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RESUMO

Feitosa, ACR. Avaliacdo clinica e microbioldégica em puérperas com doenca
periodontal e a sua relagdo com desfecho reprodutivo ruim. [Tese (Doutorado em
Microbiologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

A doenca periodontal é uma inflamacgé&o crénica dos tecidos periodontais causada
por bactérias presentes no biofilme dentario, manifestando-se como gengivite ou
periodontite e decorrente de uma complexa interacdo entre a microbiota e a
resposta do hospedeiro. Tem sido postulada uma possivel relacdo causal entre
doenca periodontal materna e desfecho reprodutivo ruim (parto pretermo, baixo
peso fetal e morte perinatal), corioamnionite e vilosite. Este estudo analisou a
prevaléncia de doenca periodontal e de periodontopatdgenos nos sitios
relacionados com as vias ascendente (boca para vagina e amnio) e hematogénica
(boca para parénquima placentario) da infeccdo dos anexos fetais, visando
relaciona-los com corioamnionite e desfecho reprodutivo ruim. Dados clinicos
obstétricos e periodontais e amostras do biofilme subgengival, conteudo vaginal,
amnio e parénquima da placenta foram obtidos de 93 puérperas atendidas no
hospital universitario publico terciario, em Vitoria, ES. Porphyromonas gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum e T. forsythia foram identificadas pela
reacao em cadeia da polimerase, o diagndstico de CAM e vilosite estabelecidos por
histopatologia, e as relagbes com o desfecho reprodutivo ruim, analisadas pelo
incremento direto e odds ratio. Os casos estudados apresentavam o tipico perfil
das gestantes brasileiras atendidas pelo SUS: 20,4% eram adolescentes, 75%
negras, 79,6% com menos de oito anos de educacéao, 31,2% ocupavam-se do lar,
70,6% nao civiimente casadas, 10,8% atenderam menos de quatro consultas
prenatais e 55,9% eram primigestas. Rotura prematura ou precoce de membranas
foi observada em 22,2%, parto cesariano em 65,6%, pretermo em 36,6%, baixo
peso fetal em 34,4%, morte perinatal em 5,4%; corioamnionite em 34,4% e vilosite
em 5,5% dos casos. Todas apresentavam alguma doenca periodontal e 62,4% sua
forma agressiva, com profundidade de bolsa mediana de 4,6 mm e nivel clinico de
insercdo mediano de 3,8 mm; 72,04% j& haviam perdido algum dente e 83,87%

tinham cérie. Neste estudo, a presenca de periodontite ou periodontopatégenos em



gualquer sitio ndo se associou com maior freqiéncia ou com maior risco de
corioamnionite ou de desfecho reprodutivo ruim. No biofilme subgengival observou-
se a presenca de A.actinomycetemcomitans em duas puérperas (2,1%),
F.nucleatum em 16 (17,20%), P.gingivalis em 30 (32,30%) e T.forsythia em 29
(31.2%); na vagina, A.actinomycetemcomitans em trés (3,2%), F.nucleatum em
duas (2,1%), P.gingivalis em 16 (17,2%) e T.forsythia em trés (3,2%); no amnio,
F.nucleatum em quatro (4,2%) e P.gingivalis em nove (9,7%); na placenta,
F.nucleatum em uma puérpera (1,07%), P.gingivalis em quatro (4,3%) e T.forsythia
em uma puérpera (1,1%). Apenas P. gingivalis e F. nucleatum foram
concomitantemente observados em dois ou mais sitios, como segue: de 30
puérperas com P.gingivalis em boca, em seis (20,0%) foram detectadas na vagina,
trés (10,00%) no amnio e uma (3,33%) na placenta; das 16 com F.nucleatum em
boca, apenas uma (6,25%) foi encontrada na placenta. Esta pequena taxa de
disseminacgdo sugere que a maioria das bactérias periodontais presente na vagina,
amnio ou placenta ndo se originou na boca das puérperas, uma hipdtese que

necessita futuros estudos.

Palavras-chave: Periodontite. Bactérias periodontais. Corioamnionite. Placenta.

Membranas fetais. Prematuridade.



ABSTRACT

Feitosa, ACR. Clinical and microbiological evaluation in pregnants with periodontal
disease and its relationship to perinatal adverse outcome. [Ph. D. thesis
(Microbiology)]. S@o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

Periodontal disease is a chronic inflammation of periodontal tissues caused by
bacteria in dental plaque, manifesting as gingivitis or periodontitis and results from a
complex interaction between the microbiota and host response. It has been
postulated a possible causal relationship between maternal periodontal disease and
adverse perinatal outcome (APO: preterm delivery, low fetal weight and perinatal
death), and chorioamnionitis and villitis. This study examined the prevalence of
periodontal disease and periodontopathogens (PPG) related sites in the ascending
pathways (mouth to vagina and amnion) and hematogenous (mouth to placental
parenchyma) infection of fetal adnexal in order to relate them to outcome and
chorioamnionitis (CAM) adverse perinatal was determined. Obstetrics and
periodontal clinical samples, vaginal contents, amnion and placental parenchyma
were obtained from 93 pregnant visiting a tertiary public university hospital (Vitoria,
ES, Brazil). Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum, and Tannerella forsythia were identified by polymerase
chain reaction (PCR), the diagnosis of CAM and villitis established by histopathology
methods and its relationships with APO analyzed by increasing direct and odds ratio.
The case studies showed the typical profile of Brazilian pregnant women attended by
SUS: 20.4% were teenagers, 75.0% nonwhite, 79.6% with less than 8 years of
education, 31.2% took care of the home, 70.6% did not civilly married, 10.8%
attended fewer than 4 prenatal visits and 55.9% were primigravidae. Early or
premature rupture of membranes was observed in 22.2%, cesarean delivery in
65.6%, 36.6% in preterm, low fetal weight by 34.4%, perinatal death in 5.4%,
chorioamnionitis in 34.4%, and villitis in 5.5% of cases. All of them had some form of
periodontal disease and 62.4% aggressive periodontitis, with median pocket depth of
4.6 mm and clinical attachment level median of 3.8 mm, 72.04% had lost a tooth and
83.87% had caries. In this study, periodontitis or periodontopathogen in any site not
associated with greater frequency or at greater risk of chorioamnionitis or APO was
observed. In the subgingival biofilm A.actinomycetemcomitans was observed in 2
(2.1%), F.nucleatum in 16 (17.20%), P.gingivalis in 30 (32.30%) and T.forsythia in 29
(31.2%); in the vagina, 3 in A.actinomycetemcomitans (3.2%), F.nucleatum in 2 (2.1),
P.gingivalis in 16 (17.2%) and T.forsythia in 3 (3.2%); amnion, F.nucleatum in 4
(4.2%) and P.gingivalis in 9 (9.7%); in the placenta, F.nucleatum in 1 (1.07%),
P.gingivalis in 4 (4.3%) and T.forsythia in only one puerperae (1.1%). Only
F.nucleatum and P.gingivalis were observed simultaneously in two or more sites: 30
mothers with P.gingivalis in the mouth, 6 (20.0%) were detected in the vagina, 3
(10.0%) in amnion and 1 (3.33%) in the placenta; F.nucleatum with 16 in the mouth,
only 1 (6.25%) was found in the placenta. This low rate of spread suggests that most
of periodontopathogens present in vagina, amnion or placenta did not belong to the
pregnant mouth, a hypothesis that needs further studies.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma inflamacao crénica dos tecidos periodontais
causada por bactérias presentes no biofilme dentario (Loe et al., 1965; Haffajee e
Socransky, 1994; Haffajee e Socransky, 2005; Page 1986; Sakamoto et al., 2005;
Socransky e Haffajee, 1994; Socransky et al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005).
Sua gravidade e manifestacdes clinicas, gengivite, periodontite e eventual perda de
elementos dentarios, decorrem de uma complexa interacdo entre a microbiota e a
resposta do hospedeiro (Haffajee e Socransky, 2001; Schenkein, 2002; Socransky e

Haffajee, 1994).

Tem sido postulado, recentemente, que patdégenos oportunistas da microbiota
bucal e de outros sitios corporais exercem efeitos sobre o trabalho de parto
prematuro por meio da via hematogénica. Varios microrganismos oriundos de uma
fonte ndo genito-urinaria tém sido cultivados de infecgcdes amnidticas. Entre esses,
destacam-se, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas spp., Prevotella spp.,
Peptostrepotococcus spp., Eubacterium spp. e Eikenella corrodens. Além disso, F.
nucleatum uma espécie residente da cavidade bucal, € a mais freqientemente
isolada de liquido amnidtico entre mulheres com trabalho de parto pretermo e com
membranas fetais intactas (Hill, 1988). Além dos efeitos locais de um foco infeccioso,
a doenca periodontal pode associar-se com manifestacbes em sitios distantes ou
sistémicos (Libby et al., 1997). Deste modo, as bactérias encontradas na boca
podem alcancar o liquido amnidtico via corrente sanguinea, particularmente na
presenca de gengivite ou periodontite durante a gestacdo (Kornman e Ldesche,
1980). Por sua vez, os sintomas e alteracbes hormonais que ocorrem na gestacao

parecem agravar 0 processo infeccioso periodontal, requerendo cuidados



especificos no pré-natal (Calabrich e Calabrich, 2005).

A possibilidade de a doenca periodontal causar desfecho reprodutivo ruim
(DRR) tem sido descrita na literatura como parto pretermo (PPT, antes de 37
semanas de gestacado) ou prematuridade, baixo peso fetal ao nascer (BPN< 2500g9),
infeccéo perinatal, morbidade e morte perinatal (MPN), e foi iniciado com os estudos
de Offenbacher et al. (1996a), que demonstraram que gestantes com doenca
periodontal apresentavam 7,5 vezes mais chances de conceber criancas prematuras

ou com BPN.

Em conjunto, parto pretermo e baixo peso fetal ao nascer constituem um dos
mais importantes determinantes de morbidade e morte perinatal (Naeye e Tafari,
1983) sendo considerado também, um dos maiores desafios da obstetricia

contemporanea (Nordenvall e Sandstedt, 1990).

Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de parto pretermo varia de 8 a 10%
das gestacdes (Berkowitz e Papiernik, 1993), em contraste com a América Latina em
qgue varia entre 10 e 43% (Althabe e Schwarcz, 1978). Os dados do Ministério da
Saude (Sinasc) para o ano 2005, no Brasil, no Estado do Espirito Santo e na regido
de Vitéria com relagdo a parto pretermo e baixo peso ao nascer foram
respectivamente: 10,56% e 12,08%; 9,18% e 11,17%;16,54% e 18,60%. Em
nameros absolutos, parto pretermo e/ou baixo peso ao nascer totalizam 686.997
nascimentos vivos (22,64% dos nascimentos no Brasil), o que ainda constitui uma
subestimacéo, porque estes valores ndo incluem os natimortos, 0 componente em
crescimento da morte perinatal em todo o mundo (Mergcon-De-Vargas, 2000;

Wiglesworth, 1984).

O baixo peso ao nascer pode ser o resultado de parto pretermo ou de restricao



de crescimento fetal (Kramer, 2003; Lépez et al., 2002a) e decorrem de numerosas e
complexas doencas e condicbes nosologicas, culturais, soécio-econdmicas,
geograficas e étnicas bem como das caracteristicas da assisténcia pré-natal, parto e
nascimento (Naeye e Tafari, 1983). Embora as variacdes destes fatores expliguem
as correspondentes variagcdes geograficas e locais da prevaléncia de desfecho
reprodutivo ruim, esta prevaléncia é grande e constitui um imenso desafio, sem
muitas evidéncias de melhora recente (Haram et al., 2003; Hoffman e Bakkteig,
1984; Kramer, 2003; Nordenvall e Sandstedt, 1990). Trata-se de situacéo grave que
demanda cuidados intensivos neonatais prolongados e acarretam grandes custos

materiais e de servicos para o sistema de salde, e até emocionais para a familia.

As hipodteses levantadas para explicar a associacao entre doenca periodontal e
desfecho reprodutivo ruim sdo duas: (1) a doenca periodontal constitui um foco
infeccioso de onde bactérias se disseminam para outros sitios desencadeando
novos focos infecciosos e inflamatoérios, tais como vaginite, cervicite, endometrite,
corioamnionite e vilosite; (2) a infeccdo e a inflamacao periodontais produzem e
liberam mediadores inflamatérios que agiriam a distancia, no trato genital e nos

anexos fetais.

Como outras infec¢des, a doenca periodontal poderia constituir um reservatorio
cronico de lipopolissacarideos e outros produtos bacterianos e inflamatorios
determinantes diretos ou através da producdo de varios mediadores locais (decidua,
amnio, corio, trofoblasto) que atuariam na determinacdo do parto ou na funcdo do
trofoblasto e culminaria com parto pretermo, restricio de crescimento e morte
perinatal. Além das infec¢Bes, a pré-eclampsia também parece associar-se com
alteragbes inflamatorias similares as encontradas na septicemia, como 0 aumento

dos niveis do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e de interleucina-6 (Sacks et al.,



1998).

Estas evidéncias sugerem existir uma relacdo entre a infeccdo materna,
incluindo doenca periodontal, com pré-eclampsia e desfecho reprodutivo ruim,
embora 0S mecanismos patogenéticos nao tenham sido convincentemente
demonstrados, sendo ainda um tema a ser estudado (Moore et al., 2005; Persson et

al., 2009).

Os anexos fetais séo livres de microrganismos e se eles os atingem, as lesdes,
as evidéncias necessarias para estabelecer o nexo entre etiologia e doenca, podem
ser duas: vilosite e corioamnionite, consideradas marcadores anatomo-patolégicos
respectivos de possivel infeccdo hematogénica ou transplacentaria (Altshuler, 1997;
Benirschke et al., 2006; Fox e Sebire, 2007) e de inquestionavel infeccdo amniotica

(Blanc, 1961; Naeye e Tafari, 1983).

A vilosite € uma inflamacao das vilosidades coridnicas em resposta a presenca
de microrganismos (Altshuler, 1997; Fox, 1978; Fox e Sebire, 2007) e/ou a resposta
imunitaria materna a antigenos paternos presentes no feto ou nos anexos fetais, ou
resposta imunitaria fetal a antigenos maternos (Benirschke et al., 2006; Fox e
Sebire, 2007) usualmente denominada vilosite de etiologia desconhecida (Altshuler,

1997; Benirschke et al., 2006; Fox e Sebire, 2007).

Nas vilosites infecciosas, os microrganismos oriundos de qualquer sitio (pele,
boca, vias urinérias e respiratérias, trato gastro-intestinal, etc) atingem o espaco
interviloso pelo sangue materno, aderem e penetram nas vilosidades,
desencadeando respostas inflamatérias materna e fetal, podendo atingir a circulacao
feto-placentaria e infectar o feto (Altshuler, 1997; Benirschke et al., 2006; Fox, 1978;

Fox e Sebire, 2007; Kloos e Vogel, 1978). Os microrganismos e as particulas virais



mais comumente observados sdo aqueles do complexo ToRCH, que produzem
toxoplasmose, rubéola, citomegalovirose e herpes, mas também muitos outros como
Parvovirus B19, Trypanosoma cruzi e HIV (Altshuler, 1997; Benirschke et al., 2006;

Fox, 1978; Fox e Sebire, 2007; Kloos e Vogel, 1978).

