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RESUMO

As bactérias periodontopatogénicas Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum
(Fn), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf) e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) podem estar associadas ao Nascimento Pré-
Termo e/ou Baixo Peso ao Nascer (NPT/BPN), pois tém sido encontradas dentro do liquido
amnidtico de bebés. O presente estudo objetiva estimar a possivel relagdo entre os
periodontopatdogenos e o nascimento de bebés prematuros (NPT) e/ou de baixo peso ao nascer
(BPN). Para isso amostras foram coletadas do biofilme subgengival de quatro sitios mais
profundos até 48 horas pos-parto e foram processadas por Reagdo em Cadeia da Polimerase
(RCP) para presenca dos periodontopatogenos especificados. As maes foram divididas em
grupo caso (bebés com peso < 2500g e/ou idade gestacional < 37 semanas) e grupo controle
(bebés com peso > 2500g e idade gestacional > 37 semanas). Os resultados nas analises
microbianas ndo mostraram associa¢do significativa entre prematuridade e baixo peso ao
nascer ¢ a maioria dos periodontopatdégenos em estudo. Nao houve diferenca estatisticamente
significante para a presenca de periodontopatégenos, ndo se encontrando associacdo entre os
patdégenos periodontias e o BPN/NPT. No entanto, diante da elevada presenca de
periodontopatogenos no biofilme subgengival das puérperas, sugere-se que os achados dessa
pesquisa sirvam de base para futuros estudos sobre a biopatofisiologia envolvida na relagdo

periodontite e nascimento de bebés prematuros e de baixo peso.

Palavras-chaves: Bebés com Baixo Peso ao Nascer. Bebé Prematuro. Doengas Periodontais.

Bactérias. Reacao em Cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

The periodontal pathogens bacteria Prevotella intermedia (P1), Fusobacterium nucleatum
(Fn), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf)
and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) may be associated with preterm and / or
low birth Birth weight (NPT / LBW), since they have been found within the amniotic fluid of
infants. The present study aims to estimate the possible relationship between periodontal
pathogens in the oral cavity and the birth of Preterm Birth (PTB) and/or Low Birth Weight
(LBW). It’s a case- control study with the subgengival biofilm samples were collected from
four sites up deeper until 48 hours postpartum and were processes by Polymerase Chain
Reaction (PCR) for presence the periodontal pathogens Prevotella intermedia (Pi),
Fusobacterium nucleatum (Fn), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td),
Tannerella forsythia (Tf) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). The mothers were
divided into case grup (babies weighing < 2500g and/or gestational age < 37 weeks) and
control group (babies weighing > 2500g and gestational age > 37 weeks). Chi-square test and
the measure of association obtained by Odds Ratio (OR) were used to estimate the association
between the variables. Microbial analyses results showed no significant association between
PTB and LBW with most periodontal pathogens in the oral cavity, even with association with
the clinical presence of periodontitis. However, given the high presence of periodontal
pathogens in the biofilm subgengival of recent mothers, it is suggested that the findings of this
research serve as the basis for future studies on the pathophysiology involved in the

relationship between periodontitis and PTB and/or LBW.

Key-words: Low Birth Weight Infant. Premature Infant. Periodontal Diseases. Bacteria.

Polymerase Chain Reaction.
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1. INTRODUCAO

Varios fatores maternos, placentarios e condigdes fetais sdo necessarios para
conclusdo de uma gestagdo no tempo previsto tendo a crianga peso e desenvolvimento
normais. Quando uma gravidez termina com um resultado tragico, as vezes diferente, o termo
resultados adversos da gestacdo ¢ usado. Esses resultados abrangem eventos como o
nascimento prematuro, muito prematuro, baixo peso ao nascer, pequeno tamanho para a idade
gestacional, crescimento intra-uterino restrito € morte fetal. As condi¢des de gestagdo materna
relacionada com a diabetes gestacional e pré-eclampsia também sao referidos como resultados

adversos da gravidez, independentemente do feto ser atingido.'

Esses efeitos adversos sdo universalmente definidos como: o nascimento prematuro
(NPT) se refere ao nascimento que ocorre antes da conclusdo da 37* semana gestacional, e
baixo peso ao nascer (BPN) ¢ o peso inferior a 2.500 g. Muito baixo peso (MBPN) é um
termo usado para bebés nascidos com menos de 1.500 g. Crescimento intra-uterino restrito
(CIUR) indica que o feto se desenvolveu menos durante a gestacdo e estd intimamente
associada com bebés pequenos para a idade gestacional (PIG). Parto muito prematuro
(MNPT) geralmente refere-se a nascimentos antes da 32 semana, mas alguns autores usam o
limite antes da 35° semana.” Enquanto que a pré-eclimpsia é uma doenca hipertensiva
perigosa3 que geralmente ocorre apds a 20" semana gestacional, sendo diagnosticada quando
uma mulher gravida desenvolve pressdo arterial elevada (valores de 140/90mmHg ou mais) e
a partir de 300 mg de proteina em uma amostra de urina de 24 horas (proteinuria). A preé-
eclampsia pode, raramente, progredir para eclampsia, uma condi¢do caracterizada pelo

