudo):

Telefone:

Prof/Ocupacao (p. gestacional):

Prof/Ocupacdo (anterior):

Renda Familiar (em salarios minimos):

Situagéo Conjugal: N° de filhos:

N° de pessoas que residem no domicilio:

Histéria gestacional

Infeccdo urinaria: Sim () Nao ()
Hipertensdo: Sim () Né&o ()

Diabetes insulinodependente: Sim () Né&o ()
Cardiopatia: Sim () Nao ()

Doenca pulmonar: Sim () N&o ()

Outras patologias:




Uso de medicamento? Antibiotico: Supl.

Vitaminicos: Motivo:

Periodo: Frequéncia: [ regular [1eventual

Realizacdo do pré-natal: [1 Sim [1N&o Quantas consultas?

Peso (pré-gestacional): Altura:

Parto:
( )Normal ( )Ceséarea ( ) Normal com férceps ( ) Cesarea com forceps

NUmero de gestacdes:

Tabaco:
Vocé fumou? [JSim [JN&o
Vocé fuma cigarros? [1Sim [1N&o

Outros:

Quanto tempo durante a gestacao?

Frequéncia: [ ] 0 —raramente; 1- 1 dia/sem.; 2- 2 a 3dias/sem.; 3 - todo dia ou quase todo dia
Obs.:

Bebidas Alcodlicas:
[1Sim [1 Nao

Quanto tempo durante a gestacao?
Frequéncia[ ] 0- raramente; 1- 1 dia/sem.; 2- 2 a 3dias/sem.; 3 - todo dia ou quase todo dia

Obs.:

Uso de Drogas:
71Sim "1 Nao

Quanto tempo durante a gestacao?

Frequéncia: [ ] 0 —raramente; 1- 1 dia/sem.; 2- 2 a 3dias/sem.; 3 - todo dia ou quase todo dia
Obs.:




Higiene Bucal (periodo gestacional)

Escovacdo apos as refei¢bes: [1Sim [ Nao

Frequéncia: [1nunca [Jeventualmente [ frequentemente

Uso do fio dental: 1 Sim [1 Ndo

Frequéncia: [ nunca []eventualmente [ frequentemente

Atencdo Odontoldgica:

Visita ao cirurgido-dentista: [1Sim [ N&o N° de consultas

Recebeu algum tipo de orientagdo? [1Sim  [1 N&o

Qual?




APENDICE B - Ficha de coleta de dados clinicos

FICHA DE COLETA DE DADOS

(N

[o=F; 1=M

[Data de coletd

[Nome:

[Diagnostico da doenca:

[Data de nascin]

[Idade |

[A

[M

[Idade aprox em anos |

|R-H

Profundidade de Sondagem

Indice de Sangramento

NIC

OMC

V

L

disto-v

edio-

eS10-

disto-|

medio-

mesio-|

disto-v

edio-

mes|o-

disto-|

medio-

mesIo-|

L

40

Nomenclatura dentéria segundo o sistema FDI.
Nota: A aproximagéo da idade segue o seguinte critério: até 6 meses aproxima para a idade anterior; acima de 6 meses aproxima para a idade seguinte.

IM: indice de mobilidade: 1=grau 1; 2=grau 2; 3=grau 3
IR-H: indice de recesséo ou hiperplasia (mm)

Profundidade de sondagem nas faces vestibular e lingual (mm)

indice de sangramento nas faces vestibular e lingual: O=ausente; 1=presente

NIC: nivel de insercéo clinica nas faces vestibular e lingual (mm)

QMC: quantidade de mucosa ceratinizada nas faces vestibular e lingual (mm)

IP: indice de placa nas faces vestibular, lingual, mesial e distal: 0=ausente; 1=presente




APENDICE C — Protocolo para Purificacdo de DNA de pellets das bactérias Gram-
negativas
(PureLink™ Genomic DNA Mini Kit - Invitrogen)

Material de uso por amostra:

1 tubo Eppendorf 1,5ml ou 1,75ml

1 coluna de silica com tubo de coleta (do kit)
1 tubo de coleta (do kit)

180ul Digestion Buffer (do kit)

200ul de Etanol 100%

20pl Proteinase K (do kit)

20pl Rnase A (do kit)

200l Genomic Lysis/Binding Buffer (do kit)
500ul WBL1 (do kit)

500ul WB2 (do kit)

60l Genomic Elution Buffer (do kit)

Tubos com tamanho adequado para aliquotar os tampdes Digestion Buffer, WB1,
WB?2 e Etanol

Luvas sem Talco
e Papel toalha

Maquinas necessarias:

Vortex horizontal normal para tubos tipo Eppendorf
Centrifuga sem refrigeracdo de 18.000 até 20.000g (g=rcf)
Termobloco com 55° C para tubos de 2ml

