SILVIO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA

PERIODONTITE CRONICA, TRABALHO DE PARTO E
PARTO PRE-TERMO EM GESTANTES BRASILEIRAS

Tese de Doutorado

ORIENTADOR: Prof. Dr. PAULO CESAR GIRALDO
CO-ORIENTADORA: Prof?. Dr?. ANA KATHERINE S. GONCALVES

Unicamp
2006



SILVIO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA

PERIODONTITE CRONICA, TRABALHO DE PARTO E
PARTO PRE-TERMO EM GESTANTES BRASILEIRAS

Tese de Doutorado apresentada a Pés-
Graduacao da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obteng¢do do Titulo de
Doutor em Tocoginecologia, area de
Ciéncias Biomédicas

ORIENTADOR: Prof. Dr. PAULO CESAR GIRALDO
CO-ORIENTADORA: Prof?. Dr?. ANA KATHERINE S. GONCALVES

Unicamp
2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-82 / 6044

P414p

Pereira, Silvio Antonio dos Santos

Periodontite crénica, trabalho de parto e parto pré-termo
em gestantes brasileiras/ Silvio Antonio dos Santos Pereira .
Campinas, SP: [s.n.], 2006.

Orientadores: Paulo César Giraldo, Ana Katherine da
Silveira Gongalves

Tese (Doutorado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Periodontite. 2. Doencas Periodontais. 3. Trabalho de
parto prematuro. |. Giraldo, Paulo César. Il. Gongalves, Ana
Katherine da Silveira. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.




Aluno: SILVIO ANTONIO DOS SANTOS PEREIRA

Orientador: Prof. Dr. PAULO CESAR GIRALDO

Co-Orientadora: Prof?. Dr2. ANA KATHERINE S. GONCALVES

Curso de Pés-Graduagao em Tocoginecologia da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

<



A Deus, nosso criador

Agradeco o dom precioso da vida.
Ndo sei o que me reservas, pois so tive gragas até hoje.
Em Ti confio e rogo que continues a me abengoar.

vii



Aos meus queridos pais, Antonio e Maria de Lourdes,
que, com amor e sacrificios, souberam transmitir-me
os mais sdbios ensinamentos de vida.

A minha querida esposa Inés,

pelo amor, pela rentincia, pelo carinho e cumplicidade.
Quantos momentos importantes das nossas vidas postos de lado.
Quantas dificuldades, quantos obstdculos,

simplesmente para que pudéssemos concretizar um sonho.
Aprendemos nesse tempo o qudo é importante

o exercicio didrio de amar um ao outro.

Inés, minha metade, a vocé, o meu eterno amor.

Ao meu primogénito Silvio Augusto, DNA do pai,
pelo amor e pela bondade,

seus olhos meigos e sua sensibilidade
mostram-nos como é importante amar o proximo.

Ao meu filho Lucas Bellini, DNA da mde,

pelo amor e ternura,

seus olhos amendoados e sua sinceridade

ensinam-nos o quanto vale a pena acreditar num amanhd melhor.



Ao Professor e Amigo Dr. Paulo César Giraldo,

Obrigado, por acreditar e confiar em mim.

Espero ndo té-lo decepcionado em nenhum momento.

Obrigado, pelo exemplo de dedicagdo a profissdo e a familia.

Obrigado, pelo incentivo ao crescimento interior e a realizagdo profissional.
Desde o primeiro momento aprendi a admird-lo,

pela sinceridade e objetividade expressada em atos e palavras.

Té-lo como orientador me faz sentir privilegiado, porque durante

esses anos de convivéncia, vivenciando a pesquisa, nasceu a amizade.

Té-lo como amigo me faz sentir feliz e responsdvel, porque

em um mundo tdo dificil sdo poucos aqueles com que podemos contar.

Xi



Agradecimentos

Aos meus familiares, especialmente meus pais emprestados Danilo Augusto Bellini e Alzira
Horie Bellini, aos meus irmdos José Carlos dos Santos Pereira e Danilo Horie Bellini,
a minha irmd Maria Dulce Caoro Horie, a minha cunhada Daniela Lago, aos

sobrinhos Mariana e Fernando pelo apoio, pelos conselhos e pelas orientagoes.

Ao Professor Coordenador dos Cursos de Pés-Graduacdo em Periodontia do Centro de
Pesquisas Odontologicas Sdo Leopoldo Mandic, Dr. Eduardo Saba-Chujfi, e sua
esposa e Professora Maria Elizabete Carneiro de Saba, meus mentores da carreira
académica, pelas orientacoes, estimulo e compreensdo nos momentos em que estive

ausente das minhas atribuigcées. Meu eterno aprego e confianga.

A Professora Dra. Silvia Barros-Mazon, do Departamento de Patologia Clinica da Unicamp,
a Professora Dra. Ana Katherine S. Gongalves, do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da UFRGN, a enfermeira Renata Taize G. Pereira, a biéloga Elisabete
Campos, ao técnico Alex Rodrigo Pinheiro, as estatisticas Gislaine A. Fonsechi
Carvasan, Sirlei Siani Morais e ao médico Cassio Cardoso-Filho do CAISM, pilares

deste estudo, sem os quais a realizacdo ndo seria possivel.

A amiga Sueli Chaves, chefe da ASTEC, pelo carinho, amizade e incentivo para que eu

pudesse alcancar meus objetivos.

Aos funciondrios do SAME, da ASTEC e da Divisdo de Ginecologia do CAISM: Cylene,
Fernanda, Gilberto, Mdrcia, Mdrcia Mary, Maria do Rosdrio, Néder, Sueli Regina,

Ricardo e William pela colaboragdo na realizagdo deste trabalho.

Xiii



A secretdria da pos-graduacdo, Margarete Donadon, pela eficiéncia, orientagcdes e exemplo

de dedicacdo ao trabalho.

As pacientes gestantes que permitiram que todas as informagdes e exames se

transformassem nesta tese.

Aos amigos dos Cursos de Pos-Graduacdo em Periodontia do Centro de Pesquisas
Odontolégicas Sao Leopoldo Mandic, Professores Alvaro José Cicarelli, Fabio Alarcon
Idalgo, Rubens Joji Tsujimura e Samuel Ferraz de Camargo Jr, pelos conselhos e

estimulos a carreira académica.

Aos amigos Ana Karina Saba, Jodo Eudes dos Santos Vieira, Mdrcio Soares Costa,
Marcos Yano, Patricia Chaves, Professor Fdbio Antonio Signorini Sartorato, Professor
Luiz Antonio de Gennaro, Rubens de Moraes Salles, Silvia Nogueira Cordeiro, pelo

apoio e sentimento de amizade.

As minhas companheiras do Ambulatério de Infeccies Genitais: Regina M. Ruschi
Vicentini, Christiane Maria Moreira Gomes, Rose Luce G. Amaral e Adriana M.

R. Sbroggio, pelo incentivo para a realizacdo deste estudo.

Ao médico Dr. Francis de Assis Moraes Gomes e sua esposa Regina Stella, pelo apoio

na concretizagdo deste objetivo.
A familia Giraldo: Dried, Helena e Andréia pelo apoio sempre constante.

E a todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo desta tese.

Xiv



Sumario

Simbolos, Siglas € ADreVIaturas ...........ccuuiiiii i Xvii
RESUMIO ...ttt ettt e e e r e e e sbe e e e san e e e e araeeenreeenannneenae XiX
1011010 0 =1 Y OO PO PP PP PP PPTPPP XXiii
110 [ o= Lo 2RSSR 25

B O o] 1= (1Y o 1= SO PPRU SRR 45
2.1, ODJELIVO GOIAI .....eiiiiiiieiie ettt ettt ettt nre e enee 45
2.2. ODbjetivoS €SPECITICOS ....eiiuiiiiiiieitiie ittt ettt sttt sne e 45

B U1 o] o= oo T SRR 47
TRt TR Y (T To T SRR 49
B0 Y (1 o 1 SRR 73

o DHSCUSS@0 ...ttt ettt e e e e nae 97

. CONCIUSDES ...ttt ettt e et e ra e e ea et nnee s 103

. Referéncias BibliografiCas. ............ooiiiiiiiiiiii s 105
. Bibliografia de NOrmMatiZagOes ...........cccoeiiuiiiiiie i e e 117

c AANBXOS ettt et e e e s e e e re e e s 119
8.1. ANEX0O 1 — QUESHIONATIO ... .eeitii ittt et et b e 119
8.2. Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido............ccccceeivieiiiiieciniienens 123
8.3. ANEX0 3 — DECIArAGAOD .......uiiiiiieee ittt e ettt e e st e e e e e e e e e e s st ar e e e e e annraraeaeeeann 125

XV



Simbolos, Siglas e Abreviaturas

CAISM
CEP
CGA
CRP
DNA

DP

DTG
ELISA
FAPESP
FCM

IgG2
IL-1
IL-1a
IL-1B
IL-6
IL-8
IL-10

Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher

Comité de Etica em Pesquisa
Cor Gengival Alterada
C-Reactive Protein
Desoxyribonucleic Acid

Doenca Periodontal

Departamento de Tocoginecologia

Enzyme-Linked-Immunoabsorbent-Assay

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Faculdade de Ciéncias Médicas
Grama(s)