Os dados de prevaléncia da vilosite variam muito segundo os meétodos
diagnésticos utilizados. A atribuicdo de desfecho reprodutivo ruim as vilosites é tema
controverso porque, usualmente, ndo se distinguem as infecciosas das néo
infecciosas. Nas infecciosas o desfecho reprodutivo ruim € comum e inclui a morte
perinatal (Altshuler, 1997; Benirschke et al., 2006; Fox, 1978; Fox e Sebire, 2007;
Kloos e Vogel, 1978). Nas vilosites de etiologia desconhecida, parece haver uma
maior frequéncia de restricdo de crescimento fetal, mas raramente de parto
pretermo, baixo peso fetal ao nascer ou morte perinatal (Altshuler, 1997; Benirschke

et al.,, 2006; Fox e Sebire, 2007).

A fonte de infeccdo da cavidade amniética, é a vagina, de onde geralmente
bactérias, fungos, micoplasmas e virus ascendem através da cérvice uterina,
atingindo as membranas extra-placentarias, podendo penetrar a cavidade amnidtica
e liquido amnidtico, infectando assim, o feto diretamente (pele) ou por via
transorificial (digestiva ou respiratdria) (Blanc, 1959; Benirschke et al., 2006; Fox,
1978; Naeye e Tafari, 1983; Tolockiene et al., 2001). A origem de patdégenos
vaginais pode ser as microbiotas fecal, oral, cutdnea ou peniana, o que € confirmado
pela identificacdo concomitante das mesmas na vagina, membranas fetais, liquido

amnidtico e feto em casos de infec¢des perinatais (Sweet e Gibbs, 2002).

7

O efeito mais temivel da infeccdo amnibtica é o parto pretermo, o qual

constitui o maior determinante (Morrison, 1990), embora o reconhecimento da



infeccdo amnidtica como o cerne do problema parto pretermo costuma ser
subestimado devido a dificuldade e ao carater post-factum do diagndstico de
corioamnionite  (Mercon-De-Vargas, 1992). Por esta razdo, a dimenséo
epidemioldgica do problema perinatal tem sido apresentada como parto pretermo e

baixo peso ao nascer, variaveis mais facilmente aferiveis (Kramer, 2003).

Os mecanismos determinantes da parturicdo sdo complexos e dependentes
da interacdo de numerosos mediadores, incluindo progesterona, relaxina, oxido
nitrico, CRH, hCG, prostaglandinas e citocinas pro-inflamatorias (Haram et al., 2003;
Williams et al., 2000a,b). A producao destes mediadores pode ser o eixo hipotalamo-
hipofisario-adrenal-placentario ou em resposta a traumas, hemorragias e agentes
infecciosos locais ou sistémicos (Haram et al., 2003), fenbmenos bem conhecidos e
operantes nas membranas fetais (Kent et al., 1994; Williamns et al., 2000a,b;).
Portanto, a infeccdo e a inflamacdo podem representar um fator precipitador ou
amplificador da parturicdo fisiolégica que, desencadeada, antecipa e culmina em

parto pretermo (Haram et al., 2003; Naeye e Tafari, 1983; Williamns et al., 2000a,b).

Embora a identificacdo de bactérias no liquido amniético seja possivel ha
décadas (Fox e Langley, 1971; Fox, 1978; Hill, 1993) somente com as novas
técnicas de biologia molecular, tem-se reduzido a incbmoda situacao representada
pela dificuldade de comprova-la em todos os casos (Fox e Sebire, 2007; Han et al.,

2009).

Acredita-se que parturientes de baixo nivel sécio-econdmico sejam as mais
vulneraveis a desenvolver doenca periodontal, infeccdo amniédtica e baixa situagéo

de saude perinatal.

Assim, para evidenciar uma das fontes de microrganismos (a boca), as vias



de contaminacdo da cavidade amniotica (hematogénica ou a vagina), sitios da
infeccdo (parénquima da placenta ou amnio), infeccdo amniotica (presenca de BPPG
no amnio) ou parénquima da placenta (BPPG no parénquima) e lesbGes
(corioamnionite ou vilosite), e finalmente, para analisar a provavel relacdo entre

estes e o0 desfecho reprodutivo ruim, foi delineado o presente estudo.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Pretendeu-se neste estudo transversal avaliar a associacdo entre doenca
periodontal e bactérias periodontopatogénicas (BPPG) no &amnio com
corioamnionite (CAM) e quatro tipos de desfecho reprodutivo ruim/DRR (Parto
pretermo/PPT, Rotura precoce das membranas fetais/PROM e rotura precoce e
pretermo das membranas fetais/PPROM, Baixo peso ao nascer/BPN e Morte
perinatal/MPN).

2.2 Especificos

2.2.1 Determinar a prevaléncia da doenca periodontal em parturientes;

2.2.2 Determinar a prevaléncia de quatro periodontopatégenos (Porphyromonas

gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e

Tannerella forsythia) nas bolsas periodontais, vagina, amnio e parénguima da

placenta;

2.2.3 Verificar a provavel relacdo entre a presenca desses periodontopatdgenos no

biofilme subgengival, vagina, amnio, parénquima da placenta e desfecho reprodutivo

ruim.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A Doenca periodontal

A doenca periodontal € uma enfermidade de natureza infecciosa, e esta
associada primeiramente a colonizagdo das superficies dos dentes por bactérias
anaerobias Gram-negativas que induzem uma resposta inflamatoria a qual pode

acarretar a destruicao dos tecidos periodontais (Offenbacher, 1996; Page, 1998).

O biofilme bacteriano é o principal responsavel por esta perda de tecidos uma
vez que o0 seu acumulo na superficie dental atua como um agente irritativo e
desencadeia a resposta inflamatoria/imunolégica no tecido gengival adjacente
(Offenbacher, 1996; Page, 1998). A falta de higiene bucal favorece a progresséo do
biofilme dental sobre os tecidos periodontais. Para testar essa hipétese, Loe et al.
(1986) avaliaram a progressao da doenca periodontal por um periodo de 15 anos em
plantadores de cha do Sri Lanka, observando-se que a gengivite era uma doenca
generalizada, e 8% deles desenvolveram rapida perda de insercdo, e 81%
progressdo moderada. Observaram ainda que alguns individuos possuiram

diferentes susceptibilidades a infecc¢éo.

A gengivite € comum e se manifesta clinicamente com o sangramento dos
tecidos gengivais, sem evidéncias clinicas de perda de insercdo do dente ao 0sso
alveolar ou de perda 6ssea. Por sua vez, a periodontite ou doenca periodontal
destrutiva ocorre quando a resposta inflamatoria induzida pelo biofilme nos tecidos
resulta na perda de insercao das fibras colagenas do dente ao osso, na perda do
0sso alveolar e na eventual perda do dente. Portanto, a doenga periodontal é a
descricdo geral dada a resposta inflamatéria da gengiva e do tecido conjuntivo
subjacente ao acumulo de bactérias sobre o dente. Esses acumulos bacterianos sé&o
altamente complexos e bem organizados em comunidades microbianas conhecidas

como biofilme dentéario (Loesche,1993).

Essa biomassa bacteriana distribui-se na cavidade bucal com cerca de 500
espécies, e algumas isoladas ou associadas na forma de biofilme sé&o responsaveis

pela destruicdo do tecido periodontal (Socransky e Haffajee, 1997). Recentemente,



mais de 700 espécies bacterianas da cavidade bucal tém sido identificadas por meio
de métodos moleculares. Por sua vez, acima de 400 espécies tém sido identificadas
de bolsas periodontais, enquanto as 300 espécies remanescentes sdo isoladas de
outros sitios bucais, tais como, dorso de lingua, membranas mucosas, lesdes de
caries e infeccdes endodonticas (Paster et al., 2006). Por outro lado, cerca de 35%
destas espécies bacterianas bucais ndo séo cultivadas in vitro (Paster e Dewhirst,
2009).

No dltimo quarto do século, notavel progresso foi alcangado sobre a
compreensao da natureza da doenca periodontal. Deste modo, o impacto da
infeccdo bucal sobre a saude sistémica possibilitou definir um novo ramo da
periodontologia chamada de Medicina Periodontal. Em esséncia, dentistas e
periodontistas sdo treinados para salvar dentes, mas regras clinicas para manipular
a infeccdo bucal com finalidade de proteger a saude sistémica representam uma

lacuna no conhecimento (Williams e Offenbacher, 2000).

3.2. AInflamagé&o na doencga periodontal

Na patogénese da doenca periodontal os mediadores quimicos mais
amplamente investigados tém sido a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral-
a (FNT-a) e as prostaglandinas (PG) (Lindemann et al., 1988; Offenbacher, 1993;
Page, 1991, Stashenko et al., 1987). Essas moléculas endégenas sao responsaveis
pela amplificacdo e perpetuacdo da resposta inflamatéria, representando o0s
principais fatores associados a destruicdo periodontal. A IL-1 é produzida
predominantemente por macrofagos ativados por substancias microbianas,
especialmente por lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas, mas, também,
por complexos imunes e outras citocinas, linfécitos, plaquetas, fibroblastos,
queratindcitos, e células endoteliais. Ja, a prostaglandina E2 (PGEZ2), um produto do
metabolismo do acido araquidénico e produzida pelo hospedeiro é responsavel pela
destruicdo tecidual na doenca periodontal, induz vasodilatagcdo, aumento da
permeabilidade vascular, promovendo edema e eritema. Também, atua na infiltracéo
de células inflamatdrias, e induzem a sintese de metaloproteinases, que degradam a

matriz extracelular tecidual levando a destruicdo do tecido conjuntivo.



O FNT-a atua concomitantemente com a IL-1, sendo produzido por macréfagos
apos sua ativacao por LPS, atuando em leucdcitos, células endoteliais e células do
tecido conjuntivo, podendo estimular a proliferacdo de precursores de osteoclastos

induzindo a reabsorcdo 6ssea (Offenbacher, 1996a; Page, 1991).

Embora o papel dos mediadores inflamatérios seja importante no trabalho de
parto, admite-se que haja mecanismos biolégicos associando a severidade da
doenca periodontal com o parto pretermo e o baixo peso fetal, porém sem confirmar
uma relagéo linear causal. Postula-se que as gestantes acometidas por essas duas
desordens tenham uma predisposi¢cdo genética para uma resposta hiperinflamatoria
na presenca de um desafio bacteriano. Deste modo, a infeccéo periodontal cronica
age como um reservatério de produtos bacterianos ou de mediadores inflamatérios,
ou ainda, de ambos, acarretando parto pretermo com baixo peso ao nascer (McGaw,
2002).

3.3 Relacdes entre doenca periodontal, periodontopa tdégenos e desfechos

reprodutivos ruins.

Muitos estudos tém sido direcionados a mera identificacdo de patdgenos
periodontais no liquido amniotico, sem a inclusdo do exame anatomo-patologico da
placenta. O desafio atual para determinar a importancia da doenca periodontal e das
BPPG no desfecho reprodutivo ruim demanda que se demonstrem 0S agentes
etiol6gicos na bolsa periodontal ou sulco gengival, no trato vaginal, anexos fetais e

feto.

Durante a gravidez, o horménio sexual se desequilibra e aumenta, afetando
muitos 6rgdos. Foram reconhecidos na gengiva receptores de estrogénio e de
progesterona; isto explica, entre outros fatores, a maior resposta gengival a placa
(O’'Neil, 1979; Vittek et al., 1979). Ha& também uma maior permeabilidade capilar
gengival e, logo, um maior fluxo de liquido gengival (L6e, 1965). Além disso, a
propria composicdo bacteriana estd modificada pelos niveis aumentados de estradiol
e progesterona, que favorecem o aumento da taxa de proporcdo de bactérias
anaerdbias, e, em particular, Prevotella intermedia no segundo trimestre da

gestacdo. No poés-parto, existe uma taxa menor na propor¢cdo de anaerdbios e



aerobios, porém F. nucleatum mantém-se como 0 anaerobio mais prevalente
(Kornman e Loesche, 1980).

O microrganismo anaerobio Gram-negativo, F. nucleatum, tem sido
freqientemente isolado do liquido amnidtico de gestantes com membranas fetais
intactas e também do trato genital inferior. Esses resultados forneceram evidéncias
de que as espécies e subespécies de fusobactérias isoladas desses sitios corporais

estabeleceram a cavidade vaginal como uma fonte endégena primaria.

Além disso, tem sido sugerido que a disseminagdo do F. nucleatum para o
liguido amnidtico origina-se na cavidade bucal da gestante (via hematogénica), ou
da microbiota bucal do parceiro via contato orogenital (via ascendente) ou, ainda um
aumento na colonizacdo desse microrganismo no trato genital (via ascendente)
durante a gestacao (Bearfield et al., 2002; Hill, 1993). Além do F. nucleatum, outros
microrganismos, tais como, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis e
Bacteroides urealyticus tem sido frequentemente detectados no liquido amniotico
(Chaim e Mazor, 1992; Han et al., 2009; Hill, 1998; Romero et al., 1991; Watts et al.,
1992). Estes microrganismos sao considerados patdgenos indigenas oportunistas do
trato genital inferior da mulher e geralmente estdo associados com vaginose
bacteriana, considerada fator de risco para o nascimento de prematuros (Chaim et
al.,, 1997; Hill, 1998; Yoon et al.,, 2000). Por sua vez, Madianos et al. (2001)
demonstraram que a disseminacdo de outras bactérias bucais para a unidade feto-
placentaria, tais como, Campylobacter rectus e P. intermedia induziu uma resposta
imune no feto com aumento significante no nivel de IgM nas gestantes com partos

pretermos.

Vérios fatores de risco foram avaliados em 124 méaes com doenca periodontal
severa indicando que até 18% das puérperas com recém-nascidos de baixo peso
poderiam ser devidos a infec¢des periodontais e as razdes atribuiveis para esses
nascimentos prematuros foram: 1) semelhantemente as infec¢des genito-urinarias, a
periodontite pode ser causada por bactérias Gram-negativas anaerObias que
colonizam a area subgengival do paciente liberando lipopolissacarideos de
superficie (LPS); e, 2) o sistema imune da paciente reage a esses antigenos de uma
forma que os niveis sanguineos de citocinas inflamatérias, como PGE2, IL-1 e TNF-
a aumentam significativamente (Offenbacher et al., 1996a,b). Semelhantemente,

Jeffcoat et al. (2001a) verificaram um aumento de 5 a 7 vezes maior nas gestantes



com periodontite severa e generalizada que tiveram parto pretermo entre a 322 e 352
semana de idade gestacional. Quanto a morte perinatal, Shub et al. (2009)
demonstraram associacdo entre doenca periodontal materna e mortalidade perinatal

nas gestantes com parto pretermo.