aparecimento de convulsdes que sdo potencialmente fatais.*

Esses efeitos adversos na gravidez t€ém causa multifatorial e varios fatores de risco sdao
conhecidamente associados as complicagdes gestacionais como: a historia do nascimento
prematuro anterior, abuso de alcool, tabaco e drogas ilicitas, baixo nivel educacional, maes
muito jovens (<20) ou muito velhas (>40), a falta de assisténcia pré-natal, o pobre estado

.. . . . - . , . . 1
nutricional, a obesidade, a diabetes, as infecgdes e as respostas inflamatorias do hospedeiro.

O nascimento prematuro ¢ um problema de saude, porque estd associado com aumento
da morbidade e mortalidade neonatal. Assim sendo, os esforcos para diminuir a taxa de
nascimento pré-termo associadas a morbidade e mortalidade continuam a ser priorizadas nas
pesquisas.’” Embora com muitos avan¢os na medicina, a taxa de baixo peso ao nascer

associada a parto prematuro ndo diminuiu no Brasil ao longo das ultimas décadas. Os dados



mostram que a prematuridade medida pelo percentual de nascidos vivos com duracdo da
gestacdo inferior a 37 semanas vinha apresentando discreto aumento ao longo dos ultimos
anos, a custa especialmente das regides sudeste e sul, até 2010. Porém em 2011 apresentou
forte crescimento em todas as regides, passando de 7,1 para 9,8% (variagao de 37%) na média
nacional e na Regido Nordeste passou de 6 para 10,5% (variacdo de 75%),% esse resultado
ascendente ressalta a importancia de continuar estudando os possiveis fatores associados a tal

desfecho.

A Doenga Periodontal (DP) tém sido sugerida com uma das infec¢des possivelmente
consideradas como fatores de risco para resultados adversos da gravidez, como prematuridade
e baixo peso ao nascer (BPN).” Essas infeccdes podem estar relacionadas a vérias vias de
disseminag¢do dos microrganismos, podendo ter acesso a cavidade amniotica de diversas
maneiras: ascendente a partir da vagina e do colo do utero, dissemina¢cdo hematogénica por
meio da placenta, pela introdu¢do acidental no momento de procedimentos invasivos
(amniocentese) e por propagacdo retrograda por meio das trompas de faldpio.® Isso pode
decorrer do desenvolvimento de um estado pro-inflamatério materno recentemente constatado
como tendo um papel chave na via fisiopatologica de complicagdes obstétricas. Em particular,
as infecg¢des uterinas podem ser responsaveis por 25% a 40% de NPTs, e estdo fortemente
relacionadas a um estado sistémico de inflamacdo subclinica.’ Infec¢des na interface materno-
fetal sdao conhecidas por regular a producdo de citocinas locais, metaloproteinases, e
prostaglandinas que conduzem a um enfraquecimento e rotura prematura das membranas,

. ~ . 1
bem como antecipam as contragdes uterinas.'’

Uma cascata de citocinas pro-inflamatorias ¢ desencadeada na doenga periodontal,
sendo esta uma das duas doengas bucais mais importantes que contribuiram para a carga
global de doengas cronicas. Existem diferentes manifestagdes clinicas da doenga periodontal,
podendo ser aguda ou cronica. A Gengivite refere-se a inflamagdo da gengiva causada por
bactérias que se acumulam ao longo da margem gengival. J4 a Periodontite ¢ uma forma
inflamatoria mais avancada da doenca periodontal que acomete os tecidos de suporte dos
dentes. Os sinais clinicos da doenca incluem o aprofundamento de bolsas periodontais e perda
de inser¢ao clinica, levando progressivamente a mobilidade do dente e, finalmente, a perda do
mesmo. A destrui¢ao periodontal pode ser causada por fatores locais, tais como o biofilme, ou
pode refletir uma resposta imune inadequada. A gengivite e a periodontite também podem ser
manifestagdes de certas doencas sistémicas, por exemplo, em pessoas com infec¢do

generalizada ou entre pessoas infectadas pelo HIV."



A doenca periodontal ¢ uma das doencas infecciosas cronicas mais comuns em seres
humanos com a prevaléncia de 10 a 90%, dependendo da populagdo e do subgrupo estudado e
da definicdo de caso para doenca periodontal utilizada'?. Segundo a Organiza¢io Mundial da
Satude, parece que a periodontite pode acometer em maior nivel aqueles que vivem na
América Latina e América do Sul em comparagio com o resto do mundo." Ja no Brasil, na
pesquisa nacional de saude bucal realizada em 2010, cerca de 19,4% dos adultos apresentaram

bolsas periodontais rasas ¢ profundas e 50% apresentaram sangramento a sondagem.'”