GroEl

Intervalo de Confianca
Imunoglobulina

Idade Gestacional
Imunoglobulina G

Imunoglobulina G2

Interleucina-1
Interleucina-1 Alfa
Interleucina-1 Beta
Interleucina-6
Interleucina-8

Interleucina-10

Simbolos, Siglas e Abreviaturas XVii



Resumo

A prematuridade é responsavel por altas taxas de morbimortalidade perinatal.
Sabe-se que a infecgédo tem papel importante em relagdo a gestagdo com resultados
adversos. Recentemente, atencao tem sido direcionada para a periodontite crénica
(PC) como uma doencga capaz de causar complicagdes na gravidez. O objetivo
deste estudo foi investigar se existe associagao entre PC e prematuridade e fatores
associados em um grupo de gestantes brasileiras. Para investigar a presenca de
PC e trabalho de parto pré-termo (TPP) foram incluidas 124 gestantes em estudo
de corte transversal, com idades entre 15 e 40 anos, sendo 68 com TPP e outras 56
em trabalho de parto a termo (TPT), atendidas nos servigos do Centro de Atencao
Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), entre dezembro de 2003 e maio de 2005. Foram investigados os
dados sociodemograficos, obstétricos, perinatais, bioquimicos e realizado exame
periodontal no primeiro dia de puerpério. O diagnostico da PC foi estabelecido
analisando-se a profundidade a sondagem, perda de inser¢ao clinica, sangramento
gengival, placa bacteriana e cor gengival alterada. Realizou-se também coleta de 5ml

de sangue periférico por ocasido da internacao das pacientes, para identificagdo e
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quantificacdo de Proteina-C Reativa (PCR) e Proteinas de Choque Térmico (PCT)
de 60KDa. A andlise estatistica usou os testes exato de Fisher ou x* para as
variaveis discretas, Mann-Whitney para as variaveis ndo-paramétricas e T Student
para variaveis continuas. O Odds Ratio (OR) foi calculado com intervalo de
confianca de 95%. A analise estatistica estabeleceu as razdes de chance para as
variaveis e estudo de regresséao logistica multivariada tipo stepwise e identificou
fatores associados ao TPP e ao PPT. Os resultados mostraram que as gestantes
com TPP apresentaram baixo nivel de escolaridade (p=0,029) e numero menor de
consultas no pré-natal (p=0,0001) quando comparadas aquelas com TPT.
Indicadores periodontais, como perda de inser¢cdo clinica e sangramento a
sondagem, foram os mais observados no grupo de gestantes com TPP (p<0,0001 e
p=0,012, respectivamente). A presenca de PC elevou o risco para TPP (OR: 4,7
IC:95% 1,9-11,9), parto pré-termo (PPT) (OR: 4,9 IC:95% 1,9-12,8) e recém-
nascido com baixo peso (<2.500g) (OR: 4,2 95% IC: 1,3-13,3). Das 124 gestantes,
somente 118 participaram para identificar e quantificar os niveis de PCR e PCT
de 60kDa (seis gestantes foram excluidas por problemas no processamento das
amostras de sangue). Sessenta e quatro casos entraram em TPP e outras 54 em
TPT. Dentre os casos em TPP, apenas 44 resultaram em PPT, tendo os restantes
20 casos evoluido para parto a termo (PAT). A PCR e PCT 60kDa foram
analisadas por técnica de nefelometria e de ELISA respectivamente. Identificaram-
se respectivamente 60,9% e 63,6% casos com PC no grupo de gestantes em TPP e
PPT e apenas 27,8% e 35,1% no grupo com TPT e PAT. O TPP esteve fortemente
associado com PC (OR=5,1 IC:95% 2,1-12,5), etnia branca (OR=2,6 IC:95% 1,0-6,4)

e numero de consultas no pré-natal menor que seis (OR=6,5 1C:95% 2,3-18,2). Da
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mesma forma o PPT também esteve associado com as mesmas variaveis. Nao se
encontraram associagoes significativas para idade, paridade, escolaridade, estado
civil, PCR = 0,5mg/dL e PCT 60kDa = 3,125ng/mL, neste contingente de gestantes
brasileiras. A periodontite cronica pode ser um fator importante a ser considerado

nos casos de prematuridade, em determinados grupos de gestantes brasileiras.
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Summary

The prematurity is responsible for high rates of morbi-mortality perinatal. It is
well-known the important role of infecction to adverse pregnancy. Recently, more
attention has been given to chronic periodontitis (CP), as an important factor to
causing complications in pregnancy. The objective of this study was to investigate
the possible association between CP, prematurity and associated factors in a
group of Brazilian pregnant women. The presence of CP and prematurity were
investigated in 124 women, age between 15 and 40 years old, being 68 women
had preterm labor (PTL) and 56 had term labor (TL), attended at Women’s Health
Center of the State University of Campinas (Unicamp), Brazil, between December
2003 and May 2005. Sociodemographic, obstetric, perinatal, biochemical data and
periodontal examination in the first day of puerperium were investigated. The
diagnosis of CP was determined by probing pocket depth, clinical attachment loss,
bleeding on probing, dental plaque and altereded gingival color. Five milliliter of blood
sample was collected, in the moment of internation, to identify and quantify the C-
reactive protein (CRP) and heat-shock protein 60 kDa (Hsp 60). Statistical

analysis used Fisher exact test or x? for the discret variables, Mann-Whitney for
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the non-parametric variables, and T Student for continued variables. Odds ratio
was calculated with a 95% confidence interval. The statistical analysis established
the odds ratio for variables and multivariate logistic regression model (stepwise)
identified factors associated with PTL and preterm birth (PTB). The results showed
that pregnant women with PTL presented low levels of schooling (p=0.029) and
the lowest number of pre-natal appointments (p=0.0001) when compared to those
with TL. Periodontal indicators, such as the clinical attachment loss and bleeding on
probing were observed more frequently in the PTL group (p<0.0001 and p=0.012,
respectively). The presence of CP increased the risk for PTL (OR: 4.7 95% CI:
1.9-11.9), PTB (OR: 4.9 95% CI: 1.9-12.8) and low birth weight (<2.500g) (OR:
4.2 95% CI: 1.3-13.3). From 124 pregnant women, only 118 participated to identify
and quantify the levels of CRP and Hsp 60 kDa (6 pregnant women were excluded
due problems in serum samples processing). Sixty four had PTL and others 54
had TL. From the PTL group, 44 had PTB and 20 outcomes to term birth (TB). The
quantification of PCR was analysed by nephelometric method and HsP 60kDa by
ELISA method. The presence of CP was 60.9% and 63.6% respectively in the
groups of pregnant women with PTL and PTB and only 27.8% and 35.1% in the
groups with TL and TB. The PTL was strongly associated with CP (OR=5.1 95%
IC 2.1-12.5), white ethnicity (OR=2.6 95% IC 1.0-6.4), and < 6 prenatal appointments
(OR=6.5 95% IC 2.3-18.2). At the same mean the PTB was associated with same
variables. There is no association to age, parity, schooling, marital status, CRP
=20.5mg/dL and Hsp 60kDa 23.125ng/mL, in this contingent of pregnant women.
Chronic periodontitis can be an important factor to be considered in cases of

prematurity, in some groups of Brazilian pregnant women.
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1. Introducao

A prematuridade, a despeito de todos os progressos que ocorreram na
medicina, constitui-se ainda em um importante problema médico, social, humano e
econdmico. Nos dias atuais € responsavel por 70% da mortalidade perinatal e
por aproximadamente metade das sequelas neurologicas dos recém-nascidos

(RN) (McCormick, 1985; Goldenberg et al., 2000;Corréa, 2002).

O parto pré-termo (PPT) é definido como aquele cujo nascimento antecede
37 semanas de gestacdo (WHO, 1977). E a principal causa de recém-nascidos
com baixo peso (RNBP) (<2.500g) e ocorre em torno de 10% das gestagdes,

variando na dependéncia da populacao estudada (Goldenberg et al., 2000).

O continente asiatico € aquele com maior prevaléncia de RNBP no mundo
(15% dos RN), seguido pela Africa e América do Sul, com aproximadamente
11%, e Europa, entre 4% e 12%. A Oceania e a América do Norte apresentam

prevaléncias baixas, entre 6% e 7% (Williams et al., 2000).
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O trabalho de parto pré-termo (TPP) freqUentemente resulta em PPT e RNBP
e tem sido o principal problema associado com a morbimortalidade perinatal em
paises de menor desenvolvimento (Lamont e Husslein, 2003). Em paises
industrializados, os investimentos em programas sociais € o advento de novas
tecnologias nos cuidados neonatais tém contribuido de forma significativa para
a reducao das taxas de morbimortalidade perinatal (Zachariasen e Dennison,

1998; Lumley, 2003).

Os principais fatores de risco para o TPP sao o TPP prévio, infecgéo intra-
uterina cronica e etnia negra. Na dependéncia das populagdes estudadas, gestantes
com histéria de TPP prévio apresentam risco entre 15% e 80% de ter outro PPT

em gestagdes subsequentes (Goldenberg et al., 2000; Dizon-Townson, 2001).