Pipeta de 20l até 200ul e ponteiras com filtro

Pipeta de 100ul até 1.000ul e ponteiras com filtro

1) Preparacdo dos tampdes de lavagem

a) Colocar a quantidade indicada de Etanol 96-100% nos frascos de WB1 e WB2 (caso
ainda nao estejam prontos) e marcar os frascos;

b) Aliguotar a quantidade suficiente dos tamp&es Digestion Buffer, WB1, WB2 e Etanol
96-100% nos tubos adequados;

c) Controlar as outras solucgdes: avaliar se existe quantidade suficiente de Genomic
Lysis/Binding Buffer, Genomic Digestion Buffer, Genomic Elution Buffer, RNAse A e
Proteinase K; observar se ha precipitacbes no Genomic Lysis/Binding Buffer.

I1) Preparacdo dos tubos usados: preparar para cada amostra 01 tubo Eppendorf e 01
coluna de silica identificados com o nimero de série;




I11) Preparacdo das méquinas: preparar um termobloco a 55°C;

IV) Lise das células

Centrifugar brevemente os tubos de amostras para baixar o contetdo
Adicionar 180ul do Digestion Buffer em cada tubo de amostra (com pellet)
Pipetar algumas vezes para ressolubilizar o pellet

Adicionar 20l de Proteinase K ao tubo

Vortexiar bem

Centrifugar rapidamente para baixar o liquido

Incubar por 30 minutos a temperatura de 55°C (banho-maria)
Adicionar 20ul de RNase A

Vortexiar bem

Centrifugar brevemente

Incubar por 2 minutos

I.  Adicionar 200ul de PureLink™ genomic Lysis/Binding Buffer

m. Vortexiar bem

n. Centrifugar rapidamente

0. Adicionar 200ul de Etanol 96-100%

p. Vortexiar por 5 segundos

g. Centrifugar brevemente

V) Purificacdo

a. Pipetar todo o contetdo (620ul) em uma coluna de silica

b. Centrifugar a 10.000 g por 1 minuto

c. Tirar o filtro com cuidado, descartar o conteido do tubo de coleta, secar a margem
do tubo num papel toalha e colocar o filtro novamente

d. Adicionar 500pl de WBL1 na coluna de silica

e. Centrifugar a 10.000 g por 1 minuto

f. Tirar o filtro com cuidado, descartar o contetido do tubo de coleta, secar a margem
do tubo num papel toalha e colocar o filtro novamente

g. Adicionar 500ul de WB2 na coluna

h. Centrifugar a 18.000 g por 2 minutos
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Tirar o filtro, descartar o tubo de coleta e substituir pelo novo
. Centrifugar a 18.000 até 20.000 g por 3 minutos
k. Descartar o tubo de coleta e colocar o filtro em tubo Eppendorf
I. Adicionar 30ul de Genomic Elution Buffer a cada coluna
m. Incubar por 1 minuto
n. Centrifugar a velocidade maxima por 1 minuto
0. Adicionar 25ul de Genomic Elution Buffer a cada coluna
p. Centrifugar a velocidade maxima por 3 minutos
g. Estocar os tubos num Freezer a -80°C (para estoque a longo prazo)

V1) Controle da Qualidade do DNA extraido

Ex: DNA is isolated from 1 ml overnight bacterial culture using the protocol described in
this manual. The kit must produce the following results:



« A260/A280 > 1.70

* Agarose gel electrophoresis of the purified DNA must produce a single band above 12 kb
« Average DNA vyield for 1 ml overnight bacterial culture must be >4 ug

APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Autorizada pelo Decreto Federal n- 77. 498, de 27/04/76
Reconhecida pela Portaria Ministerial n. 874/86 de 19/12/86

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Antes de decidir, é
importante que vocé entenda o porqué da realizacdo desta pesquisa e 0 que ela envolve.
Por favor, dediqgue um tempo para ler cuidadosamente as informacfes seguintes e, se
preferir, discuta com seus familiares, amigos ou com seu médico. Se vocé desejar, pode
levar este material para casa para pensar melhor. Pergunte-nos, se houver qualquer coisa

gue ndo esteja clara ou se precisar de mais informacdes.