Durante a gestacdo, a permeabilidade vascular dos tecidos gengivais ¢ aumentada,
facilitando a difusdo de bactérias, endotoxinas e outros subprodutos. Sendo assim, alteragdes
na composi¢do da placa subgengival durante a gravidez favorecem o aumento de bactérias
anaerobicas gram-negativas, com maior propor¢do no segundo trimestre de gestagdo. Esta
alteracdo ocorre independentemente do desfecho da gestacdo, crianca com peso e idade

: ~ 1
gestacional normal ou nao.

Mais de 300 espécies bacterianas podem participar na colonizagdo da cavidade oral,
algumas destas podem desempenhar um papel significativo no desenvolvimento da
periodontite, tais como Aggregatibacter (Actinobacillus actinomycetemcomitans),
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsitia (Bacteroides forsythus), como as espécies
mais importantes,”’ enquanto que muitas outras espécies sio consideradas estritamente
associadas a esta relevancia clinica, como Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Capnocytophaga sp.  Parvimonas micra (Micromonasmicros), Campylobacter rectus,
Treponema denticola.'® A presenca de tais microrganismos na bolsa periodontal pode ser
considerada como um marcador para o desenvolvimento de periodontite ou um indicador na
progressdo da inflamagdo."”

Tais bactérias podem ser divididas principalmente em dois grupos: complexo “laranja”
e “vermelho”®.  As bactérias do complexo “laranja” sdo Campylobacter rectus,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Prevotella nigrescens e Prevotella
intermedia, ¢ as do complexo “vermelho” sdo Porphyromonas gingivalis, Bacteroides

forsythus e Treponema denticola."”

Das bactérias do complexo laranja merecem destaque a Prevotella intermedia (Pi) e
Fusobacterium nucleatum (Fn). A Prevotella intermedia ¢ um bastonete arredondado,
Sy . . . 20 . . . ~
anerdbio, gram-negativo que se pigmenta de negro ~ que tem sido associada com indugdo de

gengivite por hormoénios na gravidez. Os resultados in vitro sugerem que este



mircroorganismo tem a capacidade de utilizar os hormdnios sexuais femininos para favorecer

. . . . 21
seu crescimento, € assim, podendo estar associado com a gravidez.

Fusobacterium nucleatum ¢ uma das bactérias mais estudadas com conhecida relagao
com a doenca periodontal, sendo um microrganismo dominante no periodonto. E uma espécie
anaerobia, gram-negativa, numericamente dominante em biofilme dental e importante na
ecologia do biofilme e das doencas infecciosas humanas. Estd associada com o aumento do
numero de sitios com periodontite, no entanto ndo ¢ responsavel pela doenga periodontal
destrutiva (uma das principais causas da perda de dentes). Além disso, Fn ¢ comumente
isolado de infecgdes intra-uterinas e tem sido associado a complicagdes da gravidez, incluindo
o nascimento de bebés prematuros e de baixo peso ao nascer. Sendo assim, Fn ¢ um patdgeno
importante em infec¢des humanas, incluindo vérias infecgdes com real impacto social.?

- 2325
Deste modo, varias pesquisas

tém se concentrado principalmente na composi¢ao da
placa subgengival, sugerindo que esta se apresenta como um fator relevante, uma vez que os
microrganismos subgengivais sdo os precursores das infeccdes periodontais e podem estar
associados aos efeitos adversos da gravidez, inclusive j& tendo sido detectado a presenca de

24-26 . N 1z
. E como ainda nao ha

periodontopatogenos no liquido aminidtico em bebés prematuros
consenso na literatura acerca da relagdo desses periodontopatogenos e os efeitos adversos na
gravidez, justifica-se o presente estudo, cuja finalidade foi estimar a possivel associacdo entre
os periodontopatégenos e o nascimento de bebés prematuros (NPT) e/ou de baixo peso ao

nascer (BPN).



2. CAPITULO 1

Deteccao de patogenos periodontais em maes de bebés

prematuros e/ou de baixo peso ao nascer
(a ser submetido a Revista Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal)

RESUMO

O presente estudo objetiva estimar a possivel relacdo entre os periodontopatdégenos e o
nascimento de bebés prematuros (NPT) e/ou de baixo peso ao nascer (BPN). Para isso
amostras foram coletadas do biofilme subgengival de quatro sitios mais profundos até 48
horas pods-parto ¢ foram processadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (RCP) para
presenca dos periodontopatégenos especificados. As maes foram divididas em grupo caso
(bebés com peso < 2500g e/ou idade gestacional < 37 semanas) e grupo controle (bebés com
peso > 2500g e idade gestacional > 37 semanas). Os resultados nas andlises microbianas nao
mostraram associacdo significativa entre prematuridade e baixo peso ao nascer € a maioria
dos periodontopatogenos em estudo. Nao houve diferenga estatisticamente significante para a
presenca de periodontopatégenos, ndo se encontrando associagdo entre o0s patdgenos
periodontias e o BPN/NPT. No entanto, diante da elevada presenca de periodontopatdégenos
no biofilme subgengival das puérperas, sugere-se que os achados dessa pesquisa sirvam de
base para futuros estudos sobre a biopatofisiologia envolvida na relagdo periodontite e

nascimento de bebés prematuros e de baixo peso.