As condicbes socioecondmicas desfavoraveis, pré-natais inadequados,
tabagismo, alcoolismo, consumo de drogas ilicitas, promiscuidade sexual,
presenca de patologias uterinas, fatores obstétricos (PPT prévio, gravidez
multipla, ruptura prematura de membranas ovulares) e enfermidades maternas
(doengas cardiovasculares, endocrinometabdlicas e infecgdes) tornam as
gestantes mais susceptiveis ao PPT espontaneo ou induzido (Di Renzo et al.,

1987; Silva Filho, 2000).

Foram investigados fatores de risco sociodemograficos e obstétricos
associados a prematuridade entre RN das etnias branca e negra. Observou-se
que as gestantes negras tinham probabilidade trés vezes maior de ter RN com muito

baixo peso ao nascimento (<1.500g) e probabilidade duas vezes maior para
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moderado baixo peso (entre 1.500g e 2.500g) do que as gestantes brancas. A
probabilidade de RNBP diminui com a melhora no grau de escolaridade, tanto
para gestantes da etnia branca como negra, exceto nos casos de muito baixo peso
de gestantes negras. Gestantes solteiras, de ambas as etnias, apresentaram
maior risco de ter muito baixo peso ou moderado baixo peso. Primiparas acima
dos 30 anos de idade e multiparas com idade inferior a 18 anos tinham taxas
maiores de muito baixo e moderado baixo peso. A paridade maior ou igual a
trés nascimentos em gestantes com idade inferior a 25 anos e a paridade maior
ou igual a quatro nascimentos em gestantes com idades entre 25 e 29 anos
elevaram o risco para muito baixo peso em 48% para a etnia branca e 30%

para a etnia negra (Kleinman e Kessel, 1987).

Em estudo multicéntrico, realizado entre os anos de 1982 e 1986, foram
coletados os dados de 13.119 nascimentos ocorridos no Hospital da Universidade
do Alabama, onde 70% das gestantes eram da etnia negra. Dos 1.445 nascimentos
prematuros, ndo houve diferengas em relacao a incidéncia de prematuros entre

gestantes das etnias negra (11,2%) e branca (10,6%) (Tucker et al., 1991).

Nas ultimas décadas, o papel das infec¢gdes na etiologia da prematuridade
tem sido amplamente discutido, fornecendo indicios de que a infeccao é um
fator de risco importante para o TPP (Hillier et al., 1988; Gibbs et al., 1992; Hill,
1998; Offenbacher, 2004). O exame histopatolégico das membranas fetais,
estudos no liquido amniédtico (LA) de gestantes com membranas integras e nas
membranas fetais de gestantes que se submeteram a cesariana apontam as

infec¢des intra-uterinas como fator desencadeador de TPP, especialmente em
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gestantes com idades gestacionais inferiores a 30 semanas (Chellam e
Rushton, 1985; Mueller-Heubach et al., 1990; Watts et al., 1992; Cassell et al.,

1993; Hauth et al., 1998; Friese, 2003).

Gestantes com TPP e culturas bacterianas positivas do LA apresentaram
2,5 vezes mais chances de ter RNBP do que gestantes com culturas negativas.
Em gestantes com TPP e membranas integras os principais microrganismos
isolados sao a Ureaplasma urealyticum, Fusobacterium espécies, Mycoplasma
hominis, Gardnerella vaginalis, Streptococcus agalactiae, Peptostreptococcus
espécies e Bacteroides espécies (Romero e Mazor, 1988; Romero et al., 1988;
1989; Hill, 1998; Romero et al., 2002; Haram et al., 2003). A presenca dessas
espécies, entre outras, colonizando sitios placentarios estimulam uma resposta
imuno-inflamatéria com migracao de células fagocitarias (neutréfilos e macréfagos)

e producgao de citocinas (Gibbs et al., 1992; Friese 2003).

Niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias, como Interleucina-1a e 18
(IL-1a,B), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8) e Fator Tumoral de Necrose - Alfa
(TNF-a), além da sintese de prostaglandina E, (PGEy), tém sido relacionados ao
aparecimento de contragbes uterinas, dilatagdo cervical e amadurecimento do colo

uterino em gestantes com infecgéo intra-uterina e TPP (Bernal, 2003; Winkler, 2003).

A infeccdo do trato geniturinario pode ocorrer por via ascendente,
comprometendo as membranas da placenta e estimulando as contragbes uterinas.
A biossintese de PGE; é incrementada pela infecgdo bacteriana ou por substancias

secretadas como IL-1, TNF-a e o fator ativador de plaquetas, todas detectaveis
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no LA infectado, o que pode explicar a associagao entre ruptura prematura das
membranas ovulares (RPMO), TPP e infecgao no trato geniturinario (Martins et

al., 2000; Silva Filho, 2000).

A vaginose bacteriana (VB) parece ser a forma de infecgdo mais prevalente
entre gestantes com TPP e PPT. A VB € uma condigdo na qual a microbiota
vaginal normal, predominantemente constituida por Lactobacilos, € substituida por
uma microbiota composta principalmente de bactérias anaerdbicas como Gardnerella
vaginalis e Mycoplasma hominis, e tem sido responsabilizada sobretudo nas
gestantes nao-brancas com idades gestacionais inferiores a 32 semanas, por um

aumento no risco para PPT (Hillier et al., 1995; Silva Filho, 2000; Sobel, 2000).

Em estudo multicéntrico com 10.397 americanas foram detectados 504
casos de gestantes que apresentaram RNBP. Os fatores mais associados com
a prematuridade foram PPT ou abortamento prévio, primiparas, etnia negra,
tabagismo e infecgbes do trato urinario. A VB foi detectada em 16% das 10.397
gestantes. As gestantes com VB, na sua maioria, eram solteiras, negras, possuiam
baixa renda e historia prévia de RNBP. A VB esteve associada com PPT de RNBP,

independentemente de outros fatores de risco conhecidos (Hillier et al., 1995).

Estudo brasileiro de caso-controle em 217 gestantes com idade gestacional
(IG) variando entre 28 e 32 semanas verificou que as incidéncias de TPP, RPMO e
RNBP foram maiores no grupo de portadoras de VB do que no grupo-controle.
Por outro lado, as médias da IG e do peso ao nascer foram significativamente

menores nos RN das gestantes portadoras de VB. Conclui-se que todas as
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complicagcbes perinatais estudadas estiveram associadas com a presenca de VB
nao tratada durante a gestacao. Foi sugerida a inclusdo do diagnéstico e tratamento
adequados da VB nos servigcos de obstetricia brasileiros, pois tal medida poderia ser

efetiva na reducao dessas complicagdes perinatais (Simoes et al., 1998).

O aumento nos niveis de IL-1a, B, IL-6, IL-8, e TNF-a, associado a
membranas ovulares com sinais flogisticos e sem indicios de infecgéo local,
tém sugerido a presenca de infeccdo em sitios extragenitais (Hillier et al., 1988;

Winkler, 2003).

Recentemente a atencao tem sido direcionada para a doencga periodontal
(DP), especialmente a periodontite cronica (PC), como sendo um fator de risco
em potencial para o PPT e RNBP (Dasanayake, 1998; Offenbacher, 1998a;
Jeffcoat et al., 2001; Saba-Chujfi et al., 2002; Glesse et al., 2004; Radnai et al.,

2004; Marin et al., 2005).

A PC é uma forma de infecgdo bucal que resulta na destruicdo dos
tecidos que sustentam os dentes - ligamento periodontal, cemento radicular e
o0sso alveolar. Apos a destruicdo dos tecidos de sustentacdo, o epitélio de
insercdo migra em diregao ao apice radicular formando as bolsas periodontais.
As bactérias anaerdbias encontram nas bolsas periodontais um habitat ideal

para se desenvolverem (Offenbacher, 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de periodontite crénica (Adaptado de Scannapieco, 2004).

A PC é uma doenga de caracteristicas multifatoriais, causada principalmente
por microrganismos Gram-negativos. Estd associada a fatores que também s&o
comuns a prematuridade como idade, condigdes socioecondmicas e culturais
desfavoraveis, tabagismo, diabetes (Armitage, 2002; Ezzo e Cutler, 2003; Nunn,

2003; Dixon et al., 2004).

Socransky e Haffajee (1997), descreveram que sao claras as diferengas

entre espécies bacterianas presentes no sulco gengival clinicamente saudavel e nas

Introdugao 31



bolsas periodontais. As bactérias associadas com a saude gengival aparecem
em menor quantidade e pertencem, em sua maioria, aos géneros Streptococcus
e Actinomyces (Gram-positivas), enquanto que na DP a microbiota é complexa,

incluindo principalmente bactérias anaerobicas Gram-negativas.

Portanto, se o desafio microbiano nao for contido pelas células de defesa do
hospedeiro, as bactérias Gram-negativas liberam pequenas vesiculas contendo
lipopolissacarideos (LPS) que estimulam a liberagcao de citocinas. Essas citocinas,
mediadoras da resposta imuno-inflamatéria e secretadas por uma variedade de
células mononucleares (mondcitos e macréfagos), ativam células como os fibroblastos
e as células epiteliais que, subseqgientemente, produzem PGE, e matrizes de
metaloproteinases. A PGE; pode induzir a reabsorcéo de tecido 6sseo e as matrizes
de metaloproteinases podem causar a degradagéo do tecido conjuntivo. Além disso,
outros mediadores pro-inflamatoérios como a IL-1p € TNF-o também estdo envolvidos
na degradacao do periodonto. Portanto, a resposta imuno-inflamatéria primariamente

protetiva &€ também lesiva para os tecidos (Greenstein, 2000).