Outros estudos avaliaram a influéncia da doenca periodontal durante a
gravidez sobre o peso das criancas ao nascer (BPN) encontrando forte associacéo
entre a extensdo e severidade da infeccéo periodontal e BPN (Alves e Ribeiro, 2006;
Bobetsis et al.,, 2006; Bosnjak et al., 2006; Brunetti, 2002; Clothier et al., 2007;
Glesse et al., 2004; Gontijo et al., 2006; Guimaraes et al., 2010; Khader e Ta Ani,
2005; Khader et al., 2009; Jarjoura et al., 2005; Lopez et al., 2005; Louro et al., 2001;
Lunardelli e Peres, 2005; Moliterno et al., 2005; Offenbacher et al., 2006; Radnai et
al., 2004; Rakoto-Alson et al., 2010; Rajapakse et al., 2005; Santos-Pereira et al.,
2007; Sharma et al., 2007; Toygar et al., 2007; Urban et al., 2006; Vergnes e Sixou,
2007; Vettore et al., 2006; Xiong et al., 2006). Entretanto, outras pesquisas tém
apontado uma auséncia dessa associacdo (Agueda et al., 2008; Bassani et al.,
2007; Cruz et al., 2009; Farrell et al., 2006; Gomes-Filho et al., 2006; Lohsoonthorn
et al., 2009; Meurman et al., 2006; Moore et al., 2004; Moore et al., 2005).

Quanto aos parametros clinicos periodontais, Offenbacher et al. (2001)
mostraram que a progressao da periodontite materna favorece risco obstétrico para
parto pretermo e baixo peso ao nascer em gestantes com idade gestacional antes
da 262 semana, e com menos de 37 semanas gestacionais (Offenbacher et al.,
2006). Contudo, Marin et al. (2005) demonstraram associacdo significante entre
sangramento a sondagem em gestantes acima de 25 anos de idade com neonatos
com baixo peso. A profundidade de bolsa também se mostrou estatisticamente
significante entre baixo peso ao nascer, especialmente em sitios >3,0 mm (Moreu et
al., 2005), porém no estudo de Moss et al. (2005) o numero total de sitios
periodontais que experimentaram progressao nao se associou com esses fatores de
risco, mas o sangramento gengival & sondagem e a presenca de quatro ou mais
sitios com bolsas = 4,0 mm foram os dois melhores preditores. Também, Noack et
al. (2005) nao encontraram diferencas significante nos parametros de severidade da

periodontite (PB>2,0 mm apos parto) relacionados aos desfechos.



Com respeito ao efeito da terapéutica periodontal para reduzir risco de parto
pretermo, os dados até entdo ndo mostraram evidéncias suficientes do efeito
significante da terapia periodontal na reducdo desses desfechos (Jeffcoat et al.,
2001b; Jeffcoat et al., 2003; Gazolla et al., 2007; Macones et al., 2009; Michalowicz
et al., 2006; Michalowicz et al., 2009; Mitchell-Lewis et al., 2001; Newnham et al.,
2009; Offenbacher et al.,, 2009; Scannapieco et al., 2002; Wimmer e Pihlstrom,
2008). Diferentemente dos estudos acima mencionados, a terapia periodontal
reduziu significantemente a taxa de partos pretermos e de baixo peso ao nascer
(PTBPN) em gestantes com doenca periodontal (Lopez; et al., 2002a,b; 2005;
Tarannum e Faizuddin, 2007; Polyzos et al., 2009).

Os fatores de risco, situacao socio-econdmica, idade, etnia com associacao na
raca negra (Bosnjak et al., 2006; Henriques, 2003; Lieff et al., 2004) e também na
raca branca (Pitiphat et al., 2008), parto pretermo prévio (Mokeem et al.,2004), nivel
de escolaridade (Cruz et al., 2005), e tabagismo (Bergstrom, 1990, 1998, 2004;
Grossi et al., 1995; Holbrook et al., 2004; Jeffcoat et al., 2001a, 2001b; Swenson.
1979), também tém sido relacionados com o0s marcadores clinicos da doenca
periodontal e desfechos reprodutivos ruins (Kierse, 1989; Shah e Bracken, 2000;
Shiono et al.,, 1986) nas gestantes. Moore et al. (2001) mostraram uma maior
proporcdo de bolsas periodontais, placa dental, e perda de inser¢cdo associados
positivamente com esses fatores de risco conhecidos, diferentemente de Davenport

et al. (2002) que ndo encontraram nenhuma relacdo significante.

Sabe-se, também, que partos pretermos sao as principais causas de
morbidade e mortalidade neonatal, e que representam um capitulo especial muito
importante em saude publica. Cerca de 30% dos partos pretermos sdo devido as
condi¢cdes médicas da mée ou do feto, entre os quais, a pré-eclampsia tem um papel
principal. Em geral, essa morbidade materna tem sido relatada associagcdo com
periodontite moderada ou severa, (Contreras et al., 2006; Kunnen et al., 2007; Riché
et al.,2002) localizada ou generalizada entre as gestantes com parto pretermo
(Nabet et al., 2010).

A vaginose bacteriana na gestacdo além de aumentar o risco para desfechos

reprodutivos ruins tem sido associada significantemente com infec¢cdo periodontal



(Marakoglu et al., 2008; Oittinen et al., 2005; Ovalle et al., 2009). Microrganismos
tais como F. nucleatum, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis e B.
urealyticus (Chaim e Mazor, 1992; Hill, 1998; Romero et al., 1991; Watts et al., 1992)
sdo considerados patdégenos indigenas oportunistas do trato genital inferior da
mulher e frequentemente estdo associados com vaginose bacteriana (Chaim et al.,
1997; Hill, 1998; Yoon et al., 2000). Persson et al. (2009) investigando gestantes
com gengivite e com vaginose bacteriana identificaram os periodontopatégenos A.
actinomycetemcomitans (sorotipos a e b), Capnocytophaga gingivalis, C. ochracea,
C. rectus, E. corrodens, F. nucleatum, P. gingivalis, T. forsythia, T. socranskii, alem
de P. intermedia e P. nigrescens nas mulheres com gengivite, mas independente do
diagnéstico de VB, igualmente, os mesmos patdgenos periodontais obtidos de

amostras vaginais relatado por Srinivasan et al. (2009).

As pesquisas mostram que as infecgbes intra-uterinas sdo altamente
prevalentes entre mulheres que geraram neonatos prematuramente. Existem quatro
possiveis mecanismos para disseminacdo de microrganismos até o Utero, um
ambiente considerado estéril: 1) os microrganismos que colonizam a vagina e a
cérvice ascendem para o0 (tero; 2) 0S microrganismos sao transmitidos
hematogicamente; 3) o0s microrganismos da cavidade peritoneal espalham
retrogadamente através das trompas de fal6pio; e 4) 0s microrganismos sao
inoculados acidentalmente dentro do Utero durante procedimentos invasivos, tais
como amniocentese e amostragem da vilosidade coribnica. Mas, a infeccéo
ascendente € considerada entre estes como a via de infecgdo mais comum. Por
outro lado, a disseminagdo de microrganismos pelo sangue de outras partes do
corpo humano para o utero € uma via secundaria (Chaim e Mazor, 1992; Goncalves
et al., 2002; Romero et al., 1991).

A associagao entre marcadores inflamatérios do trato genital superior na época
do parto e doenca periodontal apresentaram taxas muito semelhantes, porém sem
significancia. Goepfert et al. (2004) isolaram apenas o0s periodontopatdogenos
Peptostreptococcus micros, Streptococcus constellatus e Eubacterium sp. em
cultura de placenta em cinco puérperas com parto pretermo espontaneo e em trés
com parto a termo. Mas nenhuma associacdo entre doenca periodontal foi

encontrada entre esses marcadores genitais e parto pretermo, fato esse tambéem



relatado por Holbrook et al. (2004), ou seja, nenhuma associagédo foi encontrada
entre a microbiota oral e vaginal em gestantes com partos pretermos.

Dortbudak et al. (2005) ao analisarem se a periodontite era fator preditor para
desfecho reprodutivo ruim, especialmente nascimento de prematuros, as amostras
do liguido amnibtico das gestantes ndo mostraram evidéncias de crescimento
bacteriano, igualmente, Han et al. (2006) em 34 gestantes. No entanto, Le6n et al.
(2007) e Ovalle et al. (2009) investigando gestantes com doenca periodontal e com
ruptura prematura das membranas fetais e com trabalho de parto pretermo
(PPROM) detectaram P. gingivalis nas amostras de liquido amnidtico. Entre as
bactérias bucais, F. nucleatum foi predominante nas amostras do liquido amnidgtico,
ou seja, das sete gestantes, seis tinham membranas fetais intactas e apenas uma
com PPROM (Han et al. 2009). Outro periodontopatégeno, Eikenella corrodens um
bastonete Gram-negativo foi isolado por cultivo do liquido amnidtico em gestante
primigravida de 17 anos de idade (Jadhav et al., 2009).

Estudos relacionando patdgenos periodontais no biofilme subgengival como
indicadores de risco (ou preditores) e parametros periodontais para parto pretermo e
baixo peso fetal ttm sido invariavelmente discutidos na literatura. Hasegawa et al.
(2003) ndo observaram diferengas significantes entre gestantes com trabalho de
parto pretermo (TPPT), parto a termo (TPPT-PT), e trabalho de parto pretermo e
parto pretermo (TPPT-PPT) na porcentagem da bactéria periodontopatogénica T.
forsythia. Por outro lado, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e Prevotella spp.
foram predominantes no biofilme subgengival de puérperas com parto pretermo
(Holbrook et al., 2004). Por sua vez, Buduneli et al. (2005) verificaram que a
ocorréncia de P. intermedia, F. nucleatum, P. micros, C. rectus, E. corrodens,
Selenomas noxia e S. intermedius foi maior nas gestantes com neonatos de baixo
peso fetal comparado ao controle, mas as diferencas n&o foram significativas
estatisticamente. Por outro lado, os microrganismos P. micros e C. rectus foram
responsaveis pelo aumento significativo para o risco de baixo peso fetal, enquanto
as espécies P. nigrescens e A. actinomycetemcomitans reduziram este risco.
Diferencas significantes também foram relatadas por Skuldbol et al. (2006) com
relacdo aos microrganismos T. forsythia, Treponema denticola, Peptostreptococcus
micros, Streptococcus intermedius, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis e



Capnocytophaga ochracea nas gestantes com parto pretermo e periodontite, mas
sem nenhuma associacdo. A bactéria Bergeyella sp. foi detectada por Han et al.
(2006) em apenas uma gestante (placa subgengival, mas ndo no trato vaginal).
Quanto as gestantes com rotura precoce e prematura das membranas fetais e com
trabalho de parto pretermo (PPROM), P.gingivalis foi detectado no biofilme
subgengival. Em relacdo as outras BPPGs, nenhuma espécie foi identificada pelos
exames microbiologicos (Cultura ou PCR) (Leon et al., 2007). Utilizando a técnica de
checkerboard DNA-DNA, Vettore et al. (2008) identificaram apenas S. mitis e T.
socranskii e mostraram diferencas significantes nas gestantes com parto pretermo e
baixo peso fetal (PTBPN), porém as freqiiéncias de bolsas periodontais 24,0 mm e
do nivel clinico de insercédo 23,0 mm nao foram associadas com parto pretermo e de
baixo peso fetal. No entanto, as contagens de F. nucleatum, P. gingivalis, S. mitis e
T. forsythia apresentaram significancia com o indice de sangramento a sondagem na
122 semana de gestacédo, além de uma relacéo de significancia com os patdgenos A.
naeslundii, A. odontolyticus e Prevotella nigrescens na 282 semana gestacional.
Contudo, os niveis subgengivais de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
forsythia e T. denticola ndo se alteraram durante a gestacdo. Ja na 122 de gravidez,
niveis elevados de P. gingivalis e T. forsythia estavam associados com sangramento

gengival & sondagem (Adriaens et al., 2009).

As amostras de biofilme subgengival BANA-infectadas de gestantes no terceiro
trimestre, bem como, ruptura prematura pretermo das membranas fetais foram
preditores positivos significantes para partos pretermos (Chan et al., 2010). Por outro
lado, espécies e subespécies de F.nucleatum foram identificadas por Han et al.
(2010) nas amostras de biofilme subgengival de uma puérpera asiatica, primigravida
de 35 anos de idade com gengivite e com feto natimorto. Entre as BPPG, P.
gingivalis, mostrou uma diferenca significante com desfecho reprodutivo ruim, mas
nenhuma condi¢do clinica periodontal ndo mostrou associagdo significante com

parto pretermo (Ryu et al., 2010).

Outra vez mais as evidéncias apontam para um aumento da associacdo entre
doenca periodontal e desfechos reprodutivos ruins. Embora a infecgdo periodontal
seja considerada um fator de risco para parto pretermo, a localizacdo da bactéria
bucal ou de seus antigenos nos tecidos placentarios infectados por corioamnionite

nao tem sido demonstrada. Assim, espécimes de tecido placentario foram obtidos da



parte maternal e da parte fetal de gestantes com pré-eclampsia e com membranas
fetais integras para identificar o DNA bacteriano por meio da técnica da reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real. Entre as BPPG, mereceram destaques, T.
denticola (predominante), P. gingivalis T. forsythia, P. intermedia, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans, respectivamente por ordem do nimero de células (Barak et
al. 2007). Por meio da imunocitoquimica, Katz et al. (2009) identificaram antigenos
de P.gingivalis na placenta (decidua), nas vilosidades coribnicas (trofoblasto e
endotélio) e no epitélio amniético em um grupo de gestantes com parto pretermo,
parto a termo e com trabalho de parto pretermo complicado por corioamnionite.
Hasegawa-Nakamura et al. (2011) isolaram P. gingivalis de tecidos coribnicos
placentarios de 23 gestantes de alto risco e no biofilme subgengival de 11 gestantes
com doenca periodontal. No entanto, ndo houve diferencgas significantes nas meédias
das idades gestacionais e do peso do recém-nascido entre as gestantes P.gingivalis

positivo para tecido coriénico.

3.4 A Placenta

3.4.1 A Inflamagé&o na placenta

A inflamagdo clinica tem sido classicamente definida por calor, dor, rubor,
edema e diminuicao da funcéo, e isto reflete os efeitos dos mediadores inflamatorios
nos tecidos e nos vasos sanguineos locais. Em contraste, a inflamacéo histoldgica,
que é o padrdo-ouro para o diagndstico, é definida pela infiltracdo do tecido por
neutréfilos, macréfagos e linfécitos. O tipo de infiltrado celular é utilizado para
classificar a inflamacdo como aguda ou crénica (Romero et al., 2006, 2007b). Os
trés principais objetivos da inflamacéo séo: a entrega de células e moléculas para
suprimir a infeccdo; a formacdo de uma barreira fisica contra a disseminagdo da
infeccdo; e a promocao de reparos ao tecido. A inflamagéo é parte da resposta
imune primaria, que atua imediatamente, é nao-especifica e ndo tem memoria,

entretanto, também pode levar a doenca quando exagerada (Romero et al., 2006).