Palavras-chaves: Bebés com baixo peso ao nascer. Bebé Prematuro. Doencas Periodontais.

Bactérias. Reacao em Cadeia da Polimerase.



INTRODUCAO
Cerca de 15 milhdes de bebés nascem prematuros (antes das 37 semanas de gestacao)
e esses bebés tém baixo peso ao nascer (pesam menos que 2.500 g).! O nascimento prematuro
e baixo peso ao nascer constitui problema de satde devido ao risco aumentado de mortalidade
e morbidade entre bebés nascidos com essa condigdo, % ¢ , mesmo com 0s grandes avangos na
medicina, a taxa de baixo peso ao nascer associada a parto prematuro nao diminuiu no Brasil

ao longo das ultimas décadas.’

A teoria da infeccdo focal, redefinida recentemente, sugere que a infec¢do bucal

A s 4 . . - . - ..
desempenha um papel nas doencas sist€micas.” Assim, as infec¢des orais ndo se limitam
somente a cavidade bucal, mas os patdégenos orais também podem induzir efeitos adversos em
outras areas do corpo, como as complicagdes obstétricas, tais como partos Pré-Termo (PT) e

Baixo Peso ao Nascer (BPN).> "

A associagdo entre a doenca periodontal e os resultados adversos da gravidez ¢ objeto
de estudo hd muito tempo, sendo que alguns autores defendem que existe uma relagao

. . . . 2,11,12 r ~
significativa entre parto prematuro e doenga periodontal.” ', bem como ha estudos que nao

. . . roos 13,14
revelaram efeitos adversos da periodontite em mulheres gravidas.'

Os mecanismos exatos pelos quais a doenga periodontal pode afetar adversamente a

. . . . 15.1
gravidez ainda permanecem indefinidos.">'® No entanto, alguns estudos mostraram a presenca

\ .

’ . . . , . e, 17-1
de DNA de patdgenos orais associados & periodontite em liquido amniético,'” "

tecidos

s 20-2 ., 124
placentarios®® ™’ e trato genital.

Os periodontipatdégenos, Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn),
Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td) e Tannerella forsythia (Tf), foram

citados dentre as bactérias detectadas em infecgdes extra-orais associadas com efeitos



adversos na gravidez.”. Portanto, a identificacio de espécies e subespécies bacterianas pode

ser plausivel para o deteccdo precoce de riscos as adversidades da gravidez.'”

Mesmo a periodontite sendo considerada um potencial fator de risco ao parto
prematuro'', dados contraditorios ainda continuam sendo publicados, sendo necessarios mais
estudos” ", Considerando a auséncia de consenso na literatura sobre o tema, este estudo teve
por objetivo estimar a possivel relagdo entre a presenca de periodontopatdégenos Prevotella
intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema
denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) na
cavidade bucal e o nascimento de bebés prematuros (NPT) e/ou de baixo peso ao nascer

(BPN).

MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo e amostra

Foi realizado um estudo caso-controle de base hospitalar na Unidade Materno Infantil
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis — Maranhdo —
Brasil. O estudo foi conduzido em conformidade com a Resolucdo n® 466/12 do Ministério da
Satde para pesquisa em seres humanos. Todas as pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE). O estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, Maranhao, Brasil

(protocolo n° 002673/2011-60).

A amostra da pesquisa incluiu puérperas do Hospital Universitario Materno Infantil,
Universidade Federal do Maranhdo, Maranhdo, Brasil, que permaneceram na institui¢ao até

uma semana apos o parto. Foram incluidas na amostra mulheres na faixa etaria entre 12 e 45



anos ¢ que deram a luz entre outubro de 2011 a dezembro de 2012. Constituiram o Grupo
Caso BPN e/ou NPT, maes de criancas nascidas com peso < 2500g e/ou idade gestacional <37
semanas. As participantes do Grupo Controle eram puérperas que tiveram bebés com peso >
2500g e idade gestacional > 37 semanas. Foram excluidas maes portadoras de doenca
cardiovascular e diabetes, as que necessitaram de profilaxia antibiotica para tratamento
odontolégico ou que foram submetidas a tratamento periodontal na gestacdo, puérperas
portadoras do virus HIV ou de anemia falciforme, maes que fizeram uso de medicamento
abortivo. Todas as participantes foram examinadas durante o mesmo periodo nos dois grupos

de estudo.