Fatores de risco inatos, fungao fagocitica anormal, reduzida capacidade
de produzir imunoglobulina G, (IgG2), polimorfismo familiar do gene IL-1B e
fatores ambientais ou adquiridos - como higiene bucal inadequada, medicagdes,
estresse e fumo - podem diferenciar clinicamente um estagio da doenca de

outro (Page et al., 1997; Page, 1998).

Durante a gestagdo, a elevagdo nos niveis de progesterona e estrogenos,

importantes para a manutencao do concepto, podem contribuir para o aumento
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na concentragdo de PGE; nas gengivas de gestantes com DP e agravar um

quadro infeccioso preexistente (Damaré et al., 1997; Yalcin et al., 2002).

Damaré et al. (1997) verificaram a associacdo entre os niveis de PGE; no
fluido gengival, soro e LA de 18 gestantes que foram submetidas a amniocentese
durante o primeiro trimestre, na intencéo de verificar a associacado entre mediadores
inflamatdrios periodontais e intra-amnioéticos durante a gestagao normal. Os resultados
revelaram que os niveis de PGE; no fluido gengival estdo positivamente
correlacionados com os niveis intra-amnioticos de PGE,. Os autores concluiram
que os niveis de PGE; do fluido gengival podem ser usados para fornecer uma

estimativa indireta dos niveis de PGE, do LA.

Foram quantificados os niveis de PGE; e IL-1B no fluido gengival de
gestantes imediatamente antes ou até trés dias apos o parto, para determinar
se estes mediadores estavam relacionados com o resultado da gravidez. Os niveis
de PGE; no fluido gengival estavam significativamente mais elevados em gestantes
de RNBP quando comparado aos controles. Além disso, dentre as primiparas
que tiveram PPT e RNBP, houve associagao inversa entre peso ao nascimento e
niveis de PGE; no fluido gengival (p=0,023). Esses dados sugerem uma relagao
positiva para a elevagao de PGE; no fluido gengival como um indicador de DP

presente e diminuigdo do peso ao nascimento (Offenbacher et al., 1998b).

Yalcin et al. (2002) avaliaram os efeitos do tratamento periodontal nos indices
clinicos de placa bacteriana (PB), gengival, profundidade de sondagem e nos niveis

de PGE; do fluido gengival de 22 gestantes em seu primeiro, segundo e terceiro
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trimestres de gravidez. Os resultados mostraram que o tratamento periodontal
resultou na melhora dos parametros clinicos. Houve também uma diminuicao
significante dos niveis de PGE; nos segundo e terceiro trimestres apds a
terapia periodontal. Os autores enfatizaram ainda a importéncia do tratamento

periodontal durante a gravidez.

Estudo realizado no Sri-Lanka com a finalidade de avaliar os efeitos da
gravidez no periodonto observou que a agdo dos horménios estrégenos e
progesterona podem exarcebar a resposta imuno-inflamatéria frente a PB,

resultando em gengivite de maior gravidade (Tilakaratne et al., 2000).

Diversos estudos sustentam a associagdo entre a presenca de PC e
prematuridade. A PC pode servir como reservatorio crénico para translocagao
de bactérias e seus produtos, via hematogénica para a unidade feto-placentaria.
E possivel também que as citocinas pré-inflamatérias produzidas pelo periodonto
infectado, através da circulagcao sistémica, alcancem a placenta. A resposta
imuno-inflamatoéria do hospedeiro pode ser o determinante critico de susceptibilidade
e gravidade. A PC parece ser um indicador de susceptibilidade para o PPT

(Offenbacher et al., 1998b).

Dortbudak et al. (2005), observaram que em gestantes com PPT, cerca de
20% apresentavam PC. Nenhuma espécie de microrganismo periodontopatogénico
foi encontrada no LA, contudo gestantes com PC apresentaram niveis de

citocinas pro-inflamatorias e de PGE; elevados.
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Fatores de risco relacionados com a prematuridade apontam a PC com
risco variavel entre 3,5 e 7,9 (Offenbacher et al., 1996; Dasanayake 1998; Jeffcoat

et al., 2001; Lopez et al., 2002a;2002b; Radnai et al., 2004).

Em estudo tipo caso-controle constatou-se que a prevaléncia de DP estava
associada a RNBP. Gestantes de RNBP apresentaram DP em maior gravidade
que aquelas que tiveram RN com peso normal. A DP foi um fator de risco
significativo para RNBP, com proporgdes ajustadas de 7,9 e 7,5 para todos os casos

de RNBP e primiparas com RNBP, respectivamente (Offenbacher et al., 1996).

Dasanayake (1998) avaliou o efeito da saude bucal inadequada das gestantes
no momento do parto sobre o peso do RN e verificou que maes com RNBP
eram reconhecidamente mais baixas, menos educadas, casadas com homens de
classes ocupacionais inferiores, tinham menos areas saudaveis de gengiva e mais
areas com sangramento gengival e calculo dentario, e ganharam menos peso
durante a gravidez. O autor concluiu que a condi¢ao periodontal inadequada é

fator de risco para RNBP.

Jeffcoat et al. (2001) verificaram que gestantes com DP grave ou
generalizada tinham 4,5 a sete vezes mais risco de ter RNBP do que gestantes com
periodonto saudavel. Os dados desta pesquisa mostraram uma associacao entre a

presenca de PC e IG entre 21 e 24 semanas e subsequente nascimento prematuro.

Radnai et al. (2004) concluiram que a PC inicial localizada em gestantes
que apresentavam sangramento gengival maior ou igual a 50% e pelo menos

um sitio dos seis examinados por dente, com profundidade a sondagem
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superior a 4mm (p=0,001), pode ser considerada um fator de risco significativo

para PPT com odds ratio (OR) de 5,46 (95%).

Marin et al. (2005) avaliaram a associacédo entre DP e peso do RN e
concluiram que a DP em gestantes caucasianas com idade superior a 25 anos
estaria associada com a reducéo no peso do RN. Outro estudo considera que a PC

eleva o risco para RNBP em aproximadamente 3,5 vezes (Moliterno et al., 2005).

Foram comparados os perfis microbianos subgengivais de gestantes que
tiveram RNBP. Concluiram que gestantes com PPT e RNBP tiveram niveis
bacterianos médios significativamente mais altos de Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus, Actinobacillus actinomycetemcomitans e Treponema

denticola (Engebretson et al., 2000).

Dasanayake et al. (2001) verificaram que gestantes com niveis mais altos de
IgG especifico para Porphyromonas gingivalis tiveram maiores indices de PPT e
RNBP, e que essa associagcao permaneceu significativa apds ajustes para tabagismo,

idade e niveis de IgG, contra outros patégenos periodontais selecionados e etnia.

Em um importante estudo realizado em gestantes americanas com o intuito de
verificar o efeito do tratamento periodontal sobre a gravidez, ndo foram encontradas
diferencas na condigao periodontal entre gestantes que tiveram ou ndo RNBP. Por
outro lado, as gestantes que tiveram RNBP apresentaram niveis mais elevados de

Bacteroides forsythus e Campylobacter rectus (Mitchell-Lewis et al., 2001).
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Bearfield et al. (2002), com o objetivo de identificar a presenca de bactérias
oriundas da cavidade bucal no LA, coletaram amostras provenientes do LA, da
secrecao vaginal e das membranas da placenta de gestantes com cesareas
eletivas. Os resultados demonstraram positividade no LA para Streptococcus espécies
e Fusobacterium nucleatum, além de Streptococcus espécies e Fusobacterium
nucleatum em material proveniente do conteudo vaginal e LA. Uma significativa
associacgao foi observada entre bactérias universais e Fusobacterium nucleatum
com complicagbes na gestacdo como abortamentos, morte neonatal, PPT e
RPMO. Os autores concluiram que Streptococcus espécies e Fusobacterium

nucleatum podem ter origem oral.

Em modelo animal, infecgbes subcutaneas por Porphyromonas gingivalis
e aplicagao intravenosa de LPS da mesma espécie e da espécie Escherichia
coli elevaram os niveis de PGE; e TNF-a no LA e produziram efeitos deletérios

no desenvolvimento do feto, respectivamente (Collins et al., 1994a; 1994Db).

Alguns estudos de intervengédo tém sugerido que o tratamento periodontal

nao cirurgico durante a gestacgao reduziu as incidéncias de PPT e RNBP.

Mitchell-Lewis et al. (2000) avaliaram o efeito do tratamento periodontal
sobre o nascimento de RNBP. A populacédo foi de 130 gestantes, em que 45
tiveram a condigédo periodontal avaliada durante a gravidez e receberam tratamento
periodontal (raspagem subgengival, alisamento radicular e instrugao de higiene
bucal) e outras 85 gestantes que foram examinadas poés-parto, ndo recebendo
tratamento periodontal antes do parto. A prevaléncia total de RNBP (<2.500g ou

IG <37 semanas) foi 14,6% (19 casos). Os nascimentos prematuros com peso
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abaixo do normal ocorreram em 18,8% das gestantes que ndo receberam
tratamento periodontal (16 casos), mas em apenas 6,7% (trés casos) das
gestantes que receberam terapia periodontal. Esses dados sugeriram que o
tratamento periodontal em gestantes pode substancialmente reduzir o risco de

PPT e RNBP.