A inflamacéo tem sido implicada nos mecanismos responséveis pela parturicdo
a termo e pretermo, assim como na injuria fetal. Infec¢do e/ou inflamacéo € o Unico
processo patolégico para o qual uma ligacdo causal firme com o nascimento pré-

termo foi estabelecida e uma patofisiologia molecular foi definida (Romero et al.,



2006). Componentes do sistema imune, como 0s complexos de histocompatibilidade
tém sido implicados no processo de abortamento espontaneo, jA que uma resposta
inflamatoria exagerada, sistémica ou localizada, € um mecanismo de doenca no
abortamento espontaneo, parto prematuro, PPROM, pré-eclampsia e outras
“grandes sindromes obstétricas” (Romero et al., 2007b). A respeito disso, ha
consideraveis evidéncias de que citocinas pro-inflamatérias sdo importantes na
patogénese da corioamnionite humana. Niveis de diversas interleucinas e proteinas
guimioatraentes de monocitos estdo significativamente elevados em casos de
trabalho de parto prematuro nos quais ha evidéncias histolégicas de corioamnionite
(Goldman e Schmalsteig, 2008).

A ruptura das membranas fetais ao termo € uma parte normal do processo de
parturicdo que ocorre ap0s o0 inicio das contracbes uterinas. Entretanto, o
nascimento prematuro € a principal causa de mortalidade e morbidade neonatal no
mundo e exibe uma relagdo inversamente proporcional a idade gestacional, tanto
gue 0Ss neonatos prematuros precoces respondem pela vasta maioria dos Obitos.
Consequentemente, a necessidade de esclarecimentos sobre os fatores que
contribuem para o parto prematuro precoce € particularmente urgente (Digiulio et al.,
2008; Mass et al., 1999; Menon e Fortunato, 2007; Romero et al., 2006).

Uma resposta inflamatéria do hospedeiro tem sido considerada como parte da
patogénese do parto prematuro, sendo infeccdo e inflamacdo intra-uterinas
importantes mecanismos de doenca. As evidéncias que dao suporte a esta
conclusdo incluem o fato de que a infec¢cdo intra-uterina ou a administracédo
sistémica de produtos microbianos em animal pode resultar em trabalho de parto
prematuro e conseqlente parto; infeccdes maternas extra-uterinas, como a
pielonefrite, por exemplo, estarem associadas com parturicdo prematura; infeccbes
intra-uterinas subclinica estarem associadas trabalho de parto e parto prematuro;
pacientes com infecgdo intra-amnittica ou inflamagdo intra-uterina no trimestre
meédio de gestacdo estar em risco para subseqiente parto prematuro; tratamento
antibiotico das infeccbes intra-uterinas ascendentes poderem prevenir a
prematuridade em modelos experimentais de corioamnionite; e tratamento de

bacteridria assintomética prevenir a prematuridade (Romero et al., 2006, 2007a).



3.4.2 A Microbiota vaginal e sua relacdo com o tipo de pa rto e com a

corioamnionite

Em estudo prospectivo, os microrganismos Gardnerela vaginalis e Bacteroides
spp. foram os mais significativos e causadores da vaginose bacteriana quando se
comparou a microbiota vaginal de 428 mulheres em trabalho de parto prematuro
com a de 568 mulheres em trabalho de parto no tempo normal (Mcdonald et
al.,1994).

Em outro estudo multicéntrico realizado em 10397 gestantes, a vaginose
bacteriana estava associada a prematuridade e ao baixo peso do recém-nascido,
independentemente de outros fatores de risco conhecidos. A vaginose foi detectada

em 16% das pacientes examinadas (Hillier et al.,1995).

Diante disso, tem sido ressaltada a existéncia de uma relagcéo positiva entre a
vaginose bacteriana e o0 parto prematuro, alertando para a necessidade do
tratamento dessa doenca tanto na presenca de vaginose sintomética quanto na

presenca de vaginose sem sintomas (Chaim et al.,1997).

Por sua vez, em um estudo tipo caso-controle, a vaginose bacteriana durante a
gestacado esteve claramente associada com o aumento do risco de prematuridade e
recém-nascido de baixo peso. O estudo foi feito com 217 mulheres com idade
gestacional entre 28 e 32 semanas, 35 delas com vaginose bacteriana (grupo caso)
e 182 sem essa enfermidade (grupo controle). Os autores verificaram que as
incidéncias de trabalho de parto pretermo, de ruptura prematura de membranas e de
baixo peso ao nascimento foram maiores no grupo caso do que no grupo controle, e
gue as médias de idade gestacional e do peso ao nascer foram menores nos recém-

nascidos das mulheres do grupo caso (Simdes et al.,1998).

Além das evidéncias crescentes acerca da relacdo entre o trabalho de parto
prematuro e 0 nascimento pré-termo com a infeccdo do liquido amniético e/ou do
corioamnio, observacdes tém sido descritas relacionando este tipo de infecgdo com
as alteracfes na microbiota vaginal da gestante. Esfregacos cervicais de mulheres
com corioamnionite aguda revelaram-se significativamente maior predominancia de

cocobacilos, consistente com um desvio na microbiota vaginal, analisada pelos



exames de citologia cérvico-vaginal corados pelo método de Papanicolaou do que
as mulheres sem corioamnionite (Mass et al., 1999).

3.4.3 A Invasao microbiana da cavidade amniotica

Os eventos adversos associados a invasdao microbiana podem ser devido aos
produtos bacterianos ou a proliferacdo de microrganismos intactos. A maioria dos
efeitos dos microrganismos € mediada por produtos liberados durante a morte da
bactéria. Consequentemente, bactérias ndo-viaveis podem exercer efeitos deletérios
se seus produtos forem reconhecidos e promoverem uma resposta inflamatéria. De
fato, neste estudo, concentragBes de endotoxina bacteriana no liquido amniotico
foram encontradas e em concentracbes muito maiores nas mulheres que
apresentaram trabalho de parto com PPROM do que naguelas que apresentaram
PPROM, mas sem o trabalho de parto (Romero et al.,, 2006). Os microrganismos
podem ter acesso a cavidade amnidtica e ao feto usando qualquer uma das
seguintes rotas: ascensdo a partir da vagina e/ou da cérvice uterina, que € a forma
mais comum; disseminacdo hematogénica atraves da placenta; ligadura retrograda a
partir da cavidade peritoneal; e introducéo acidental durante procedimentos invasivo
(Romero et al., 2006)

A cavidade amniotica da mulher é considerada livre de bactérias desde que as
membranas fetais estejam intactas e ndo esteja em trabalho de parto. A invasao
microbiana do liquido amniotico foi evidenciada em aproximadamente 19% das
pacientes em trabalho de parto a termo espontaneo com membranas fetais intactas
e em 34% das pacientes com PROM ao termo. Evidéncias experimentais recentes
indicam que as contracfes uterinas exercem um efeito semelhante a succao, de
forma que o fluido vaginal pode ascender para a cavidade uterina com as
contracdes. Assim, é possivel que as contragdes uterinas durante o trabalho de
parto aumentem o risco de invasdo microbiana do liquido amnidtico (Seong et al.,
2008).

Inflamacdo intra-amnidtica € encontrada em aproximadamente 40% dos

pacientes com PPROM e é um fator de risco para parto prematuro e gestacao e

desfecho neonatal adversos, com a comprovagao ou ndo da infec¢gdo microbiana do



liguido amniédtico através de técnicas de cultura (Lee et al., 2007; Park et al., 2009
Seong et al., 2008). O ataque microbiano ao feto tem lugar em aproximadamente
10% das gestacdes com infeccdo intra-aminética, e o feto humano € capaz de
deflagrar uma resposta inflamatoria (celular e humoral) no trimestre médio da

gestacdo (Romero et al., 2007a).

Infecgdo intra-uterina ascendente tem sido descrita em estagios, sendo a
infeccdo fetal a fase mais avancada. Quando a infeccdo esta limitada ao espaco
amniocoriénico ou a decidua (inflamacéo localizada confinada ao coriodecidua), o
processo inflamatério é detectado nas membranas e € de origem materna. O
proximo estagio € a invasao microbiana da cavidade amnidtica através do amnio
(inflamacdo do amnio ou da placa coribnica, sem funisite) e o processo inflamatorio
intra-amnidtico parece ser de origem fetal mais do que materna. O estagio final, no
qual ha invasdo do feto pelos microrganismos, freqliientemente promove uma
resposta inflamatoria fetal (corioamnionite histolégica com funisite), porém estas
lesGes também podem ocorrer em resposta ao estimulo quimiotatico presente na

cavidade amnidtica, sem invasdo microbiana do feto (Park et al., 2009).

Alternativamente, microrganismos da vagina e da cérvice uterina podem
transpor as membranas adjacentes a cérvice e colonizar o liquido amniético sem o
envolvimento da decidua, membrana corioamnidtica e amnio, o que parece ocorrer
na PPROM e na incompeténcia cervical. E importante determinar a relagdo entre a
bactéria encontrada na membrana corioamnidtica, a resposta inflamatoria fetal e/ou
intra-amnidtica e a inflamacdo dos diferentes constituintes da placenta. Isto ir4
aperfeicoar a compreensao da via de infeccdo assim como da natureza da resposta

inflamatoria nos compartimentos fetal e materno da placenta (Park et al., 2009).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao de paciente

Inicialmente, foram selecionadas 119 puérperas, das quais 116 apresentaram
placenta Unica. Destas, somente 93 atenderam os critérios de inclusdo, e
compreenderam partos do Il e do lll trimestres da gestacdo. Neste estudo de corte
transversal as puérperas foram assistidas na Maternidade do Hospital Universitario
publico terciario Cassiano Antdénio de Moraes (HUCAM), localizado na Aw.
Marechal Campos, 1468, Bairro Santos Dumont, Vitéria-ES, no periodo de 6 de

maio a 10 de agosto de 2009.
4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao foram: (1) idade gestacional (IG) = 22 semanas p0s-
menstruais completas (spm) empregando-se a melhor estimativa obstétrica em
cada caso (ultrassonografia disponivel em 92% dos casos); (2) ter pelo menos 15
dentes na cavidade bucal; 3) consentimento livre e esclarecido assinado pela
parturiente para participar deste estudo. Foram excluidas as puérperas em que nédo

foi possivel realizar os exames clinicos periodontais.
4.3 Processamento histopatologico

Na maternidade, a placenta e os anexos fetais foram acondicionados em
sacos plasticos esterilizados, sem formaldeido, e identificados com o nome da
paciente e a data da terminacdo. Este material foi conservado a 4 °C até o
processamento laboratorial no Servico de Patologia do HUCAM de acordo com
critérios estabelecidos, e sob responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Roberto Mergon

de Vargas.
4.4 Procedimentos clinicos
4.4.1 Informacdes médicas-obstétricas

Os dados obstétricos e perinatais empregados neste estudo foram obtidos
dos prontuarios institucionais e em anamnese, empregando-se protocolo de estudo

concomitante sobre desfecho obstétrico atribuivel a infec¢cdo amnidtica.



4.4.2 Exame periodontal

O exame clinico periodontal foi realizado por especialista em periodontia
treinado até 72 horas poés-parto (Offenbacher et al.,1996), conforme detalhamento
no Fluxograma 2. As mensurac¢des clinicas foram realizadas em seis sitios por
dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-
lingual), em todos os dentes (exceto os terceiros molares), utilizando-se sonda
periodontal milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15, Hufriedy do Brasil, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). Foram analisados os seguintes parametros periodontais: (1)
Sondagem do Nivel Clinico de Insercdo (NCI), aferindo-se a distancia, em
milimetros, entre a juncdo cemento-esmalte e a por¢do mais apical da bolsa/sulco
periodontal; (2) Profundidade Clinica de Sondagem (PS), aferindo-se a distancia,
em milimetros, entre a margem gengival livre e a por¢cdo mais apical sondavel da
bolsa/sulco periodontal; (3) indice de Placa Visivel (IPV): presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel (Ainamo e Bay, 1975); (4) indice
de Sangramento Gengival Marginal (ISG): presenca (escore 1) ou auséncia (escore
0) de sangramento gengival marginal, apds percorrer levemente a sonda ao longo
da bolsa periodontal/sulco (Ainamo e Bay, 1975); (5) Sangramento a Sondagem
(SS): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento apés 20
segundos da sondagem; (6) Supuragédo (SUP): presencga (escore 1) ou auséncia

(escore 0) de supuracao espontanea ou apos 20 segundos da sondagem.

A presenca de periodontite foi diagnosticada se: PS = 4,0mm e NCI = 3,0mm
em algum dente e no mesmo sitio, classificando-se a doenga em localizada (menos
de 30% dos dentes envolvidos), e generalizada (mais de 30% dos dentes afetados)
(Armitage, 1999). Gengivite foi diagnosticada se: PS < 4,0 mm e NCI < 3,0 mm em
dois a cinco dentes; e periodontalmente sadia se: PS < 2,0 mm e NCI £ 2,0 mm e

nenhum sitio com sangramento gengival.

O diagnéstico clinico de periodontite cronica baseou-se nas seguintes
caracteristicas: (1) Prevaléncia maior em adultos podendo ocorrer em criancas e
adolescentes; (2) Taxas de progressdo baixas a moderadas; (3) Quantidade de
depdsitos microbianos consistente com a severidade da destruicdo periodontal; (4)
Nenhum padrdo de agregacdo familiar, e (5) Presenca freqiente de calculo

subgengival. Ja o diagndstico clinico da periodontite agressiva baseou-se nas suas



formas localizada e generalizada. A forma localizada apresenta os seguintes
aspectos clinicos: (1) Geralmente ocorre em adolescentes; (2) Taxa de progressao
rapida; (3) A gquantidade de depdsitos microbianos ndo é consistente com a
severidade da destruicdo; (4) Destruicdo periodontal localizada em molares e
incisivos permanentes; (5) Padrdo familiar acentuado, e (6) Calculo subgengival
geralmente ausente. A forma generalizada possui as seguintes caracteristicas
clinicas: (1) Geralmente ocorre em individuos com até 30 anos de idade, mas pode
acometer individuos acima dos 30 anos; (2) Taxa de progressao rapida; (3) A
quantidade de depédsitos microbianos em algumas vezes é consistente com a
severidade da destruicdo; (4) A destruicado periodontal afeta mais dentes além dos
molares e incisivos permanentes; (5) Padrdo familiar acentuado, e (6) Calculo

subgengival pode ou nao estar presente (Armitage, 2004).
4.5 Coletas das amostras e os momentos da amostrage  m.