Este trabalho de pesquisa sera desenvolvido em mulheres atendidas em um
Consultério Odontoldgico portatil na propria maternidade. As participantes serdo méaes de
recém-nascidos, portadoras ou ndo de doenca de gengiva. Tanto mulheres recém-paridas
com filho de baixo peso ao nascer/ prematuridade ou ndo serdo convidadas a participar do
estudo. Cada participante deste trabalho permitira que sejam feitas perguntas a respeito dos
seus habitos que poderdo ajudar no conhecimento do grupo estudado, além de exames
clinicos de rotina para avaliar a satde da boca. As perguntas serdo feitas por meio de um
questionario e 0s exames bucais serdo feitos pela pesquisadora participante. Os exames na
boca servem para avaliar a presenga e a gravidade da doenca da gengiva, com 0 uso de um
espelho bucal e um instrumento metélico esterilizado, em volta de todos os dentes. Esses
exames nao apresentam risco a saude da participante, mas podem causar um leve

desconforto e podem necessitar de certo tempo com a boca aberta.

Serdo realizados: preenchimentos de questionarios com perguntas sobre sua saude e
seus habitos de higiene da boca e exames para diagndstico da doenca periodontal, realizado

por dentistas (utilizando-se instrumentos apropriados para avaliar a gengiva). Serdo



coletadas amostras de biofilme (bactéria da boca) e de sangue do braco (exame de sangue)

por uma pessoa treinada para isso.

O tratamento da gengiva (limpeza dos dentes) sera fornecido independente do
participante aceitar ou ndo participar desta pesquisa, realizado no proprio consultorio
portatil. Os resultados dos exames registrados nos cartdes das gestantes e prontuarios
médicos serdo também avaliados, bem como o peso e idade gestacional ao nascer para
observar se existe a relacdo com a condicgdo bucal. Os resultados desta pesquisa servirdo
para dentistas e outros profissionais de salde compreender melhor a participagdo da
doenca de gengiva como um possivel fator de risco nos fendmenos de prematuridade e/ou
baixo peso ao nascimento. Os dados obtidos serdo confidenciais e de responsabilidade dos
profissionais que trabalhardo na pesquisa, sendo guardados por um periodo de 5 anos
Quando os resultados forem publicados, as participantes néo serdo identificadas. Caso nao
seja a vontade da voluntaria ou seu responsavel em participar do estudo, tera liberdade de
recusar ou abandonar a participacao, sem qualquer prejuizo para ela. Portanto, atencdo: sua
participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntéria. Em caso de divida quanto aos seus
direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisas da UEFS, no endereco Awv.
Universitaria, s/n-Km03 da BR116 Campus Universitario CEP:44031-460 Feira de
Santana-BA-Brasil. Os pesquisadores responsaveis por essa pesquisa também estdo
disponiveis para maiores esclarecimentos pelo telefone e endereco abaixo. Duas vias serdo

assinadas e uma via sera retida pelo participante da pesquisa.

Local, / /

Nome da voluntaria

Assinatura da voluntaria ou responséavel

Pesquisador responsavel: Soraya Castro Trindade

Endereco: Km03, BR116, Campus Universitario. Feira de Santana-Ba — (75) 3161-8112



ATENCAO: a sua participagio em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de dentincia
pelo ndo cumprimento do que foi acordado, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da UEFS.

ANEXO




ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UEFS)



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA / CEP-UEFS

Av. Universitdria, SN — Madulo | - 44.031-460 ~ Feira de Santana-BA
Fone: (75) 224-8124  Fax: (75) 224-8019 E-mail: cep@uefs.br

Feira de Santana, 06 de maio de 2009
O f. CEP-UEFS n° 048/2009

Senhor(a) Pesquisador(a): Simone Seixas da Cruz

Tenho muita satisfagao em informar-lhe que o atendimento as pendéncias
referentes ao seu Projeto de Pesquisa intitulado “Relagdao entre Doenga
Periodontal em Gestantes e Nascidos prematuras e/ou baixo peso”, registrado
neste CEP sob Protocolo N.° 152/2008 (CAAE 0151.0.059.000-08), satisfaz as
exigéncias da Res. 196/96. Assim, seu projeto foi Aprovado podendo ser iniciada a

coleta de dados com os sujeitos da pesquisa conforme orienta o Cap. IX.2, alinea a
- Res. 196/96.

Na oportunidade informo que qualquer modificacao feita no projeto, apoés
aprovagao pelo CEP, deveré ‘ser imediatamente comunicada ao Comité, conforme
orienta a Res. 196/96, Cap. IX.2, alinea b.

Relembro que conforme instrui a Res. 7196/96, Cap. IX.2, alinea ¢, Vossa
Senhoria devera enviar a este CEP relatorios anuais de atividades pertinentes ao
referido projeto e um relatdrio final tao logo a pesquisa seja concluida.

Em nome dos membros do CEP-UEFS, desejo-lhe pleno sucessoc no
desenvolvimento dos trabalhos e, em tempo oportuno, um ano (06/05/2010) este
CEP aguardara o recebimento do seu relatério.

Atenciosamente,

Maria Angela Alves do Nascimento
Coordenadora do CEP-UEFS.