Lopez et al. (2002a), investigaram se a manuteng¢do da saude periodontal
das gestantes com |G >28 semanas reduziria o risco de PPT e RNBP. Das 639
gestantes avaliadas, 406 receberam tratamento antes de 28 semanas de gestagéo e
233 depois do parto. Os dados obstétricos e fatores de risco conhecidos foram
obtidos dos registros médicos das pacientes. As incidéncias de PPT e RNBP
foram de 2,5% nas gestantes periodontalmente saudaveis e 8,6% nas gestantes
com DP. Os fatores de risco significativos para PPT e RNBP foram o PPT prévio,
consultas de pré-natal <6 semanas, baixo ganho de peso materno e DP. A DP foi

associada com o PPT e RNBP, independentemente de outros fatores de risco.

Lopez et al. (2002b) selecionaram 400 gestantes com DP, com idades
entre 18 a 35 anos, e designaram de forma aleatéria 200 gestantes para o
grupo experimental (que recebeu tratamento periodontal antes de 28 semanas
de gestagdo) e as outras 200 gestantes para o grupo-controle (que recebeu
tratamento periodontal apds o parto). Das 400 gestantes selecionadas, 49 foram
excluidas do estudo. A incidéncia de RNBP no grupo que recebeu tratamento
periodontal foi 1,84% (3/163) e de 10,11% (19/188) (OR 5,49 I1C:95% 1,65-
18,22, p=0,001) no grupo-controle. A analise de regresséo logistica multivariada

mostrou que a DP estava associada com PPT e RNBP (OR 4,70 1C:95% 1,29-
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17,13). Concluiram que a PC parece ser um fator de risco independente para
RNBP e que o tratamento periodontal reduziu significativamente as taxas de

PPT e RNBP na populagédo de gestantes estudada.

Em estudo intervencional com a participagao de 366 gestantes entre 21 e
25 semanas de gestacao e portadoras de PC foi avaliado se o tratamento
periodontal reduziria a incidéncia de PPT. As gestantes foram divididas
aleatoriamente em trés grupos (Grupo A - profilaxia dentaria mais capsula contendo
placebo; Grupo B - raspagem e alisamento radicular mais capsula contendo
placebo; Grupo C - raspagem e alisamento radicular mais metronidazol 250mg/
quatro vezes por dia, durante uma semana), com estratificacédo para TPP com
menos de 35 semanas e indice de massa corporal < 19,8 ou VB avaliado por
Gram. Cerca de 723 gestantes com PC foram envolvidas neste estudo prospectivo
como grupo de referéncia. As taxas de PPT < 35 semanas foram de 4,9% no Grupo
A, 0,8% no Grupo B, 3,3% no Grupo C, e 6,3% no grupo referéncia. Concluiram que
a raspagem e o alisamento radicular reduziram a incidéncia de PPT naquela
populacdo e que a administragdo de metronidazol 250mg associada a raspagem e
alisamento radicular ndo contribuiu para a reducdo da taxa de prematuridade

(Jeffcoat et al., 2003).

Estudos sobre infecgdes periodontais e prematuridade ndo mostrando

evidéncias de associacao, também tém sido relatados.

Davenport et al. (2002), em um estudo caso-controle, ndo demonstraram

associacao entre PC, PPT e RNBP. O estudo foi conduzido na cidade de
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Londres, em uma populagdo de imigrantes oriunda de Bangladeshi (236 gestantes
que tiveram PPT e RNBP e 507 controles), sugerindo que talvez nem todas as

populagdes com DP tém o risco aumentado para complicagdes na gestacao.

Em estudo prospectivo com 3.738 gestantes realizado entre agosto de 1998
e julho de 2001, na cidade de Londres, foi investigada a possivel associagao
entre DP e prematuridade. Das 3.738 gestantes participantes, cerca de 335 tiveram
complicagbes durante a gravidez. A analise de regressdo logistica apontou que a
etnicidade nao-branca, condicdo socioeconémica desfavoravel, uso de medicacbes
e problemas obstétricos foram significativos para PPT e RNBP, e que a DP nao

estava associada com prematuridade na populagéo estudada (Moore et al., 2004).

Em estudo-piloto com 96 gestantes caucasianas da Islandia foram
investigadas, por meio de exames clinico e microbiolégico, as presencgas de DP,
VB e PPT. Todas as gestantes exibiam boas condigdes de saude e de nivel
socioecondmico. Culturas foram realizadas para identificar microrganismos
periodontopatogénicos (Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella espécies) e microbiota vaginal alterada. Foram observados
que 30% a 54% das gestantes apresentaram culturas positivas para fungos na
cavidade bucal e pelo menos para uma espécie periodontopatogénica. A maioria
das culturas vaginais foi negativa e cerca de 25,8% foram positivas para Candida
espécie. Os autores observaram que 89% das gestantes exibiram pelo menos uma
bolsa periodontal acima dos 4mm de profundidade e que 21% exibiram sete

bolsas acima de 4mm. Apesar disso, nehuma das gestantes teve PPT e VB. Os
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autores concluiram que nao houve associagcdo entre DP e prematuridade

(Holbrook et al., 2004).

Moore et al. (2005), em um estudo caso-controle com 154 gestantes da
cidade de Londres, sendo um grupo composto por 61 gestantes que tiveram
PPT ou RPMO e outro por 93 que tiveram partos a termo (PAT), investigaram a
associacao entre DP e prematuridade. Os autores ndo encontraram qualquer
associagao naquele estudo. Uma possivel explicagao é que a idade, etnicidade
e condi¢ao socioecondmica nao foram significativas entre os grupos, composta

pela maioria de gestantes brancas e de boas condigdes socioeconémicas.

Em estudo transversal com 449 gestantes brasileiras foram avaliados se
RNBP ou RNPB e prematuridade estavam associados com a presencga de DP.
Exame periodontal foi conduzido para identificar a presenca de bolsas periodontais.
Nenhuma associacao foi encontrada entre presenca de bolsas periodontais e
RNBP ou RNBP e prematuridade, ainda que em um sitio com bolsa periodontal
foi associado com prematuridade, mas quando ajustada para fatores de risco

ligados a prematuridade, a associagao desapareceu (Lunaderlli e Peres, 2005).

Marcadores de infeccao e indicadores da quebra de homeostase tém
sido estudados como predigédo para TPP e PPT (Ziegert et al., 1999; Hvilsom et

al., 2002; Fukushima et al., 2005; Vogel et al., 2005a; 2005b).

A proteina-C reativa (PCR) ou proteina de fase aguda € um marcador
sistémico de inflamagcao (Boggess et al., 2005; Malek et al., 2005). A PCR é

originariamente produzida pelos hepatécitos e secretada no plasma sanglineo
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como resultado da atividade de algumas citocinas pro-inflamatérias, como IL-1,

IL-6 e TNF-a (Ebersole e Cappelli, 2000).

A PCR tem especificidade ampla para padrdes moleculares associados aos
patégenos e dependem somente da presencga das citocinas para desempenhar suas
funcdes. A PCR liga-se a certos polissacarideos da parede celular bacteriana com

capacidade para opsonizar e ativar o sistema do complemento (Janeway et al., 2002).

Niveis séricos de PCR podem se elevar substancialmente na presenca de
infecgbes. Na dependéncia da extensdo e gravidade do processo inflamatorio, os
niveis de PCR podem atingir concentragdes de até 100 vezes o normal e manterem-

se elevados durante todo o tempo da infecgédo (Ebersole e Cappelli, 2000).

Em estudo recente foi demonstrado que a placenta humana também produz
e libera PCR na circulagdo materna (Malek et al., 2005), podendo ser detectada

também no liquido amnidtico e na urina fetal (Ghezzi et al., 2002; Raio et al., 2003).

Hoje pouco se sabe sobre os niveis de PCR durante o periodo gestacional
e em gestantes com infec¢do periodontal; entretanto, niveis elevados de PCR no
liquido amnioético, na urina fetal e no soro maternal tém sido associados com
infecgdo intra-uterina (Ghezzi et al., 2002; Raio et al., 2003) e pré-eclampsia (Kumru

et al., 2006), respectivamente, com risco aumentado para TPP e PPT.

Na presenca de PC, os niveis séricos de PCR tém-se mostrado elevados
em individuos de ambos os sexos, principalmente nas formas mais agressivas

de periodontites (Ebersole et al., 1997; Slade et al., 2000; Noack et al., 2001).
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Outro marcador relacionado a processos inflamatérios e/ou desequilibrio
da homeostase tecidual é a proteina de choque térmico (PCT). A associagéo

entre as PCT e resultados adversos na gestagao tem sido motivo de varios estudos.

As PCT (chaperonas) sao proteinas altamente conservadas presentes de
forma constitutiva em todas as células (Wallin et al., 2002). Essas proteinas
possuem um papel importante nos processos fisioldgicos das células. Ligar-se a
outras proteinas e regular sua conformagéao transporta proteinas através dos
canais das membranas ou organelas, disponibiliza os receptores ou atividade de
uma determinada enzima (Sharp et al., 1999), além de conferir protegéo contra a
desnaturagao ou agregacgao (Wallin et al., 2002). As PCT agrupam-se em varias
familias dependentes dos seus pesos moleculares entre 8kDa e 110kDa (Moseley,
2000) e podem associar-se a quadros de estresse celular (isquémico, térmico,
infeccioso) (Van Eden et al., 1998; Giraldo et al., 1999; Petit et al., 1999; Neuer

et al., 2000; Giraldo, 2000).