As amostras clinicas, biofilme subgengival, exsudato vaginal, membrana amnibnica
e parénguima placentario foram obtidas de cada puérpera, totalizando 372
espécimes, segundo o Fluxograma 1. O momento da coleta dos espécimes seguiu
uma ordem temporal (Fluxograma 2) de acordo com a admissdo da gestante na
Maternidade do HUCAM e com o tipo de parto realizado. Deste modo, na
internacdo da gestante, o médico ginecologista colheu o exsudato vaginal e
realizou outros procedimentos clinicos, laboratoriais e radioldgicos. ApGs o parto,
no periodo entre 24 a 48 horas procedeu-se ao exame clinico bucal com auxilio de
foco de luz fixo (cranio do profissional), sonda periodontal, espelho clinico bucal,
gorro, mascara, luvas estéreis e gazes. Imediatamente apés, procedeu-se a coleta
do biofilme subgengival para as puérperas de parto a termo ou pretermo. As
placentas secundadas em plasticos esterilizados e estocadas a 4°C foram enviadas
ao laboratério de patologia visando a remoc¢do da membrana amnidnica e do
parénquima placentério, também no periodo maximo de até 48 horas durante seis

meses para todas as puérperas do estudo.



Fluxograma 1 — Material clinico coletado de diferentes fontes e a possivel relagcdo com desfechos
reprodutivos e infecciosos.
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Figura 1 - Desenho esquematico da placenta e dos sitios coletados.
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FONTE: Merc¢on-De-Vargas PR, Salim RC. 2011; Servigo de Patologia/HUCAM/UFES.

Figura 2 - Coleta da membrana amnibnica.

FONTE: Mercon-De-Vargas PR. 2011; Servico de Patologia/HUCAM/UFES.



Figura 3 - Coleta de parénquima placentario
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FONTE: Mer¢on-De-Vargas PR. 2011; Servigo de Patologia/HUCAM/UFES.

4.5.1 Cavidade bucal
45.1.1. Biofilme subgengival

Os espécimes subgengivais foram coletados durante o exame clinico
periodontal, apos profilaxia dos dentes com o0 uso de gazes e curetas periodontais
visando a remocdo do biofilme supragengival e/ou do calculo dentério. Quatro
amostras subgengivais (bolsas mais profundas ou de gengivite) foram coletadas
com cones de papel absorventes esterilizados (No. 35, Tanari, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e mantidos nos sitios por 30 segundos. Em seguida, os cones foram
transferidos para tubos contendo 500 ul de TE e estocados a — 80 <.



Figura 4 - Biofilme subgengival coletado com cones de papel inseridos na bolsa periodontal.

FONTE: Feitosa ACRF. 2011; Periodontia/UFES.

4.5.2 Trato vaginal
4.5.2.1 Secrec¢éao cervico-vaginal

De cada gestante, no exame clinico de internacdo (antes do parto, admissao
a maternidade do HUCAM), o obstetra coletou uma amostra da secrec¢ao vaginal
com auxilio de cotonete esterilizado que foi transferida para tubo criogénico e

conservado a — 80 °C.
4.5.3 Placenta e amnio

Logo apO6s o nascimento da crianca, a placenta foi secundada e
acondicionada em saco plastico esterilizado, e transportada até o laboratério de
Patologia sob refrigeracdo. Fragmentos de amnio placentério (500mg a 1g) obtidos
por meio de lamina de bisturi n°.15C e de parénquima placentario (aspirado com
agulha n° 18) foram coletados por patologista auxiliado pelo periodontista (Figuras
2 e 3), e transferidos para tubos criogénicos e mantidos a -80 °C. Ap0s esta coleta,
os espécimes foram fixados em formaldeido (4%) para posterior exame anatomo-

patologico.
4.5.3.1 Exame anatomo-patolégico dos anexos fetais

Os anexos fetais foram examinados macro e microscopicamente de acordo



com protocolo sistematico e estruturado (Mergon-De-Vargas, 1992), sem
conhecimento dos informes clinicos ou dos resultados dos exames microbioldgicos.
O critério diagnostico de corioamnionite (CAM) foi a presenca de neutrofilos no
corio ou no amnio placentarios (Altshuler, 1997; Benirschke et al., 2006; Fox e
Langley, 1971).

4.6  Andlise microbioldgica

As amostras clinicas da cavidade bucal, vagina, placenta e amnio foram

avaliados microbiologicamente segundo o Fluxograma 1.
4.6.1 Extracdo de DNA bacteriano das amostras clini  cas

As quatro amostras de biofilme subgengival de cada puérpera obtidas com
cones de papel absorventes foram transferidas para um novo tubo eppendorf
esterilizado visando realizar um pool destes espécimes. Em seguida, os tubos
contendo os espécimes foram agitados em vortex (40 segundos), submetidos a
centrifugacdo (14.000 rpm) por 10 minutos e posteriormente, a extracdo dos
respectivos DNA bacterianos pelo método fenol-cloroférmio modificado (Avila-
Campos et al., 1999a,b). As amostras com secrecdo vaginal foram adicionadas
tampao TE (300ul), aguardou-se a eluicdo (um minuto), agitou-se em vortex (40
segundos), submeteu-se a centrifugagcdo (14.000 rpm) por 10 minutos e
posteriormente, a extracdo dos respectivos DNA bacterianos pelo método fenol-
cloroformio modificado. As membranas amnidticas foram removidas dos tubos
criogénicos, cortadas em pequenos fragmentos com tesoura serrilhada e trituradas
com bastdo de vidro esterilizado em placas de Petri. Logo apds, fragmentos com
cerca de 200 a 300mg foram transferidas para tubos eppendorf contendo tampéo
TE (300ul), agitados por um minuto, centrifugados e submetidos a extracdo dos
DNA bacterianos pelo método acima descrito. Quanto ao parénquima placentario
foram transferidos 1,0 ml de sangue para tubos eppendorf e procederam-se as
demais etapas de acordo com o protocolo acima descrito.

4.6.2 Deteccédo bacteriana pela reacdo em cadeiada polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando-se iniciadores especificos



segundo Ashimoto et al. (1996) e Avila-Campos et al. (1999a). As reacdOes de
amplificagdo do DNA bacteriano foram realizadas em volumes finais de 25 pl,
contendo 10X de tampao PCR, 50 mM de MgCl,, 0,2 uM da mistura de dNTP, 0,4
UM de cada iniciador especifico, 5 U de platinum Taqg DNA polimerase, e 1 ng de
DNA. A reacéo de amplificagéo foi realizada em termociclador (Perkin-Elmer, Gene
Amp PCR System 9700, Norwalk, CT, USA) programado de acordo com as
condi¢cbes descritas na Tabela 1. Foram usados como controles positivos DNA de
cepas de referéncia: A. actinomycetemcomitans ATCC 29523, F. nucleatum ATCC
25586, P. gingivalis ATCC 33277, e T. forsythia ATCC 43037. Em todas as reacfes
0s DNA gendmicos foram substituidos por agua Milli-Q esterilizada como controle
negativo. Os produtos de PCR (20 pl) e o marcador molecular 1 kb plus DNA
(Invitrogen do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) foram analisados por eletroforese (90
V, 2 horas) em gel de agarose a 1%, sendo posteriormente, corados com brometo
de etidio (0,5 pug/ml), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com sistema
Kodak Digital Science-120.

Tebela 1- Bactérias alvo, sequéncia de iniciadores, condigbes, temperatura de anelamento, pares de base e referéncias.

Bactéria alvo Sequéncia de iniciadores (5'-3') Condigbes Temperatura Amplificacio Referéncias
(ciclos, temperatura, tempo) anelamento (bp)
Universal Primers AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 1 ciclo 940C; 30 ciclos: 940 Cx30, 56° 60 1500 Amano etal 1999
165 rRNA CAATAC TCG TAT CGC CCE TTATIC (30" 56°C x30". 72°C x1': 1 cielo 72°C x5’
A. aetinomycetemceomitans AAA CCC ATC TCTGAGTTC TTC TTC 1 ciclo de 94°C 5', 30 cielos 94°C30", 560C 56 557 Ashimoto et al 1996

ATG CCAACTTGA AGT TAA AT 30".72°C 30" 1 ciclo 72°C5"

F. nucleatum ATT GTG GCT AAA AAT TATAGT T 1ciclo 94°C 5, 30 ciclos 94°C 30", XXX 40 500 Aila-Campos 1996
ACCCTCACTTIG AGGATT ATAG  giclns 50°C 30" J0K ciclos 72°C30" 1

P. gingivalis AGG CAG CTT GCC ATA CTG (G 1¢icln 94°C 5% 35 ciclos 94°C 30", XX &0 404 Ashimoto et al 1996
ACTGTTAGCAACTACCGATET  ficlns A0°C 30" 77°0 30" 1 ficla 72°C 7'

T. forsythia GCC TAT GTA ACC TGC CCG CA 1¢iclo 94°C 5, 30 cicles 94°C 30, XX )] 641  Ashimofo etal 1996
TGC TTC AGT GTC AGT TATACCT i os 50°C 1% 30X ciclos 72°C 2'. L ciclo

4.7 Andalise estatistica

A analise estatistica consistiu na determinacdo da ocorréncia uni-variada
(frequéncia simples) ou bi-variada (valor p, Intervalo de Confianca - IC, Qui-

Quadrado — x?, Incremento Direto - ID, Odds ratio - OR, Raz&do Simples - RS e



NUmero necessério para o efeito - NNE) das variaveis, doenga periodontal (DP) e
bactéria periodontopatogénica (BPPG), nos varios sitios e das variaveis obstétricas
na amostra como um todo, e comparativamente nos casos com corioamnionite
(CAM) e com quatro desfechos reprodutivos ruins (DRR): PROM/PPROM, PPT,
BPN e MPN. O contraste entre as frequéncias foi sumarizado: (1) pelo incremento
direto (ID), isto €, a diferenca entre as propor¢des do fator (causa) na presenca e
na auséncia do DRR (efeito), calculada como ((a/n) — (b/n)), considerando um valor
superior a 0,20 (20%) um contraste de magnitude significativo (Feinstein, 2002) e
(2) pela odds ratio (OR), uma aproximagao do risco relativo que revela quantas
vezes é mais (ou menos) comum o efeito na presenca do fator (causa) em relagéo
a auséncia do fator. Empregaram-se formulas descritas por Feinstein (2002) e
tabelas de contingéncia recomendadas por Tukey (1977). Nenhuma tentativa foi
feita para controlar os fatores de confusdo ou para ajustar as estimativas das
comparacdes multiplas. A principal motivacdo para esta decisao foi a pretenséo de
concentrar a analise nos aspectos substantivos do problema, bactérias
periodontopatogénicas, doenca periodontal, desfechos reprodutivos ruins e
infecciosos (CAM e vilosite), mais condizentes com o objetivo preliminar de
identificar as possiveis associa¢cdes ndo independentes.

4.8 ImplicagBes Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (Proc.
n°® 807/CEP).



5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficos, obstétricos e fetais.

A ocorréncia das caracteristicas soécio-demograficas, obstétricas e fetais da
amostra como um todo se encontra na Tabela 2. As puérperas estudadas
apresentam o tipico perfil das gestantes brasileiras atendidas pelo SUS: 20,4%
eram adolescentes, 75,0% nao brancas, 94,87% com menos de oito anos de
educacado, 31,2% ocupavam-se do lar, 70,6% nao civiimente casadas, 10,84%
atenderam menos de quatro consultas prenatais e 55,91% eram primigestas.
Rotura prematura ou precoce de membranas fetais foi observada em 22,2%, parto
cesariano em 65,59%, pretermo em 36,56%, baixo peso fetal em 34,41%, morte

perinatal em 5,38%, corioamnionite em 34,41% e vilosite em 8,6% dos casos.

Tabela 2 - Dados demogréficos, gestacionais, obstét  ricos e fetais.

Idade materna em anos, mediana (IQR)
Raca/etnia - ndo branca, n (%)

Instrucéo - < 8 anos, n (%)

Primigesta, n (%)

Prenatal, < 6 consultas, n (%)

Tabagismo na gestacao, n (%)

Infeccao urinaria, n (%)

Hipertenséo arterial na gestacao, n (%)
Diabetes melitus na gestacgéo, n (%)

Parto cesariano, n (%)

Rotura de membranas fetais, > 12 horas, n (%)
Corioamnionite histologica, n (%)

Vilosite, n (%)

Idade gestacional em dias, média (dp)
Nascimento pretermo <34 semanas, n (%)
Nascimento pretermo <37 semanas, n (%)
Peso ao nascer, média (dp)

Baixo peso fetal ao nascer (<2500g), n (%)
Morte perinatal, n (%)

25 (20 - 30)
69/92 (75,00)
74/78 (94,87)
52/93 (55,91)

9/83 (10,84)

7/92 (7,61)
11/90 (12,22)
10/90 (11,11)

4190 (4,44)
61/93 (65,59)
16/91 (17,58)
32/93 (34,41)

8/93 (8,6)
259 (28)
21/93 (22,58)
34/93 (36,56)

2782 (849)
32/93 (34,41)

5/93 (5,38)




5.2Dados clinicos bucais

Os parametros clinicos dentéarios e periodontais estdo apresentados na Tabela 3 e
na Figura 5. Todas puérperas estudadas apresentaram alguma doenca periodontal
e 62,4% na forma de periodontite agressiva, com profundidade de bolsa periodontal
mediana de 4,6 mm e nivel clinico de insercdo mediano de 3,8 mm; 72,04% ja
haviam perdido algum dente e 83,87% tinham carie. Sangramento & sodagem foi
observado em 22,6% dos sitios periodontais e 47% dos sitios apresentaram placa
bacteriana. A periodontite agressiva foi mais prevalente (62,3%) entre as
puérperas, logo apds, a periodontite crbnica com 32,2% e gengivite com 8,06%.
Cerca de 30% das puérperas apresentaram a extensao localizada da periodontite
agressiva, enquanto se observou 33,3% na forma generalizada desta infeccao
periodontal. Na periodontite cronica, as extensdes localizadas e generalizadas nas

puérperas atingiram 8,60% e 23,66%, respectivamente.

Tabela 3 - Dados Clinicos Bucais.