Informacdes Demogrdficas e de Satide

Um unico entrevistador treinado coletou informagdes sobre dados demograficos,
comportamentos de satide, como tabaco e bebida alcdolica durante a gestagdo, hipertensao,
diabetes; comportamentos de saude bucal (tais como escovacdes dentais didrias, uso regular
do fio dental e a experiéncia de tratamento da satide bucal durante a gravidez). Também
foram coletadas informacgdes obstétricas como histéria de parto prematuro e baixo peso ao
nascer anterior, aborto, nimero de gestacdes. Além de informagdes retiradas dos prontuérios
hospitalares como peso e idade gestacional do recém-nascido, exames e consultas feitas

durante o pré-natal.

Andlise Clinica da Condicdo Periodontal e Coleta do Biofilme
ApoOs a entrevista, um Unico examinador procedeu ao exame periodontal, feito no
leito até 48 horas pos-parto, com auxilio de luz frontal e as puérperas em posi¢cdo supina.

Todas as 267 puérperas, entre casos € controles, foram incluidas para coleta do biofilme



subgengival ao final do exame clinico periodontal, que foi centrado na Profundidade Clinica
de Sondagem (PCS) registrada em 6 sitios para cada dente ( mésio-vestibular ¢ mésio-
lingual, disto-vestibular e disto-lingual e uma medida na regido médio-vestibular e médio-
lingual). Foram registrados também o Nivel de Insercdo Clinica (NIC), Sangramento a
Sondagem (SS), indice de Placa (IP). Foi considerada com doenca periodontal a voluntaria
que apresentou pelo menos quatro dentes, com no minimo um sitio, com profundidade de
sondagem > 4 mm, perda de insercao de 3 mm ou mais e sangramento a sondagem, no mesmo
sitio.*®

O biofilme subgengival foi coletado apds a remocao da placa supragengival com
gaze estéril, e, entdo, retirado de quatro sitios diferentes (aqueles com maior profundidade de
sondagem de cada quadrante) com curetas periodontais do tipo Gracey 5-6 / 7-8 (Trinity, Sdo
Paulo) inserido em toda a profundidade do sitio removendo o biofilme dental. Os biofilmes

foram acondicionados em tubos do tipo eppendorfs estéreis contendo solucao de Tris-EDTA

(150 uL Tris-EDTA + 100 pL de solugdo NaOH) e armazenados em freezer a -20° C.

Deteccdio bacteriana por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foi extraido o DNA das amostras conforme descrito pelo manual de uso QIAamp
DNA(QIAGENTr), com modificagdes. Em seguida, as mesmas foram analisadas usando a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar a presenca dos seguintes patogenos:
Prevotella  intermedia  (Pi),  Fusobacterium  nucleatum  (Fn), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td) e
Tannerella forsythia (Tf) . Foram realizadas amostras de 50uL contendo 45uL Mix Platinum
de frasco unico (Contém Taq DNA polimerase, Anticorpo anti-Taq planitinum, Magnésio

(Mg™), DNTPs, glicerol e corantes de rastreamento azul) (Life Technologies, USA), 1,5uL



de primer da bactéria em estudo (Invitrogen, USA) e SuL de DNA da amostra. Os primers

utilizados para cada espécie bacteriana estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Primers espécie-especificos que foram utilizadas nas reacoes de PCR.

Bactéria

Prevotella intermedia

Fusobacterium

nucleatum

Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Porphyromonas
gingivalis

Treponema Denticola

Tannerella forsythia

Primer 5°- 3’

TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG

TCA ACA TCT CTG TAT CCT GCG T

ATT GTC GCT AAA AAT TAT AGT T

ACCCTCACTTTG AGG ATT ATAG

AAA CCCATC TCT GAC TTCTTCTTC

ATG CCA ACT TGA AGT TAA AT

AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG

ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT

Referéncia
Ashimoto, et

19962

Avilla-Campos,
al, 1999°*

Ashimoto, et
1996%

Ashimoto, et

1996%7

TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT ACA Ashimoto, et

T

TCA AAG AAG CAT TCC CTCTTC TTC

TTA

GCC TAT GTA ACC TGC CCG CA

TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT

19962

Ashimoto, et

19962

al

al

al

al

al

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System

2400, Norwalk, CT, USA). A ciclagem utilizada para Pi e Fn foi desnaturagdo inicial a 95°

por 3min; seguido de 35 ciclos a 95° por 1 min, 57° por 1 min e a 72° por 2 min. A

desnaturacdo final foi de 72° por 7min."” J4 para as bactérias 7f, Pg e Td a ciclagem utilizada

foi desnaturacao inicial a 94° por 3min; seguido de 40 ciclos a 94° por 30s, 62° por 30s e a 72°

por 30s. A desnaturacio final foi de 72° por 5min."’ Para bactérias Aa a ciclagem utilizada foi

desnaturagdo inicial a 95° por 3min; seguido de 35 ciclos a 95° por 30s, 55° por 30s e a 72°



por Imin. A desnaturagio final foi de 72° por 7min."’