Sob o ponto de vista imunoldgico, as PCT possuem habilidade para estimular
células de defesa da imunidade inata, especialmente células apresentadoras de
antigeno (Gaston, 2000). Em macréfagos e mondcitos as PCT estimulam a
secrecao de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1, IL-6, TNF-a e Interleucina

12 (IL-12) (Breloer et al., 2001).

Aspectos relacionados a expressao das PCT na decidua e na placenta
durante o curso normal da gravidez ainda sdo pouco conhecidos; mesmo assim é
sabido que a expressao pode influenciar na capacidade reprodutiva de muitas espécies

e € parte essencial na formacéo e no desenvolvimento do feto (Giraldo et al., 1999).

Introdugdo 43



A producao de anticorpos contra PCT 60kDa e 70kDa no soro e nos
tecidos placentarios de gestantes que tiveram PPT tem sugerido que esses
anticorpos poderiam contribuir para indugdo da prematuridade (Ziegert et al.,
1999). A PCT bacteriana de 60kDa é extremamente imunogénica e apresenta
extensa homologia para as PCT humanas, sugerindo a possibilidade de reacao

cruzada (Wallin et al., 2002).

Por outro lado, anticorpos contra PCT 60kDa e 70kDa também foram
observados na presenca de periodontites, mostrando que as PCT estdo implicadas
na patogénese da DP (Ando et al., 1995). As frequéncias de soropositividade e
de anticorpos para PCT de 60kDa humana e homodlogo bacteriano da PCT de
60kDa, a proteina GroEl isolada da espécie bacteriana Porphyromonas gingivalis,
foram significativamente maiores em individuos com periodontites (Tabeta et
al., 2000). In vitro, a proteina GroEl isolada da espécie periodontopatogénica
Actinobacillus actinomycetemcomitans tem se mostrado uma potente mediadora

da reabsorgao 6ssea (Kirby et al., 1995).

Portanto, levando-se em consideragcdo que muitos fatores poderiam estar
na base do desenvolvimento do TPP e PPT e que estes fatores poderiam ter
papel potencializador uns com os outros, desenvolveu-se modelo de trabalho
para identificar a forca da associagao de variaveis sociodemograficas, organicas

(periodontite crénica) e de marcadores biologicos (PCT e PCR) com a prematuridade.

Poucos trabalhos avaliaram esta associagdo em gestantes brasileiras.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar se existe associagao entre periodontite crénica e prematuridade em

um grupo de gestantes brasileiras, identificando seus possiveis fatores associados.

2.2. Objetivos especificos

— Comparar a prevaléncia de periodontite crénica em gestantes com

trabalho de parto pré-termo e a termo;

— Comparar a prevaléncia de periodontite crénica em gestantes com

parto pré-termo e a termo;

— ldentificar possiveis fatores de risco associados ao trabalho de parto

pré-termo e parto pré-termo.
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3. Publicacoes

Artigo 1
“Chronic periodontitis and preterm labor in Brazilian pregnant women — an
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Artigo 2
“Fatores clinicos e bioquimicos associados a prematuridade em gestantes
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Enviado para publicagcao na revista Brazilian Journal of Infectious Diseases

(BJID)
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3.1. Artigo1

Chronic periodontitis and preterm labor in Brazilian pregnant women — an
association to be analysed

Running Title: Chronic periodontitis and preterm labor

Key words: chronic periodontitis; periodontal diseases; preterm labor;
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Abstract

Aim: To investigate the association between chronic periodontitis and prematurity in
Brazilian pregnant women. Materials and Methods: One hundred and twenty
four women were investigated in a cross-sectional study at university hospital,
between December 2003 and May 2005. Sixty eight women had preterm labor
and 56 had term labor. A periodontal examination was carried out to identify the
presence of chronic periodontitis (probing pocket depth, clinical attachment loss,

bleeding on probing, alteration of the gingival color and the presence of dental
plaque). Statistical analysis used Fisher exact test or x? for the discret variables and

Mann-Whitney for the non-parametric variables. Odds ratio (OR) was calculated
with a 95% confidence interval (Cl), to evaluate the relation between chronic
periodontitis and prematurity. Results: Periodontal indicators, such as the clinical
attachment loss and bleeding on probing were more observed in the preterm
labor group (p<0.0001 and p=0.012, respectively). The presence of chronic
periodontitis increased the risk for preterm labor (OR: 4.7, 95% CI: 1.9-11.9),
preterm birth (OR: 4.9, 95% CI: 1.9-12.8) and low birth weight (<2.500g) (OR:
4.2, 95% CI: 1.3-13.3). The pregnant women with preterm labor presented low
levels of schooling (p=0.029) and the lowest number of pre-natal appointments
(p=0.0001) when compared to those with term labor. Conclusion: Chronic
periodontitis is a strongly associated to preterm labor, preterm birth and low birth
weight in Brazilian pregnant women. These data point out the necessity to

investigate regularly chronic periodontitis during the pregnancy.
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Introduction

Prematurity is responsible for 70% of perinatal deaths (Goldenberg et al.
2000) and for approximately 50% of the neurological sequelae of the newborn
(McCormick 1985).

Preterm birth (PTB), defined as the birth which occurs before 37 weeks of
gestation (WHO 1997), is the main cause of low birth weight (<2.500g) (LBW)
and occurs in approximately 10% of pregnancies (Goldenberg et al. 2000) and
which varies depending on the characteristics of the studied population.

Preterm labor (PTL) frequently causes PTB and LBW and has been one of
the main problems associated with perinatal mortality and morbidity particularly in
countries with less development (Lamont & Husslein 2003). In industrialized
countries, the investments in social programs and the advent of new
technologies in neonatal care has contributed significantly to the lowering of
perinatal mortality/morbidity rates in the newborn (Zachariasen & Dennison
1998, Lumley 2003).

The main risk factors for PTL are: previous PTL, chronic intrauterine
infection and non-white ethnicity (Goldenberg et al. 2000). In the depedence of the
studied populations, pregnant women with a history of previous PTL presented a
risk factor of 15% to 80% of having another PTL in future pregnancies (Dizon-
Townson 2001).

In the last decades, the role of infections in the etiology of prematurity has
been widely discussed, providing data that infection is an important risk factor
for PTL (Hillier et al. 1988, Gibbs et al. 1992, Offenbacher 1998, Hill 1998). The

histopathological examination of the fetal membranes (Chellam & Rushton 1985,
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Mueller-Heubach et al. 1990), studied in the amniotic fluid of pregnant women
with intact membranes (Watts 1992) or submitted to a cesarean (Cassell et al.
1993, Hauth et al. 1998, Friese 2003) have shown infections as a factor that
causes PTL particularly in patients who are less than 30 weeks of gestation.

The main microorganisms frequently isolated in pregnant women who
present PTL and intact membranes are: Ureaplasma urealyticum, Fusobacterium
species, Mycoplasma hominis, Gardnerella vaginalis, Streptococcus agalactiae,
Peptostreptococcus species Bacteroides species (Romero & Mazor 1988, Romero
et al. 1989, Hill 1998, Romero et al. 2002, Haram et al. 2003).

The presence of these species among others, colonizing the placentary
tissues, stimulate an immunoinflammatory response; with the migration of
phagocytic cells (neutrophils and macrophages); and the production of cytokines
(Gibbs et al. 1992, Friese 2003).

High levels of pro-inflammatory cytokines such as: Interleukin-1a and 113
(IL.-1a,B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) and Tumor Necrosis Factor-a
(TNF-a) and synthesis of the prostaglandin E> (PGE2) have been related to the
onset of uterine contractions, cervical dilatation and maturing of the uterine
cervix in pregnant women presenting intrauterine infection and PTL (Hillier et al.
1988, Winkler 2003).

An increase in the levels of IL-1q,8, IL-6, IL-8, and TNF-a associated to
ovular membranes, without any local sign of infection (Winkler 2003) suggest

the presence of infection in extragenital sites.
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More attention has been given recently to periodontal infections, specially
chronic periodontitis (CP) (Hill 1998, Dasanayake 1998, Jeffcoat et al. 2001,
Radnai et al. 2004, Marin et al. 2005).

CP is a periodontal infection with multi-factorial characteristics (Armitage
2002, Nunn 2003). It is mainly caused by Gram-negative microorganisms and can
progressively lead to a inflammatory destruction of the periodontal attachment
apparatus. This is also linked with factors that are common in prematurity such
as: age, unfavorable socio-economical and cultural conditions, smoking and
diabetes (Ezzo & Cutler 2003, Dixon et al. 2004).

In periodontium, the Gram-negative microorganisms release lipopolysaccaharide
(LPS) that can stimulate the synthesis of PGE; and pro-inflammatory cytokines
(IL-1a,B8, IL-6, IL-8, and TNF-a) which are involved in extracellular matrix
degradation and bone resorption (Greenstein 2000, Taylor et al. 2004).