Céries, n (%) 78/93  (83,87)
Perda dentaria, n (%) 67/93 (72,04)
Porcento de sitios com placa, mediana (IQR) 47,01 (29-62)
% Profundidade de sondagem 24,0 mm média, mediana (IQR) 12,06 (5-17)
% Perda média de inser¢do 23,0 mm, mediana (IQR) 21,26 (12 -28)
Porcento de sitios com sangramento a sondagem, mediana 2259 (10 - 30)
(IQR)
Doenca periodontal
Gengivite cronica, n (%) 5/93 (5,38)
Periodontite
Cronica localizada, n (%) 8/93 (8,60)
Crobnica generalizada, n (%) 22/93 (23,66)
Agressiva localizada, n (%) 27/93  (29,03)

Agressiva generalizada, n (%) 31/93 (33,33)




Figura 5. Distribuicio da profundidade de bolsa e do nivel clinico de insercao
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5.3 Prevaléncia de bactérias periodontopatogénicas (BPPG)

A frequiéncia absoluta de deteccéo de cada bactéria periodontopatogénica em
cada sitio € apresentada na Tabela 4. Alguma bactéria periodontopatogénica foi
encontrada em 120 (8,06%) dos 1080 testes, das quais, 372 amostras clinicas
examinadas corresponderam a 70 (75,27%) das 93 puérperas estudadas (Figura
6). Todas as bactérias periodontopatogénicas avaliadas foram encontradas no
biofilme subgengival (boca) e no trato genital inferior (vagina). Os
periodontopatdégenos F. nucleatum e P. gingivalis foram detectados em todos os
sitios. Nenhum A. actinomycetemcomitans foi encontrado na membrana amnidnica
e no parénquima placentario das puérperas. T. forsythia esteve presente nos sitios
biofilme, vagina e parénquima placentario, mas ndo no amnio. P. gingivalis foi o
mais prevalente das BPPG na amostra como um todo. Somente dois
periodontopatégenos foram encontrados no amnio, P. gingivalis e F. nucleatum. A
prevaléncia de cada periodontopatbgeno em todos os sitios foi: A.
actinomycetemcomitans em 5/93 (5,37%), P. gingivalis em 59/93 (63,33%), F.
nucleatum em 23/93 (24,73%) e T. forsythia em 33/93 (35,48%) das puérperas. No
biofilme subgengival, A. actinomycetemcomitans foi observado em 2/93 (2,16%), P.
gingivalis em 30/93 (32,25%, F. nucleatum em 16/93 (17,11%) e T. forsythia em



29/93 (31,18%) das gestantes (Tabela 4). Em 22,85% (16/70) das puérperas foram
observados dois periodontopatdogenos e trés em 7,14% (5/70) das puérperas
(Figura 7).

Todas as bactérias periodontopatogénicas foram detectadas na vagina
(Tabela 4), com as seguintes distribuicdes: A. actinomycetemcomitans em 3/93
(3,22%), P. gingivalis em 16/93 (17,11%), F. nucleatum em 2/93 (2,16%), e T.
forsythia em 3/93 (3,22%). Nas amostras vaginais houve duas associa¢des: uma
puérpera com A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis e outra com F. nucleatum

e T. forsythia (Figura 8).

Apenas dois periodontopatégenos foram detectados no amnio (Tabela 4): F.
nucleatum em 4/93 (4,30%) e P. gingivalis em 9/93 (9,67%), além de uma puérpera

apresentar as duas bactérias periodontopatogénicas (Figura 9).

No parénquima placentario foram observados trés periodontopatégenos em
cinco puérperas (Tabela 4): F. nucleatum em 1/93 (1,08%) e P. gingivalis em 4/93
(4,30%) e uma unica puérpera com dois periodontopatdégenos, P. gingivalis e T.
forsythia (Figura 10).

Tabela 4 - Distribuicao topografica de bactérias periodontopatogénicas em 93
puérperas.

Todos os Boca Vagina Placenta
sitios Amnio  Parénquima
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
A. actinomycetemcomitans 5(5,38) 2(2,15) 3(3,23) 0(0,00) 0 (0,00)
F. nucleatum 23 (24,73) 16 (17,20) 2(2,15) 4(4,30) 1(1,08)
P. gingivalis 59 (63,44) 30(32,26) 16 (17,20) 9 (9,68) 4 (4,30)

T. forsythia 33(35,48) 29(31,80) 3(3,23) 0(0,00) 1(1,08)




Figura 6 - Presenca de algum periodontopatégeno em qualquer sitio avaliado.

E. nucleatum

Figura 7 — Presenca de bactérias periodontopatogénicas nas amostras de biofilme subgengival.

F. nucleatum




Figura 8 — Presenca de bactérias periodontopatogénicas nas amostras vaginais.

F. nucleatum

Figura 9 — Presenca de bactérias periodontopatogénicas nas amostras amnigticas.




Figura 10 — Presenca de bactérias periodontopatogénicas nas amostras de placenta.

5.4 Disseminacédo de bactéria periodontopatogénica (BPPG).
5.4.1 Disseminacao da boca (biofilme subgengival) p  ara a vagina.

Apenas P.gingivalis foi detectado simultaneamente em ambos os sitios par,
boca e vagina da mesma puérpera (Figura 11), correspondendo a 20,0% (6/30) da
taxa de disseminacéo e a 37,5% (6/16) da taxa de proporcao.



Figura 11 - Presenca de P.gingivalis em dois sitios analisados.

vagina amnio

boca ) placenta

5.4.2 Disseminacao da boca para o amnio.

Foi observada disseminacdo da boca para o amnio de F. nucleatum em 1/16
(6,25%) (Figura 12) e de P.gingivalis em 3/30 (10.0%) (Figura 11), correspondendo
a uma taxa de proporcao de ¥ (25,0%) e de 3/10 (30,0%), respectivamente.

Nenhum outro periodontopatdgeno foi detectado no sitio par boca e amnio.

5.4.3 Disseminacédo da boca para o parénquima placen tario.

Houve apenas uma puérpera entre as 30 (3,33%) que disseminou P.gingivalis da
boca para o parénquima placentario, correspondendo a % (25,0%) da taxa de
proporcao (Figura 11). Nenhum outro periodontopatdgeno foi detectado no sitio par
boca e parénquima placentario.



5.4.4 Disseminacao da vagina para o &mnio.
Nenhuma deteccdo simultdnea de bactéria periodontopatogénica na vagina e
amnio foi observada (Figuras 11, 12 e 13).

5.4.5 Disseminacdo do amnio para o parénquima place  ntério.
Houve nenhuma deteccdo simultdnea de qualquer bactéria periodontopatogénica
no amnio e parénguima placentario (Figuras 11, 12 e 13).

Figura 12 - Presenca de F.nucleatum nos sitios analisados.
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Figura 13 - Presenca de T.forsythia nos sitios analisados.

vagina amnio

) placenta




5.5. Associagoes entre doenca periodontal (DP), bac térias
periodontopatogénicas (BPPG) e desfechos reprodutiv os ruins (DRR).

5.5.1 Doenca periodontal e desfechos reprodutivos r  uins.

A periodontite agressiva associou-se com maior frequéncia em relagdo ao inicio do
trabalho de parto nas terminacdes a termo espontaneo (ID=23%, Figura 14); com
rotura das membranas fetais 24 horas ou mais (ID=22%, Figura 15); com menor
contraste para parto pretermo (ID=10%, Figuras 16); parto muito pretermo
(ID=10%, Figura 17); e baixo peso fetal ao nascer (ID=15%, Figura 18), mas sem
significancia estatistica. Ndo houve qualquer outra associacao significante entre
doenca periodontal e desfecho reprodutivo ruim, tais como, periodontite e

corioamnionite, periodontite e vilosite, e periodontite e morte perinatal.

Figura 14 - Inicio dotrabalhode parto nas terminacées atermo.
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Figura 15 - Rotura prolongada das membranas fetais.
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Figura 16-Parto pretermao.
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Figura 17 -Parto muito pretemo.
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Figura 18 -Baixo pesofetal ao nascer.
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5.5.2 Bactérias periodontopatogénicas e desfechosr  eprodutivos ruins

A relacdo entre a presenca de alguma bactéria periodontopatogénica (BPPG) no
amnio com presenca de corioamnionite (CAM) alcancou um contraste (ID) de
quase 20%, (ID=18%, Figuras 19 e 20). Um forte contraste foi observado entre a
bactéria periodontopatogénica P.gingivalis no amnio e corioamnionite (ID=23%,
Figuras 21 e 22). No entanto, nenhuma destas relacdes foi estatisticamente
significante. A prevaléncia de bactérias periodontopatogénica no trato vaginal na
presenca de rotura de membranas fetais foi de 21,74% e sem rotura das
membranas foi de 25,53%.

Figura 1%- Alguma (qualquer) bactéra periodontopatogénica em &mnio e coricamnionite.
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Figura 20 - Coricamnionite.
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Figura 21- B gingivalis em dmnio e coricamnionite.
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Figura 22 - P gingfvalis no &mnio e coricamnionite.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que, nas parturientes
estudadas, os desfechos obstétricos e fetais observados sdo relevantes devido a
conhecida relagdo de baixo nivel s6cio-econdmico com doenca periodontal (Bosnjak
et al., 2006; Contreras et al., 2006; Cruz et al., 2005; Cruz et al., 2009; Guimaraes et
al., 2010; Kunnen et al., 2007; Moore et al., 2001; Ovalle et al., 2009; Vettore et al.,
2008) e com desfechos reprodutivos ruins (Chan et al., 2010; Guimaraes et al., 2010;
Han et al., 2009; Louro et al., 2001).

Deve ser enfatizado que estas puérperas relataram nunca ter visitado um
dentista durante a gestacdo e antes mesmo de se engravidarem. Isto,
provavelmente, reflete o estado de saude bucal encontrado nesta populacdo. Deve
ser mencionado que, em nosso modelo de estudo, além de todas puérperas serem
portadoras de infeccao bucal (periodontite ou gengivite), 20% eram adolescentes (14

a 19 anos de idade).

Levando-se em consideracéo este resultado, Cruz et al. (2009) demonstraram
gue, em gestantes brasileiras, cerca de 43% eram adolescentes (13 a 20 anos) e
portadoras de doenca periodontal. Por sua vez, em estudos realizados por
Offenbacher et al. (1996) e Jeffcoat et al. (2001), 27% e 24% respectivamente, das
gestantes tinham menos de 20 anos e 82% da populacdo apresentou doenca
periodontal, uma situacéo equivalente no presente estudo. Neste contexto, Ovalle et
al. (2009) também confirmaram em estudo realizado no Chile com 59 gestantes,
uma idade média de 26 anos, a maioria adolescente, e 99% apresentaram infeccao
periodontal localizada ou generalizada. A idade na nossa populagéao difere daquela
investigada por Moore et al. (2001), os quais relataram uma idade média maior (29,8
anos) entre as gestantes, menor propor¢cdo do grupo étnico negro (28,5%) e uma

taxa de 17% de gestantes com menos de 25 anos de idade.

De maneira geral, os estudos disponiveis na literatura sobre a relacdo entre
doenca periodontal e desfechos reprodutivos ruins apontam uma maior prevaléncia

para raca negra, semelhantemente ao encontrado no presente estudo (75%).



Porém, nossos resultados discrepam dos estudos de Moore et al. (2001, 2004,
2005), Noack et al. (2005) e Pitiphat et al. (2008), onde os individuos avaliados,

predominantemente eram da raca branca.

Quanto ao nivel de escolaridade, caracterizado essencialmente na amostra
estudada pelo ensino fundamental, a elevada prevaléncia (94,87%) observada
reflete a baixa condic&o socio-econdmica e a natureza homogénea desta populacao.
Muito embora, esta varidvel demografica se associa com o tipo de estudo
empregado, uma variabilidade entre 25% a 73% tem sido observada nesta direcéo
(Bassani et al., 2007; Bosnjak et al., 2006; Buduneli et al., 2005; Contreras et al.,
2006; Cruz et al., 2009; Kunnen et al., 2007; Lopez et al., 2002a, 2002b; Nabet et al.,
2010; Rakoto-Alson et al., 2010; Vettore et al., 2008).

E notavel ressaltar que todas as gestantes fizeram o pré-natal (embora
10,84% frequentassem menos de 6 consultas), uma clara indicacdo que nao falta
oportunidade para intervencdo em saude por culpa das pacientes. Por outro lado,
Lépez et al. (2002a) mencionam que o cuidado pré-natal inadequado age
frequentemente como fator de risco para desfecho reprodutivo ruim em mulheres
com baixo nivel sdcio-econdmico e baixo nivel de escolaridade. Nao obstante a
elevada freqUéncia de visitas pré-natais observada no presente estudo, mas sem
significancia estatistica, outras pesquisas apontam concordancias relacionadas a
esta variavel (Bassani et al., 2007; Bosnjak et al., 2006; Buduneli et al., 2005; Cruz
et al., 2009; Offenbacher et al., 1996; Vettore et al., 2008). Outrossim, é importante
mencionar que estas gestantes tinham acesso livre aos programas de cuidados pré-
natais oferecidos pelo HUCAM. Isto implica em melhor controle sobre os diversos
fatores de risco para parto pretermo e baixo peso fetal ao nascer. Muito embora, seja
aconselhavel esta medida no sentido de reduzir as chances para parto pretermo, a
elevada frequiéncia de visitas pré-natais relatada por Lopez et al. (2002a) tambéem

nao reduziu significativamente o nimero de partos pretermos.

Outro ponto critico é a questdo do impacto do tabagismo, um importante
fator de risco para doenca periodontal (Bergstrom, 1990, 2004; Bergstrom et al.,
1988; Grossi et al., 1995) e desfechos reprodutivos ruins (Kierse, 1989; Shah e
Bracken, 2000; Shiono et al.,, 1986). Em nosso estudo apenas 7,6% de nossas



amostras relataram que fumaram durante a gestagdo, mas ndo houve qualquer
associacdo com doenca periodontal ou com desfecho reprodutivo ruim, talvez em
funcdo deste baixo numero, situacdo semelhante observada nos estudos de Lopez
et al. (2002a) e Moore et al. (2001). Esta baixa freqiéncia de tabagistas pode ser
explicada devido ao registro do uso de cigarros relatado pela puérpera apenas no
ato de sua matricula para o estudo, ou seja, na internacdo para o parto e ndo
durante toda a gestacdo ou ainda antes da gravidez. Além disso, durante suas
visitas para cuidados pré-natais, recebem orientacdo de educacéo em saude e forte
aconselhamento para reduzir ou eliminar o uso de tabaco durante a gestagao. Por
outro lado, nos estudos de Berkowitz e Papiernik (1993) e LOpez et al. (2002b)
observaram-se associacOes dose-resposta entre tabagismo e baixo peso fetal, parto
pretermo ou pretermo e baixo peso fetal ao nascer, com o problema peso ao nascer
aumentando com o namero de cigarros usados, enquanto nos estudos de Holbrook
et al. (2004) e de Moore et al. (2005) foram relatados elevadas prevaléncias de

gestantes tabagistas.

A administracdo de antibidticos e esterdides antes do parto sdo condutas
médicas empregadas na gestacdo para reducdo dos provaveis desfechos
reprodutivos ruins, essencialmente visando prevenir parto pretermo apdés ruptura
prematura das membranas fetais. Muito embora apenas 12% da nossa amostra
tenham sido observados infeccdo urinaria, considerada fator de risco obstétrico
importantissimo para parto pretermo, isto pode ser reflexo do diagndstico de
infeccdo genito-urinaria materna devido a infeccdo subclinica presente ou ainda a
administracdo de antibidticos no ultimo més da gestacdo para previnir infeccéo
ascendente na época do parto. No entanto, esta discrepancia divergiu do relato de
Offenbacher et al. (1996), onde 25% da amostra apresentou esta infec¢ao, enquanto
gue Moore et al. (2005) encontraram 39% na sua populagédo, mas bem menos que,
0s 15% observados por Moore et al. (2001) para as gestantes primiparas com parto
extremo pretermo e os 5% observados nas gestantes com parto a termo no estudo
de Bosnjak et al. (2006).