Os produtos da amplificagdo foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampao TBE (Tris 1M, éacido borico 0.9M, EDTA 0.01M, pHS8) (Life Technologies,
USA), corados com gel loading (Life Technologies, USA) e Gel red (Uniscience, USA) e
fotografados sob um transiluminador com luz UV (BIO-RAD Laboratories, EUA), foi

incluido o padrao de peso molecular 100 bp (Uniscience, USA).

Anadlise Estatistica

A varidvel dependente foi a ocorréncia de desfechos adversos gestacionais (BPN e/ou
NPT) e as variaveis independentes englobaram a presenca de fatores referentes ao perfil da
mae e de periodontopatogenos. Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva dos dados por
meio de frequéncia absoluta e relativa. As variaveis categéricas foram comparadas entres os
grupos por meio do Teste Qui-quadrado e a medida de associagdo obtida pela Odds Ratio
(OR) com seus respectivos intervalos de confianca a 95% (IC95%) foi utilizada para estimar a
associacao entre presen¢a de periodontopatdogenos e fatores referentes ao perfil da mae com

os desfechos gestacionais. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0.05).

RESULTADOS

O presente estudo incluiu 261 puérperas no municipio de Sdo Luis, MA, Brasil, com
idade variando de 12 a 43 anos (média 26,04+6,77 anos). A amostra foi constituida por 175
puérperas no grupo controle e 86 no grupo caso.

Os grupos caso e controle estavam semelhantes quanto: idade da mae, quantidade de
filhos e presenga de infeccdo urinaria. Menor escolaridade, presenga de hipertensdo e de

periodontite foram significativamente mais comuns no grupo caso (Tabela 2).



Tabela 2 — Caracteristicas da amostra constituida por puérperas sem e¢ com o desfecho
gestacional prematuridade e/ou baixo peso ao nascer.

BPN/NPT
Variaveis Controle (%) \ Caso (%) P
Idade da mae
<=25 anos 97(55,43) 44 (51,16) 0,604
>25 anos 78(44,57) 42(48,84)
Escolaridade
<=que 10 anos 65(37,14) 44(51,16) 0,042
> que 10 anos 110(62,86) 42(48,84)
Quantidade de filhos
<=2 filhos 139(79,43) 73(84,88) 0,372
> 2 filhos 36(20,57) 13(15,12)
Hipertensao
Nao 148 (84,57) 48 (55,81) <0,001
Sim 27 (15,43) 38 (44,19)
Infeccao urinaria
Nao 118 (67,43) 59 (68,60) 0,959
Sim 57 (32,57) 27 (31,40)
Periodontite
Nao 163(93,14) 65(75,58) <0,001
Sim 12 (6,86) 21(24,42)
175 (100) 86 (100)

* Teste do qui-quadrado (0=0,05).

As medidas de associagdo estdo expressas na Tabela 3. A probabilidade de haver

periodontite ou hipertensdo entre as puérperas que tiveram bebés prematuros e/ou de baixo

peso € 4 vezes superior, para ambas os fatores, sendo essas duas condi¢des consideradas

fatores de risco com forte associacdo. A menor escolaridade materna também pode ser

considerada fator de riso ao desfecho em estudo, por meio de fraca associacao.



Tabela 3 — Medida de associagdo entre prematuridade e/ou baixo peso ao nascer com
periodontite, hipertensdo e escolaridade em puérperas.

Prematuridade e/ou baixo
peso ao nascer

Controle Caso OR 1C 95%
<p<
Periodontite
Ausente 163 65 4388 2,041 9,433
Presente 12 21
Hipertensao
Ausente 148 48 4,339 2,402 7,839
Presente 27 38
Escolaridade
< = que 10 anos 65 44 1,772 1,051 2,988
> que 10 anos 110 42
175 86

* Teste do qui-quadrado (a=0,05). OR = Odds ratio. IC95% = Intervalo de confianga a 95%.

Os resultados nas analises microbianas ndo mostraram associa¢do significativa entre

prematuridade e baixo peso ao nascer e a maioria dos periodontopatégenos em estudo, exceto

para Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Tabela 4).

Tabela 4 —

periodontopatogenos Pg, Tf, Td, Pi, Fn, Aa detectados em puérperas.