Studies in different populations sustain the association between the
presence of CP and prematurity. Multivariate logistic regression models point
towards a variable risk between 3.5 and 7.9 (Offenbacher et al. 1996, Dasanayake
1998, Jeffcoat et al. 2001, Lopes et al. 2002a, Radnai et al. 2004). Other studies
however, have not presented such evidence (Davenport et al. 2002, Holbrook et
al. 2004, Moore et al. 2004, Moore et al. 2005).

Some interventional studies have suggested that non-surgical periodontal
treatment during pregnancy reduces the incidence of prematurity (Lopez et al.
2002b, Jeffcoat et al. 2003).

It is still not clear how the microorganisms that are rich in LPS can cause

sufficient immunoinflammatory response that can compromise pregnancy.
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It is possible that some of the bacterial species presents in the periodontal
infection can colonise the placentary tissues by means of the blood stream (Hill
1998, Bearfield et al. 2002) or even that the production of pro-inflammatory
cytokines and PGE, can reach elevated levels in the maternal serum and
stimulate premature uterine contractions (Offenbacher et al. 1996, Offenbacher
1998, Dértbudak et al. 2005).

In an animal model, peridontal infections due to Porphyromonas
gingivalis, increased the levels of PGE; in the amniotic fluid and interfered in the
development of the fetus (Collins et al. 1994a,b).

Therefore, the aim of this study was to investigate the association between
chronic periodontitis and preterm labor, preterm birth with or without premature
rupture of the ovular membranes and low birth weight in Brazilian pregnant

women, due to a limited number of studies in South American populations.

Materials and Methods

One hundred twenty four pregnant women, 15 to 40 years of age, were
enrolled to check the presence of PC in a cross-sectional study, between
December 2003 and May 2005. Sixty eight women who had PTL and another 56
who had term labor (TL) were seen at university hospital in State of Sdo Paulo,
Brazil. The study was approved by the Medical Ethics Committee.

PTL was confirmed based on gestational age (GA) < 37 weeks, presence
of uterine contractions with frequency = 2/10 minutes, cervical dilatation greater

than 2cm and 80% cervical shortening (Herron et al. 1982).

54 Publicagdes



Pregnant women with a history of hypertension; diabetes; miscarriages;
infections, particularly in the genitourinary tract; AIDS; sexually transmitted
diseases, obstetric pathologies, smoking, alcoholism, use of chemotherapy and
periodontal treament during pregnancy were excluded.

The pregnant women who spontaneously agreed to colloborate with this study
were informed about the procedures and signed the informed term of consent freely.

Sociodemographics and obstetrics data (age, ethnicity, marital status,
level of schooling, number of pre-natal appointments, number of gestations, parity)
were taken. The GA was obtained based on the date of last menstrual occurrence
and by Capurro’s Method (Capurro et al. 1978). In the case of discrepancies
among the evaluations, Capurro’s Method prevailed.

In 20 cases, PTL was inhibited, reaching an evolution of = 37 weeks.

The LBW and the integrity or premature rupture of the ovular membranes
(PROM) were also observed.

All the periodontal examination to identify the presence of CP, were
carried out under appropriate conditions by the same investigator, while the
patients remaneid in the hospital after delivery.

All the teeth were evaluated, except the third molars. Measurement by
probing pocket depth (PPD), the distance in millimeters between the gingival margin
and the base of the periodontal pocket, clinical attachment loss (CAL), the
distance in millimeters between the cementoenamel junction and the base of the
pocket, bleeding on probing (BOP), presence of dental plaque (DP) were evaluated

with a Goldman-Fox-Williams periodontal probe (™Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).
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PPD and CAL were performed at 6 sites per tooth (midbuccal, mesiobuccal,
distobuccal, midlingual, mesiolingual and distolingual). BOP was performed at
the same 6 sites.

The presence of visible DP was performed at the cervical surface of each
tooth. On the buccal and lingual surface a periodontal probe was placed along
the dental cervical. A piece of dental floss was introduced in the interdental
surfaces to check the presence of DP. The evaluation of gingival color (GC) was
performed at the same 4 dental surfaces.

CP was positive when at least one of the 6 sites presented CAL with BOP.

The severity of CP was classified as: early (CAL <3mm), moderate (CAL
>3mm and <5m), severe (CAL =5mm) and the extension in: localized (CAL <30%
examined sites) and generalized (CAL >30% examined sites) (Armitage 1999).

All the pregnant women received a toothbrush and dental floss kit and

sent periodontal treatment if it was necessary.
Statistical analysis used Fisher exact test and x? for the discret variables and

Mann-Whitney for the analysis of the non-parametric variables. Odds ratio was
calculated with a confidence interval of 95%, so as to evaluate the relation between
CP, PTL, PROM, PTB and LBW. Level of significance was 5%. The data were

analyzed using the SAS 8.2 statistical program ("™MSAS Institute, Cary, NC, USA).

Results
The mean age of the pregnant women with PTL and TL were 24.65 + 5.73

years and 22.63 + 5.28 years, respectively (p=0.035). The level of schooling was

56 Publicagdes



also different between the two pregnant women groups (p=0.029). There was no
significant difference between the two groups of women related to ethnicity,
marital status (Table 1), parity and number of gestation (Table 2).

Pregnant women who presented PTL had significant less pre-natal
appointments than pregnant women with TL (6.40 + 3.53 versus 8.13 + 2.70 /
p=0.0001). The mean weight (g) newborn in the pregnant women who
presented PTL was 2.379.53 + 566.83 and there was significant difference when
compared to the newborn in pregnant women who presented TL which was
3203.21 + 418.26 (p<0.0001) (Table 2).

The ratio of PPD, CAL, DP, BOP and GC were greater in pregnant
women group with PTL. Statistical significant differences were observed only to
CAL (1.00 £ 0.92 versus 0.42 + 0.73, p<0.0001) and to BOP (54.61 + 30.76
versus 41.48 £ 31.81, p=0.012) (Table 3).

CP was significantly more found in the pregnant group with PTL than the
TL group (p<0.0001). In terms of the severity and extension of CP, 32 of the 42
pregnant women with PTL presented early CP (76.20%), in 13 were localized
form and 19 generalized form. In 8 pregnant women the CP was moderate
(19.00%), in 7 it was localized and 1 generalized and in 2 pregnant women with
severe CP (4.80%) it was only found in the generalized form.

Thirteen out of 15 pregnant women with TL presented early CP (86.67%),
it was localized 7 cases, generalized in 6 cases and moderate plus generalized
in 2 cases (13,33%).

The multivariate regression analysis adjusted for age (<18 years and >34

years), number of gestations (nulliparous), level of schooling (elementary school),
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ethnicity (non-white), marital status (single) and number of pre-natal appointments
showed that women with CP had 4.7 times more chance for PTL. A strong
association was also observed between CP, PTB and LBW. Adjusted multivariate
regression analysis also increased the chances of PTB and LBW, 4.9 times and

4.2 times, respectively (Table 4).

Discussion

This study demonstrated that the presence of CP, during pregnancy was
associated with a significant risk for PTL (OR: 4.7, 95% CI: 1.9-11.9), PTB (OR:
4.9, 95% CI: 1.9-12.8) and LBW (OR: 4.2, 95% CI: 1.3-13.3) in Brazilian
pregnant women.

These results confirmed various international studies made with differents
populations that showed associations between CP, PTB and LBW (Offenbacher
et al. 1996, Dasanayake 1998, Jeffcoat et al. 2001, Lopes et al. 2002a, Radnai
et al. 2004, Marin et al. 2005, Moliterno et al. 2005).

Furthermore, it demonstrated that the early CP could be an important risk
factor to be considered. In a control-case study with 85 pregnant women,
Radnai et al. (2004) also showed that the early CP (bleeding = 50% and at least
in 1 site =2 4mm PPD, p=0.001) is a significant risk factor for preterm birth (OR:
5.46, 95% CI: 1.72-17.32) defined by authors as a pregnant women who had a
threatening premature labor, PROM, or PTL, and/or LBW.

Studies not showing the associations between presence, severity of CP
and adverse outcome in pregnancy, had also been observed (Davenport et al.

2002, Holbrook et al. 2004, Moore et al. 2004, Moore et al. 2005).
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A possible explanation for this variability could be the population sample size,
different study designs and exposition to various risk factors in different populations.

Comparison between studies about periodontal diseases is normally difficult,
due to fact that different authors adopt different methodologies to classify CP.

In this study, the criterion used to identify the presence of CP was to
measure CAL in 6 sites per tooth. CAL around the teeth is a parameter
frequently used in studies and reflects the accumulative history of the disease,
but that many times does not represent a site with an activity phase (Radnai et
al. 2004). Hence, the presence of CP was established when a CAL site was
associated with BOP, independent of CAL sites number with BOP.

BOP and the presence of periodontal pockets shows themselves to be
important factors associated to adverse pregnancy outcomes. The presence of
periodontal pockets forms potential reservoirs for microorganisms. In exposed
areas without gingival epithelium, the gingival bleeding facilitate the entrance of
microorganisms especially the rich LPS ones (Offenbacher et al. 1996,
Offenbacher 1998, Radnai et al. 2004).

Using culture and molecular biology techniques (polimerase chain reaction)
the presence of Streptococcus species and Fusobacterium nucleatum was
investigated in the amniotic fluid. The results indicated the presence of these oral
species in the amniotic fluid in complicated pregnancies (Bearfield et al. 2002).