A hipertensdo arterial nas gestantes neste estudo transversal
caracterizou-se por baixa prevaléncia (11%). Este aspecto ndo tem sido diferente em

alguns estudos (Bassani et al., 2007; Davenport et al., 2002; Guimaréaes et al., 2010



Louro et al., 2001; Moliterno et al., 2005; Vettore et al., 2008), os quais, também,
relataram nenhuma associacéo significante com doenca periodontal ou com outros
fatores obstétricos. Ja o estudo de Nabet et al. (2010) realizado em maternidades
francesas, uma associacao significante foi observada entre periodontite generalizada
e parto pretermo induzido para pré-eclampsia. Outro estudo (Kunnen et al.,2007)
também demonstrou uma associacdo significante entre gestantes com pré-

eclampsia e doenca periodontal severa, mesmo com uma amostra pequena (n=52).

O efeito de doencgas ou condi¢des sistémicas sobre o estado de saude ou
doenca do periodonto tem sido amplamente reconhecido. Por outro lado, estudos
sobre efeito da doenca periodontal sobre doencas ou condi¢cbes sistémicas séo,
relativamente, mais recentes. Esses estudos sugerem leves a moderadas
associacOes entre doenca periodontal e certas desordens sistémicas, entre as quais,
diabetes melitus (Offenbacher et al., 1996). Na amostra estudada, apenas 4,4% das
puérperas apresentou diabetes melitus, resultado semelhante observado em outras
investigacdes (Guimaraes et al., 2010; Lopez et al., 2002b; Moliterno et al., 2005;
Vettore et al., 2008).

Quanto a via do parto, a elevada prevaléncia (em torno de 66%) de parto
cesariano na nossa amostra demonstra que, as gestantes do sistema Unico de
saude buscam este hospital publico terciario, HUCAM, para serem assistidas em
gestacOes de alto risco, especificamente para partos pretermos. Este aspecto
obstétrico observado na nossa amostra esta de acordo com os trabalhos de Vettore
et al. (2008) e Han et al. (2009) que demonstraram uma maior prevaléncia de partos
cesarianos em gestantes com partos pretermos ou partos com baixo peso fetal ao
nascer, mas difere dos resultados de Rakoto-Alson et al. (2010) e Buduneli et al.
(2005), onde esta via apresentou baixa freqiiéncia.

A ruptura das membranas fetais ao termo € uma parte normal do processo de
parturicdo que ocorre apds o0 inicio das contragbes uterinas. Entretanto, o
nascimento prematuro € a principal causa de mortalidade e morbidade neonatal no
mundo (Digiulio et al., 2008; Mass et al., 1999; Menon e Fortunato, 2007; Romero et
al., 2006). A ruptura prematura das membranas fetais (PROM/PPROM) e o trabalho
de parto pretermo séo frequentemente associadas com parto pretermo. A ruptura



prematura e precoce das membranas fetais (PPROM) esta associada com 30 a 40%
dos partos pretermos e é a principal causa identificavel de parto pretermo (Menon e
Fortunato, 2007). Em nosso estudo, a prevaléncia da rotura de membranas fetais
(PPROM/PROM) acima de 12 horas atingiu cerca de 18% das puérperas, bem
proximo dos resultados de Ovalle et al. (2009) com freqiéncia de 28% (17/59). No
entanto, Ledn et al. (2007) encontraram cinco gestantes (41,66%) das 12 com
periodontite portadoras de PPROM, enquanto trés gestantes das oito com gengivite

apresentaram PPROM, mas sem significancia estatistica.

Em outro estudo, Jarjoura et al. (2005) demonstraram que 55,4% (46/83) das
gestantes (idade gestacional média de 33,2 semanas) com partos pretermos
apresentaram PPROM, enquanto nas gestantes com partos a termo (idade
gestacional de 39,3 semanas), 19,2% (23/120) também tiveram PPROM e esta
associacao se mostrou estatisticamente significante. Por sua vez, Nabet et al. (2010)
também ndo observaram relacdo significante entre periodontite localizada e
generalizada com PPROM ou parto pretermo espontaneo. Estes aspectos séo
relevantes do ponto de vista inflamacéo/infeccdo, porque, aproximadamente em
30% dos casos com PROM, o isolamento bacteriano ndo se correlaciona com
alteracdes inflamatorias encontradas durante a corioamnionite histologica (CAM). No
presente estudo, a CAM observada nas puérperas foi de 34,4%, uma taxa
relativamente elevada e proxima aos 38,40% relatados por Mercon-De-Vargas
(1992), ambos os estudos de corte transversal do Il trimestre, na mesma instituicao.
Esta grande prevaléncia pode ser atribuida, entre outros fatores, a populagédo
crescente de pacientes de alto risco obstétrico atendidas na instituicdo. A
prevaléncia de CAM em estudos de doenca periodontal variou de 2% a 38% (Han et
al., 2006; Leon et al., 2007; Louro et al., 2001; Offenbacher et al., 2001).

Deve ser mencionado que, quando a infeccdo esta limitada ao espaco
amniocoriénico ou a decidua (inflamacao localizada confinada ao coriodecidua), o
processo inflamatério é detectado nas membranas e € de origem materna. No
estagio final, no qual ha invasdo do feto pelos microrganismos, freqientemente
promove uma resposta inflamatéria fetal (corioamnionite histoldgica com funisite),
porém estas lesbes também podem ocorrer em resposta ao estimulo guimiotatico

presente na cavidade amniotica, sem invasao microbiana do feto (Park et al., 2009).



As nossas taxas observadas para nascimento pretermo (< 34 semanas e < 37
semanas) e baixo peso fetal ao nascer (< 2500g) foram respectivamente, 22,58%,
36,56% e 34,4%, prevaléncias maiores que relatadas em alguns estudos (Bosnjak et
al., 2006; Hoolbrook et al., 2004; Louro et al., 2001; Offenbacher et al., 2009; Ryu et
al., 2010). Embora, alguns estudos incluindo apenas partos pretermos mostrem
resultados conflitantes (Michalowicz e Durand, 2007; Santos-Pereira et al., 2007),
nossos resultados estdo de acordo com alguns estudos europeus (Michalowicz e
Durand, 2007; Moore et al., 2005; Nabet et al., 2010).

Apenas 8,6% das puérperas no presente estudo apresentou vilosite, bem
menos do que observado por Ovalle et al. (2009). A atribuicdo deste desfecho
reprodutivo € tema controverso e inclui a morte perinatal (Altshuler, 1997; Benirschke
et al., 2006; Fox, 1978; Fox e Sebire, 2007; Kloos e Vogel, 1978).

Morte perinatal (natimorto) é um tipo de desfecho reprodutivo que ndo tem sido
comumente relatado em estudos que investigam doenca periodontal e desfechos
reprodutivos ruins. Em geral, os estudos publicados tém avaliado o efeito da terapia
periodontal sobre tais desfechos reprodutivos variando entre dois a oito natimortos
e/ou abortos espontaneos (Jeffcoat et al., 2003; Lépez et al., 2002b; Lépez et al.,
2005; Michalowicz et al., 2006;; Tarannum e Faizuddin, 2007). Na amostra estudada
foram observadas cinco mortes perinatais (natimorto), ou seja, 5,38%, concordando
com os estudos acima citados. Contudo, no estudo de Moore et al. (2004) se
observou uma taxa total de 18,9% (natimorto e/ou aborto espontaneo), sendo que
21,2% das mortes perinatais foram encontradas em gestantes com periodontite

severa e 17,3% em gestantes periodontalmente sadias.

A doenca periodontal é tradicionalmente definida baseada nos fatores de
morbidade clinica ao redor do dente, ou seja, profundidade de sondagem ou bolsa,
perda do nivel de insercdo e perda 0ssea radiografica. Contudo, ndo ha consenso
sobre o0 que constitui limite para doenca periodontal (Chan et al., 2010). Assim, o
critério de infeccédo periodontal adotado neste estudo (PB=24,0 mm e NCI 23,0 mm)
tem sido amplamente utilizado em estudos de periodontite relacionados com
desfechos reprodutivos ruins (Buduneli et al., 2005; Cruz et al., 2009; Jarjoura et al.,
2005; Lieff et al., 2004; Lopez et al. 2002a; Moliterno et al., 2005; Moss et al., 2005;

Noack et al., 2005), muito embora ocorra variabilidade na definicdo da doenca. Na



nossa amostra, como todo, encontramos uma alta prevaléncia (93,05%) de
periodontite, mas nao tdo discrepante de outros estudos (Offenbacher et al., 1996,
Vettore et al., 2008). Vale ainda mencionar que na amostra, tivemos mais puérperas
com periodontite agressiva (62,03%) do que com periodontite cronica (32,02%), com
destaque para alta prevaléncia nas extensdes localizadas e generalizadas da
periodontite agressiva, semelhante ao estudo de Ovalle et al. (2009), mas diferente
de Nabet et al. (2010) que encontraram uma taxa de 10,8% para ambas as formas

da doenca periodontal.

As puérperas matriculadas no presente estudo e caracterizadas por uma
populacdo homogeneamente de baixa renda, a vasta maioria nunca tinha visitado
um dentista. Esta situacdo sugere que o estado da doenca periodontal nesta
populacdo possa ser considerado mais nativo. Este estudo compreendeu uma
populacdo bem definida com mulheres dando partos em um hospital publico
terciario, com alta experiéncia de carie (83,87% e 72,04%, respectivamente) e
habitos de higiene oral (47% de placa dental) distantes do nivel satisfatorio, porém,
compativeis com varios estudos (Bassani et al., 2007; Budunelli et al.,2005; Jarjoura
et al. ,2005; Lieff et al., 2004; Moore et al., 2004; Moore et al., 2005; Nabet et al.,
2010; Vettore et al., 2008), mas discordantes com outros (Contreras et al., 2006;
Rakoto-Alson et al., 2010).

Quanto ao risco de doenca periodontal definido no estudo pela profundidade de
bolsa (PB), perda do nivel clinico de inser¢cdo (NCI) e sangramento a sondagem
(SS), verifica-se que apesar da baixa porcentagem de sitios (22,6%) com
sangramento gengival (um indicador clinico de doenca ativa), 50% da amostra
apresentam médias elevadas para PB e NCI, ou seja, 46 mm e 3,8 mm,
respectivamente, semelhante aos relatados em alguns estudos (Bosnjak et al., 2006;
Buduneli et al., 2005; Contreras et al., 2006; Ryu et al., 2010). Entretanto, nossas
meédias diferem de outras investigacfes (Jarjoura et al., 2005; Lopez et al., 2002a
Moliterno et al., 2005; Moore et al., 2001; Moore et al., 2004; Moore et al., 2005;
Noack et al., 2005; Offenbacher et al., 1996; Offenbacher et al., 2009; Rakoto-Alson
et al., 2010; Santos-Pereira et al., 2007; Vettore et al., 2008), os quais observaram
variabilidade de 1,33 mm a 3,5 mm para PB e de 0,21 mm a 2,75 mm para NCI em

puérperas com partos pretermos. Este padrdo médio de bolsas periodontais e perda



de insercdo certamente identificam uma puérpera com risco de progressao, apesar

de ndo termos avaliado esta condig&o clinica no inicio da gestacao.

Também foram observadas todas as bactérias periodontopatogénicas (BPPG)
em ambas, boca e vagina, P. gingivalis e F. nucleatum no amnio, além de P.
gingivalis, F. nucleatum e T. forsythia no parénquima placentario. Duas destas
bactérias (Fn e Pg) pertencentes ao complexo vermelho descrito por Socransky et al.
(1998) tem sido encontradas na vagina (Bearfield et al., 2002; Hill, 1993; Persson et
al., 2009), no amnio (Hill, 1993, 1998; Ledn et al., 2007) e na placenta em puérperas
com desfechos reprodutivos ruins (Barak et al., 2007, Bearfield et al., 2002; Han et
al., 2006).

A elevada prevaléncia de P. gingivalis e T. forsythia observada no biofilme
subgengival esta de acordo com outros relatos (Hasegawa-Nakamura et al., 2003;
Ledn et al, 2007; Ovalle et al, 2009), mas a prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans e F. nucleatum mostrou-se abaixo do esperado (Léon et al.,
2007, Madianos et al., 2001; Ovalle et al., 2009).

As bactérias periodontopatogénicas foram observadas nas amostras vaginais,
com P. gingivalis sendo o mais frequente deles. A prevaléncia observada de cada
periodontopatégeno na vagina variou de 3,23% para A. actinomycetemcomitans,
17,20% para P. gingivalis, ambos valores menores do que a maioria dos resultados
relatados (Bearfield et al., 2002; Hillier et al., 1995; Persson et al., 2009).

Fusobacterium nucleatum uma bactéria anaerdbica Gram-negativa, membro da
microbiota indigena da cavidade bucal e comumente isolado de infec¢Bes bucais
(Avila-Campos et al., 1999a) € uma bactéria raramente encontrada no trato vaginal,
mas tem sido encontrada em elevado namero no liquido amniotico (Hill, 1993). A
maioria das investigacbes tem sido realizada em pacientes selecionadas
(majoritariamente em partos pretermos) o que tornou dificil a comparacdo dos

nossos resultados com aqueles da literatura.

Apenas F. nucleatum (4,30%) e P. gingivalis (13,97%) foram detectadas nas

amostras amniéticas, constituidos como os mais freqiéntes ou Unicas bactérias



descritas no liguido amnio6tico de mulheres com trabalho de parto pretermo assistido
(Bearfield et al., 2002; Hill, 1993; Ovalle et al., 2009). A baixa prevaléncia observada
neste estudo pode ser explicada devido ao desenho deste trabalho (corte
transversal) e pela elevada proporcdo de partos a termo. Assim, a possibilidade de
contaminacdo do amnio através da vagina foi excluida porque em nenhuma das

infecgbes amnidticas houve a mesma bactéria encontrada na vagina.

A prevaléncia de P. gingivalis e F. nucleatum no parénquima placentario foi
muito menor do que os 19,04% de F. nucleatum (Han et al., 2009) e os 30% de P.
gingivalis (Barak et al., 2007) descritos em parto pretermo ou gestacao de alto risco
Hasegawa-Nakamura et al., 2011; Madianos et al., 2001; Vettore et al., 2008). A
deteccdo de T. forsythia no parénquima placentario ndo tem sido, em geral,

frequentemente relatada nos estudos.

A cavidade bucal € a mais importante fonte das quatro bactérias
periodontopatogénicas analisadas neste estudo, mas ndo a Unica fonte como tem
sido relatada em outros sitios corporais, particularmanente no trato vaginal, entre
eles: A. actinomycetemcomitans (Persson et al., 2009), F. nucleatum (Bearfield et al.,
2002, Hill, 1993; Persson et al., 2009), P. gingivalis (Persson et al., 2009) e T.
forsythia (Persson et al., 2009). Isto mostra a falta de conhecimento sobre o real
significado da deteccdo destas bactérias em ambientes extraorais, provavelmente
constituindo-se como microbiota transitdria com capacidade de permanéncia em
ecossistemas diferentes. Deste modo, para todos os propdsitos, a cavidade bucal
deve ser considerada a fonte primaria e a mais importante na transmissdo desses

microrganismaos.