Associagdo entre prematuridade e/ou baixo peso ao nascer € 0s

Periodontopatdgeno
Controle Caso p*

Pg Ausente 47(26,86) 31(30,05) 0,167
Presente 128(73,14) 55(63,95)

Tf Ausente 28(16,00) 26(30,23) 0,012
Presente 147(84,00) 60(69,77)

Td Ausente 87(49,72) 37(43,02) 0,375
Presente 88(50,28) 49(56,98)

Pi Ausente 37(21,14) 18(20,93) 0,968
Presente 138(78,86) 68(79,07)

Fn Ausente 09 (5,14) 03 (3,49) 0,775
Presente 166 (94,86) 83 (95,51)

Aa Ausente 39(22,29) 39(45,34) <0,005
Presente 136(77,71) 47(54,65)
Total 175 (100%) 86 (100%)

* Teste do qui-quadrado ou Exato de Fisher (¢=0,05).

A Tabela 5 evidencia que o limite inferior do intervalo de confianga para todos os seis



periodontopatogenos estudados foi menor que 1, ndo podendo ser considerado fator de risco

para o desfecho em estudo.

Tabela 5 — Medida de associacao entre prematuridade e/ou baixo peso ao nascer com oS
periodontopatogenos detectados em puérperas.

Periodontopatogenos p* OR IC 95%
sps
Pg 0,167 0,651 0,374 1,132
Tf 0,012 0,439 0,238 0,811
Td 0,375 1,309 0,778 2,201
Pi 0,968 1,012 0,537 1,908
Fn 0,775 1,500 0,395 5,688
Aa <0,005 0,345 0,198 0,601

* Teste do qui-quadrado (0=0,05). OR = Odds ratio. IC95% = Intervalo de confianca a 95%.

DISCUSSAO

O presente estudo revelou que a periodontite pode ser considerada um fator de risco ao
nascimento de bebés prematuros (NPT) e/ou de baixo peso ao nascer (BPN), no entanto, os
resultados das andlises microbianas ndo mostraram relagdo significativa entre os
periodontopatdgenos detectados nas puérperas e a prematuridade e baixo peso ao nascer dos
bebés.

As puérperas de bebés prematuros e/ou baixo peso mostram maior frequéncia de
periodontite e de hipertensdo, com diferengas significativas na andlise comparativa entre
controle e o desfecho avaliado para ambas as varidveis de exposi¢do (p < 0,001). Destaca-se
que a associacdo foi forte para periodontite (OR=4,388) e para a hipertensdo (OR=4,339),
sugerindo ser um fator de risco causal. A literatura menciona que a hipertensdo ¢ um fator
influenciador ja consagrado associado com o desfecho nascimento de prematuros e de baixo
peso,”’ enquanto, a periodontite tem sido considerada potencial fator de risco ao parto

prematuro”, com magnitude de associa¢do variando entre OR de 2,09 a 4,19 2,



Apesar de haver estudos que encontraram um relacdo significativa entre parto
prematuro e doenca periodontal.>**>% ha evidéncias da auséncia de efeitos adversos da
periodontite em mulheres gravidas.*> Um dos fatores que podem explicar essa divergéncia de
resultados ¢ o fato de ndo existir um padrdo universalmente aplicado para diagnostico da

periodontite **

Observou-se elevada frequéncia de todos os periodontopatogenos analisados em
puérperas, revelando taxa de ocorréncia similar entre os grupos caso e controle, exceto para os
periodontopatogenos Tf e Aa. Este resultado corrobora com o ja encontrado previamente,
inclusive com maior ocorréncia de A. actinomycetemcomitas em puérperas de bebés a
termo.>® Uma possivel explicagio para estes achados pode estar na hipotese que certos grupos
de individuos sdo mais propensos a colonizaco de Aa.*®

Ressalta-se a elevada frequéncia dos periodontopatégenos Pi e Fn no biofilme
subgengival analisado. Resultado que pode ser explicado, pois maior propor¢do de bactérias
do complexo “vermelho” e “laranja” foram encontradas em amostras subgengivais.’’ A
bactéria Fn tendo sido detectada em uma grande variedade de tecidos placentarios e fetais,
incluindo liquido amnidtico, membranas fetais, sangue do corddao umbilical, aspirados
gastricos neonatais, pulmao e estomago fetal, associados com corioamnionite, pré-eclampsia,
parto prematuro e sepse neonatal.***' A prevaléncia de Fn detectada no sangue do cordio
umbilical da sepse neonatal ¢ igual ou superior a de E. coli e Streptococcus do Grupo B,
colocando Fn na mesma escala de importancia que esses dois patdgenos neonatais bem
reconhecidos.*® Destaca-se um relato de caso de morte fetal causada por Fn oral, pois trata-se
da primeira evidéncia humana de que a bactéria originada da placa subgingival da mae
translocou-se para a placenta e o feto, causando inflamagio aguda e levando o feto a dbito.*
A Fn ¢ afetada por fatores ambientais, sendo uma das espécies de bactérias mais abundantes

. . ., , . 43 A
da cavidade oral tanto em individuos sauddveis e doentes ™, o que pode ser comprovado com



os achados da presente pesquisa.
Apesar de existir a hipotese que a Pg pode estar relacionada com resultados adversos

da gravidez, incluindo prematuridade e baixo peso ao nascer***°

, os resultados da presente
pesquisa nao conseguiram comprovar esta relacdo. No entanto, destaca-se que a grande
amplitude do intervalo de confianga registrado para os periodontopatégenos Pg, Td, Pi e Fn
conduzem estes fatores de exposicao desde a classificagdo de fator de protegao a fator de risco
ao desfecho em estudo.

H4 o novo modelo de patogénese segundo o qual a periodontite ¢ iniciada por uma
comunidade microbiana sinérgica e disbidtica e ndo por "periopatdogenos" selecionados, que
convergem para formar e estabilizar uma microbiota provocadora de doencas.*’ Destaca-se
que a presente pesquisa detectou a presenca de patdgenos, sem determinar o nivel e sua
proporcdo em ambos os grupos de estudo, no entanto, a discussdo sobre
causalidade/casualidade associados a doenca periodontal vem ganhando espago na
comunidade cientifica nos ultimos anos,”™ o que torna estes resultados relevantes. Assim,
ainda torna-se importante definir se a relacdo entre periodontite e o nascimento de bebés
prematuros e de baixo peso ¢ casual ou se existe simples associagdo.>

A presente pesquisa investigou 06 (seis) periodontopatdogenos, sendo que mais de 300
espécies bacteriana podem estar presentes na colonizagdo da cavidade oral®, portanto, a
doenca periodontal ndo ¢ causada somente pelas bactérias estudadas nesta pesquisa. Outro
aspecto importante que pode explicar os resultados deste estudo ¢ que durante a gestacdo os
niveis desses patogenos estio aumentados, devido a sua maior facilidade de proliferagdo.”

Corroborando com este raciocinio, foram encontrados niveis de patdgenos mais
elevados de periodontopatogenos em gestantes, quando compararam contagem de 10
diferentes espécies bacterianas extraidas do biofilme subgengival de gestantes e ndo

gestantes™. Portanto, ndo se pode deixar de investigar o fato de que os periodontopatogenos



tenham uma relagdo com o nascimento de bebés prematuros e/ou de baixo peso ao nascer,
pois a infecgdo periodontal materna pode, diretamente e / ou indiretamente, ter potencial para
influenciar a satide da unidade materna-fetal.”’

A presente pesquisa investigou a relacdo entre periodontite e a prematuridade e/ou
nascimento de bebés de baixo peso, tenho analisado o fator de exposi¢ao (periodontite) nos
parametros clinicos e microbiologicos, sendo que uma das limitagdes desse estudo foi a
auséncia de investigacdo sobre a resposta imuneinflamatoria do hospedeiro. No entanto, a
pesquisa apresenta varios pontos fortes como critério robusto de diagndstico da periodontite,
tamanho amostral respeitando a relagdo caso/controle e precisdo da técnica de detecgdo

microbiana dos periodontopatdgenos.

Desse modo pode-se concluir que existe relacdo entre o nascimento de bebés
prematuros e/ou de baixo peso ao nascer e a periodontite, sugerindo que esta patologia oral
pode ser considerada fator de risco a adversidades na gestagdo, porém, ndo foi possivel
atribuir causalidade por meio da presenca das bactérias em estudo. No entanto, diante da
elevada presenca de periodontopatdégenos no biofilme subgengival das puérperas, sugere-se
que os achados dessa pesquisa sirvam de base para futuros estudos sobre a biopatofisiologia

envolvida na relag@o periodontite e nascimento de bebés prematuros e de baixo peso.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos resultados encontrados, pode-se concluir que existe relagdo entre o
nascimento de bebés prematuros e/ou de baixo peso ao nascer e a periodontite, sugerindo que
esta patologia oral pode ser considerada fator de risco a adversidades na gestagdo, porém, ndo
foi possivel atribuir causalidade por meio da presenga das bactérias em estudo. No entanto,
diante da elevada presenga de periodontopatdégenos no biofilme subgengival das puérperas,
sugere-se que os achados dessa pesquisa sirvam de base para futuros estudos sobre a
biopatofisiologia envolvida na relagdo periodontite e nascimento de bebés prematuros e de

baixo peso.

Apesar de nao se ter encontrado associagdes positivas, deve-se ressaltar que o desenho
do estudo teve a inclusdo de dois controles para cada caso com o objetivo de aumentar o
poder da analise. Além disso, outro fato importante foi a realizagdo de um estudo duplo-cego

para as analises microbianas, reduzindo o risco de viéses.

Ainda assim, sugere-se que mais pesquisas sejam realizadas de modo a avaliar
quantitativamente a presenca desses € de outros patdgenos periodontais, assim como também
a presen¢a de citocinas circulantes, afim de que sejam encontrados resultados conclusivos

sobre o papel da presenca dos periodontopatogenos e o desfecho avaliado.
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