A despeito da deteccdo de todas as BPPG nas amostras vaginais, houve
apenas uma Unica detec¢do simultanea boca-vagina de P. gingivalis com uma taxa
de disseminacédo de 20,0% (6/30). De acordo com outros estudos (Leon et al., 2007;
Ovalle et al.,, 2009), a cavidade bucal materna ndo parecer ser a fonte de
transmissdo e disseminagdo microbiana na maioria das infecgbes vaginais, devido
as evidéncias de uma resposta protetora de anticorpos maternos para bactérias

periodontais reduzindo a colonizagcédo (Madianos et al. 2001).



Como a via hematogénica proposta por Kornman e Loesche (1980) é
implausivel, outras vias pelas quais as BPPG poderiam acessar o trato vaginal
devem ser consideradas. Ao lado das fontes e vias externas indiretas como caes e
gatos, esta a microbiota fecal ou a cavidade bucal do parceiro sexual. Como neste
estudo ndo foram examinadas amostras fecais, essa fonte ndo pode ser excluida.
Pelos resultados obtidos neste estudo, € possivel sugerir que a transmissao
bacteriana pode ser realizada, talvez, pela pratica sexual oro-genital. Santos (2009)
em estudo realizado com 18 mulheres sexualmente ativas e acompanhadas por
meio de um diario de pratica sexual observou que a vagina era exposta a saliva em

79,6% das sessdes sexuais.

Neste estudo, foi notado que A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum e P.
gingivalis encontrados nas infec¢cdes vaginais ndo foram observadas no amnio,
provando-se que ndo houve disseminagdo bacteriana para esse local. Assim, a
presenca de F. nucleatum e P. gingivalis nas infeccbes amnidticas deve ser mais
profundamente investigada. Outra possibilidade de que a bactéria oral presente na
vagina fosse removida pela passagem do liquido amniético também foi excluida
porque a prevaléncia bacteriana no trato vaginal foi similar nos casos com (21,74%)
ou sem (25,53%) rupturas de membranas. Hill (1993) relatou a elevada prevaléncia

de P. gingivalis no amnio relacionando com a sua presenca no trato vaginal.

Segundo Han et al. (2006), é possivel que uma infec¢do vaginal transitéria e
localmente limitada tenha ocorrido, disseminada através da cérvice vaginal para as
membranas fetais e subseqientemente desaparecido na vagina pelas
caracateristicas ambientais desse ecossistema. Também, outra explicacdo para a
auséncia de infecgcbes amnioticas nas infec¢des vaginais observadas neste estudo,
esta de acordo com a descricdo classica da patogénese da infeccdo amnidtica
mencionada por Blanc (1961), onde bactérias presentes na vagina ascendem da
cérvice para as membranas fetais, causando infeccdo e disseminando para o liquido
amnidético. A corioamnionite realmente ndo exige a presenca da bactéria no amnio,
mas apenas as substancias quimiotaticas produzidas pelas bactérias no liquido
amniético. Em nosso estudo foi observada uma estreita relacdo de contraste de
18% entre a presenca das bactérias periodontais no amnio e a corioamnionite, além

de um forte contraste de 23% entre P. gingivalis no amnio e CAM, concordando com



outros estudos (Han et al., 2009; Jarjoura et al., 2005; Katz et al., 2009; Ledn et al.,
2007; Ovalle et al.,2009).

Da mesma forma, outros estudos apontam diferentes patdégenos periodontais
relacionados com CAM, tais como, Bergeyella sp. (Han et al., 2006), Eikenella
corrodens (Jadhav et al.,, 2009) e F.nucleatum (Han et al., 2010). Mesmo diante
disso, este contraste ndo se associou com maior freqiencia ou risco de
PROM/PPROM, PPT, BPN, MPN ou com DRR (PPT ou BPN ou MPN), apesar da
elevada incidéncia de corioamnionite histologica (34,4%) observada nas puérperas
avaliada neste presente estudo. No entanto, Hasegawa-Nakamura et al. (2011)
demonstraram uma prevaléncia bacteriana mais densa no liquido amnidtico do que

nas membranas amnioticas.

Nossos resultados nédo excluem a etiologia infecciosa para os 36,56% de PPT,
que podem ter sido determinadas por infeccdo vaginal, cervical, endometrial, da
cavidade amniotica ou do parénquima da placenta, nestes dois ultimos, nas
gestantes estudadas, sem inflamagéo diagnosticavel pela histopatologia. Mas como
nos recordam Kramer (2003) e Haram et al. (2003), que infec¢des do trato genital e
amniético sao responsaveis ndo por todos, mas por 25 a 75% dos casos de PPT e
também que mais de um fator causal esta operando nas mulheres mais propensas a

doenca periodontal e desfecho reprodutivo ruim.

A auséncia de CAM nos casos com BPPG no amnio pode ser atribuida a
quatro razdes: (1) Limitada capacidade das BPPG de penetrar e proliferar nas
membranas fetais e/ou quimiotactismo fraca, caracteristicas que séo variaveis de
microrganismo para microrganismo; (2) Trata-se de infeccdo de curta duragao ou
lenta, ndo completamente desenvolvida pela interrupcdo do processo devido a
ultimacédo do parto, portanto com pouco exsudato inflamatdrio como se descreve
para o S. agalactiae (Altshuler, 1997; Benirschke et al., 2006). Uma inflamacéao
distribuida difusamente em toda a superficie das membranas é observada em
aproximadamente 12 a 48 horas apdés a infec¢cdo, tempo requerido para a
penetracdo e proliferacdo microbiana (Blanc, 1961; Tolockiene et al., 2001); (3) Erro
ao amostrar as membranas extra-placentarias (deixando de incluir as bordas de

rotura no fragmento) ou das membranas placentérias (escolha de locais com



trombose subcorial, talvez o erro mais comum em patologia placentaria); (4) Erro de
observacéo microscopica, deixando de identificar a inflamacao, por inexperiéncia ou
distracdo, esta uma importante causa de erro diagnostico em patologia. Este € um
aspecto importante que explica por que ndo ha inflamacéo e, portanto, porque néo
h& desfecho ruim como mostram a auséncia de contraste significativo deste tanto
com a mera presenga como com a auséncia ou com uma discreta inflamacdo. O
ponto relevante aqui é que nds temos examinado as membranas amnidéticas e nao o
liguido amnidtico, e, entdo, pode ser que tenhamos perdido alguns casos de

infecgbes amnioticas.

Apenas um dos quatro P.gingivalis, nenhum dos F. nucleatum e T. forsythia
nas puérperas positivas para parénquima placentario parece vir da cavidade bucal
materna, das fontes vaginal ou amniética, um achado também verificado por outros
(Barak et al., 2007; Hasegawa-Nakamura et al., 2011; Katz et al., 2007). A raridade
de deteccdo simultanea na cavidade bucal materna nos casos de infeccdo do
parénquima placentario torna dificil de explicar a fonte da bactéria. Hasegawa-
Nakamura et al. (2011), por exemplo, detectaram P. gingivalis na cavidade bucal de
trés dos seis casos positivos para parénquima placentario e nao puderam excluir a

fonte vaginal ou cervical.

Os resultados do presente estudo séo intrigantes e imprevistos. As puérperas
tém uma alta prevaléncia de periodontite agressiva e desfechos perinatais ruins.
Neste estudo foi detectado um numero significante de infec¢des periodontais,
vaginais, amniéticas e placentarias produzidas por BPPG, mas a cavidade bucal
materna ndo parece ser a fonte da maioria das infec¢des, assim como nenhuma das

infeccdes amnidticas observadas pareceram ser originadas do trato vaginal.

Assim como em muitos casos, a fonte de BPPG na vagina, membrana
amnidtica e parénquima placentario pode nédo ser a cavidade bucal materna, de

onde elas vém? Com isso, podem-se sugerir algumas hipoteses:

1) Todas as infec¢des vaginais, amnidticas e do parénquima placentario vem
da cavidade bucal materna, mas no momento de coleta da amostra, a carga

bacteriana periodontal estava tdo baixa ou localmente restrita que nédo pode



ser detectada pelo método do PCR, ou seja, a prevaléncia observada neste
estudo foi subestimada. Por outro lado, ndo estd claro porque a bactéria
pode ter disseminado em alguns casos e ndo em outros. Entretanto, em
condicbes anormais, tais como, pobre higiene oral e doenca periodontal
agressiva, a carga bacteriana no biofilme supragengival, aumenta de duas a
10 vezes mais, e assim ha maior possibilidade de introduz mais bactérias
dentro da corrente sanguinea, elevando a prevaléncia e magnitude da
bacteriemia (Lopatin et al., 1980), mas isto, também n&o explica a baixa
proporcao da infecgéo vaginal observada;

2) As bactérias vém de outros sitios corporais, uma possibilidade sugerida,
mas nao confirmada neste e nem outros estudos (Bearfield et al., 2002;
Ovalle et al., 2009). A mais provavel fonte é a contaminacéo fecal, assim
como esta é a fonte de alguns microrganismos mais freqlientemente
identificados nas infec¢gBes vaginais e amnidticas;

3) As infeccdes vaginais e amnidticas viriam de microrganismos da cavidade
bucal do parceiro sexual materno, como sugerido por Hill (1993), uma
hipotese plausivel, mas ndo confirmada pelos estudos j& realizados.
Entretanto, essas fontes merecem destaques por causa da presenca ubiqua
da BPPG e da freqiéncia das praticas sexuais oro-genitais. Em outras
palavras, o perigo real vem da periodontite do parceiro sexual e dessas

praticas sexuais.

Para confirmar a disseminacdo de um sitio para outro € necessario demonstrar
nao apenas sua presenca em ambos os sitios, mas também demonstrar que a cepa
bacteriana € a mesma por meio de técnicas moleculares (Han et al., 2006).
Entretanto, a presenca da mesma bactéria na cavidade bucal e no @mnio ou no
liquido amniético tem sido considerada uma evidéncia de que 0sS microrganismos

bucais teriam sua origem na cavidade bucal (Chaim e Mazor, 1992; Hill, 1998).

Outros estudos tém sugerido que a via hematogénica permite a disseminacéo
de bactérias periodontais para o liquido amniético (Han et al., 2010; Hill, 1998;
Offenbacher et al.,, 1998), mas isso ndo € uma evidéncia empirica nem
biologicamente plausivel. Nossos resultados revelam a elevada prevaléncia desses

organismos no trato vaginal e no amnio, a diferenca daquilo observado no



parénquima placentério, o que sugeriria a existéncia de uma via de disseminacao
transcervical (corioamnionite) podendo ser considerada de maior importancia que a

via hematogénica transplacentaria (vilosite).

Finalmente, os resultados aqui mostrados sugerem a necessidade de se
realizar maiores estudos inluindo os parceiros sexuais para definir melhor a origem
desses microrganismos que com alguma frequéncia podem produzir essas infec¢des

em pueérperas.



CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1 - Foi observada elevada prevaléncia de doenca periodontal, corioamnionite e de
todos os desfechos reprodutivos ruins nas pacientes analisadas, porém doenca
periodontal ndo se associou com maior freqiéncia ou maior risco de corioamnionite

nem de nenhum dos desfechos reprodutivos estudados nestas puérperas;

2 - As bactérias periodontais atingem a vagina e o amnio placentério, indicando que
podem ser responsaveis pela infeccdo amnidtica e do feto, embora, a sua presenca
em qualquer sitio, mesmo no amnio placentario ndo se associou com maior
frequéncia ou risco de corioamnionite nem de desfecho reprodutivo ruim nestas

puérperas;

3 - Bactérias periodontais podem atingir o parénquima da placenta, mas ndo se

associou com a vilosite.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: AVALIACAO CLINICA E
MICROBIOLOGICA DA DOENCA PERIODONTAL E DA PLACENTA DE
PARTURIENTES ATENDIDAS NO HUCAM sob a responsabilidade dos pesquisadores
Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa e Paulo Roberto Mercon de Vargas. Nesta  pesquisa
ndés estamos buscando entender se as bactérias da boca presentes nas gengivas
inflamadas (bolsa periodontal) sdo encontradas na secrec¢do vaginal ou se elas podem ser
encontradas na placenta (has membranas, no celoma ou no espaco interviloso). O
pesquisador, Prof. Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa ira obter este Termo de
Consentimento junto a vocé durante o trabalho na Maternidade do HUCAM (Hospital
Universitario Cassiano Antonio de Moraes).

Na sua participacdo vocé permitird durante a sua internacdo a coleta da secrecdo
vaginal por meio de swab e tocdlise (toque) realizado pelo obstetra ou pelo residente da
Maternidade. Apds o parto, e até 12 horas, o pesquisador Dr. Alfredo Carlos Rodrigues
Feitosa realizard duas a quatro coletas da placenta junto ao Servico de Patologia do
HUCAM. Depois ele retornard ao leito da Maternidade, no periodo de até 72 horas, para
coletar quatro amostras de placa dental (quatro dentes), por meio de dois cones de papel
absorvente estéreis colocados dentro da bolsa periodontal, e farA o exame clinico da
cavidade bucal para identificar se a gengiva esta inflamada ou néo, por meio do uso de
sonda periodontal (instrumento metélico para diagnéstico de rotina) e enumerar os dentes
presentes. Em nenhum momento da pesquisa vocé sera identificado. Os resultados da
pesquisa seréo publicados e ainda assim a sua identidade ser& preservada. Vocé néo tera
nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos da coleta das amostras de placa dental da gengiva inflamada né&o
existem, pois apenas ocorre leve sensacao de espetar a gengiva com o0s cones de papel.
Durante o exame clinico com a sonda periodontal, leve dor apds a colocagcdo da mesma,
como parte da rotina de diagnostico dos pacientes no Servigo de Periodontia da UFES. Os
beneficios desta pesquisa sdo extremamente interessantes, pois permitira descobrir quais
as parturientes que estdo com inflamacdo gengival (bolsa periodontal) para que as
mesmas sejam encaminhadas pelo pesquisador Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa para
receber tratamento periodontal gratuito no Servico de Periodontia da UFES. Outro detalhe
€ conhecermos quais sdo as bactérias da boca que podem esta vivendo na cavidade
vaginal, e se elas também estdo na parte interna (espaco interviloso ou celoma da
placenta). Vocé é livre para parar de participar a qualguer momento sem nenhum
prejuizo para a senhora. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
ficard com a senhora.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa a senhora podera entrar em contato com:
Pesquisador Prof. Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa
Av, Hugo Musso, 958 apto: 701 Praia da Costa CEP: 29101-280 Vila Velha-ES
Tel: (27) 3299-5766/3335-7273/3335-7276 ou 9999-4793

Vitoria, ....... A o de 200.......

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apés ter sido devidamente
esclarecido:

Nome do participante da pesquisa
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A. Gel em agarose (1%) de alguns produtos do PCR de Porhyromonas gingivalis.

Deteccdio por PCR de Porphyromonas gingiualis
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EXAME CLINICO

APENDICE C

Ficha Clinica Periodontal para exame clinico bucal

nas puérperas.
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