In this study, the PTL group showed a more unfavorable periodontal
condition with a greater number of cases in moderate, severe CP and mainly

early CP in a generalized form.
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A despite of diferences between PTL e TL groups (p<0.0001) this study also
revealed that most pregnant women needed a periodontal treatment. Ferris (1993)
reported that during gestation physiologic changes (estrogens and progesterone
levels) and behaviour, associated with a pour oral hygiene have been observed.

A inadequate DP control was observed in the Brazilian pregnant sample
in both groups (Table 3). Possibles explanations are the low level of schooling,
anxiety and/or worries with the pregnancies more than with herselves.

The sociodemographics data showed that age (p=0.035) and level of
schooling (p=0.029) were significant between PTL and TL groups. The age (<18
years and >34 years) and level of schooling are considered a important risk factors to
prematurity. The adjusted multivariate regression analyses carry out to verify
possibles interations and influences from age and schooling in prematurity.

On the other hand, no association was observed in relation to PROM. One
possible explanation for this finding is the very rigid exclusion criteria, where
pregnant women with a diagnosis of infection, especially in the genitourinary
tract, do not participate in this study, although the etiology of PROM is multi-
factorial and appears as a results of the altered collagen structure, diminished
synthesis, acceleration of the degrading mechanism apart from the presence of
infection and the immunoinflammatory response (Aagaard-Tillery et al. 2005).

Few researches have been carried out on CP and prematurity in South
American pregnant women. An interventional trial from Chile showed lower
indices of PTB and LBW (1.84% versus 10.11%, OR: 5.49 95% CI: 1.65-18.22)
in pregnant women with CP submitted to periodontal treatment before 28 weeks

of gestations (Lopez et al. 2002b).
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In researches with Brazilian pregnant women participation, a significant
risk of LBW was observed (OR=3.48, 95% IC 1.17-10.36) (Moliterno et al.
2005) in one of them. In the other, CP was associated to LBW, only in pregnant
white women who were over 25 years of age (Marin et al. 2005).

In a third study no association between the presence of periodontal
pockets and prematurity was found (Lunardelli & Peres 2005). It is noteworthy
that there was no information whether or not; there was some statistical relation
with PTL in these studies.

In conclusion, chronic periodontitis is a strongly associated to preterm labor,
preterm birth and low birth weight. However, prospective and interventional
studies in Brazilian pregnant women could be necessary to understand the

physiopathogenesis of this association.
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Table 1. Sociodemographics characteristics of the pregnant women with preterm

labor and term labor (n=124)

PTL (68) TL (56) p-value
Age (mean = SD)* 2465+ 5.73 22.63+5.28 0.035*
Ethnicity n(%)
White 44 64.70 30 53.60
0.208***
Non-White 24 35.30 26 46.40
Marital Status n (%)
Married 59 86.80 42 75,00
0.093***
Single / Divorced 9 13,20 14 25,00
Schooling n (%)
Elementary School 40 58.80 22 39.30
Secundary School / Superior 27 39.70 34 60.70 0.029****
No Schooling 1 1.50 0 0

*Mean values (standard deviation)

**Mann-Whitney test

w2 test

****Fisher’s exact test PTL — Preterm labor TL — Term labor
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Table 2. Clinical and obstetric characteristics related to pregnant women with

preterm and term labor (n=124)

PTL (68) TL (56) value
Mean % SD* Mean % SD* P

Gestational age (weeks) 32.99 + 3.16 38.98 + 1.93 < 0.0001**
Number of pre-natal 6.40 £ 3.53%** 8.13£2.70 0.0001**
appointments (n)
CAPURRO (weeks) 35.29 £ 2.46 39.30+1.22 < 0.0001**
Weight of newborn (g) 2379.53 + 566.83 3203.21 + 418.96 < 0.0001™***
Number of gestations (n) 2.07 £1.42 1.82+1.16 0.412**
Parity (n) 1.82+1.29 1.54 +1.09 0.278**
*Mean values (standard deviation) **Mann-Whitney test ***Student T test
****5 cases ignored
PTL — Preterm labor TL —Term labor

Publicagées 69



Table 3. Periodontal indicators related to pregnant women with preterm and

term labor (n=124)

PTL (68) TL (56) .
Mean + SD* Mean + SD* p-value

Clinical attachment level (mm) 1.00 £ 0.94 0.42+0.73 < 0.0001
Probing pocket depth(mm) 1.33+£0.29 1.27 £0.27 0.090
Dental plaque (%) 77.84 £ 25.88 70.58 £ 30.12 0.199
Altered gingival color (%) 53.14 £ 32.24 44.03 £ 34.52 0.097
Bleeding on probing (%) 54.61 + 30.76 41.48 + 31.81 0.012

*Mean values (standard deviation)
PTL — Preterm labor

**Mann-Whitney test
TL — Term labor
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Table 4. Distribution of pregnant women with preterm labor, premature rupture

of the ovular membranes, preterm birth and low birth weight, based on

the presence or not of chronic periodontitis and odds ratio with a 95%

confidence interval (95% CI) (n=124)

n=124

Chronic periodontitis

Yes

No

OR (95% Cl)

Adjusted*
n (%) n (%)
Preterm labor
Yes 68 42 (61.80) 26 (38.20)
4.7 (1.9-11.9)
No 56 15 (26.80) 41 (73.20)
Premature rupture of the
ovular membranes
Yes 62 29 (46.80) 33 (53.20)
1.0 (0.4-2.3)
No 62 28 (45.20) 34 (54.80)
Birth
Preterm 48 31 (64.60) 17 (35.40)
4.9 (1.9-12.8)
Term 76 26 (34.20) 50 (65.80)
Newborn
<2.500g 40 23 (57.50) 17 (42.50)
4.2 (1.3-13.3
=22.500g 84 34 (40.50) 50 (59.50) ( )

*Adjusted for age (<18 years and >34 years), number of gestations (nulliparous), schooling
(elementary), ethnicity (non-white), marital status (single) and number of pre-natal appointments

PTL — Preterm labor  TL — Term labor
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Sumario

Objetivo: Investigar fatores sociodemograficos, obstétricos, periodontais e
bioguimicos associados a prematuridade em um grupo de gestantes brasileiras.
Sujeitos e Métodos: Foram avaliadas 118 gestantes em estudo de corte
transversal, onde 64 casos entraram em trabalho de parto pré-termo (TPP) e outras
54 em trabalho de parto a termo (TPT). Dentre os casos em TPP, apenas 44
resultaram em parto pré-termo (PPT), tendo os restantes 20 casos evoluido
para parto a termo (PAT). Realizou-se anamnese, exame ginecoldgico e coleta
de 5ml de sangue periférico por ocasido da internagdo das pacientes, para
identificacdo e quantificacdo de Proteina-C Reativa (PCR) e Proteinas de Choque
Térmico (PCT) de 60KDa. A PCR e PCT 60kDa foram analisadas por técnica de
nefelometria e de ELISA respectivamente. Exame periodontal foi realizado no
primeiro dia de puerpério, sob condigdes apropriadas. O diagndstico da PC foi
estabelecido analisando-se a profundidade a sondagem, perda de inser¢ao clinica,
sangramento gengival, placa bacteriana e cor gengival. A analise estatistica
estabeleceu as razdes de chance para as variaveis e estudo de regresséao logistica
multivariada tipo stepwise identificou fatores associados ao TPP e ao PPT.
Resultados: Identificou-se respectivamente 60,9% e 63,6% casos com PC no
grupo de gestantes em TPP e PPT e apenas 27,8% e 35,1% no grupo com TPT e
PAT. O TPP esteve fortemente associado com PC (OR=5,1 1C:95% 2,1-12,5),
etnia branca (OR=2,6 IC:95% 1,0-6,4) e numero de consultas no pré-natal menor
que seis (OR=6,5 1C:95% 2,3-18,2). Da mesma forma o PPT também esteve
associado com as mesmas variaveis. Nao encontrou-se associagoes significativas

para idade, paridade, escolaridade, estado civil, PCR = 0,5mg/dL e PCT 60kDa

74 Publicagdes



=3,125ng/mL, neste contingente de gestantes brasileiras. Conclusao: A periodontite
crénica pode ser um importante fator a ser considerado nos casos de prematuridade,

em determinados grupos de gestantes brasileiras.

Palavras-Chave: Periodontite crénica; proteina-C reativa; proteina de choque

térmico de 60kDa; trabalho de parto pré-termo; parto pré-termo; fatores de risco
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INTRODUGAO

Nos dias atuais, a prematuridade ainda é responsavel pér 70% da
mortalidade neonatal e por aproximadamente metade dos disturbios neurolégicos
a longo prazo nos recém-nascidos vivos [1,2].

Classicamente, os principais fatores de risco envolvidos com trabalho de
parto pré-termo (TPP) sao: TPP prévio, infecgdo intra-uterina cronica e etnia
negra [2,3,4,5]. Dependendo das populagbes estudadas, a historia de TPP prévio
pode incrementar o risco entre 15 e 80% de ter outro parto pré-termo (PPT) em
gestagdes subsequentes [6]. Apesar disto, grande parte das causas envolvidas
com a prematuridade, ainda permanecem obscuras [1,7].

Muitas pesquisas tém sido realizadas no intuito de investigar o papel das
infeccdes na etiologia do TPP e PPT. Recentemente, investigagdes tém mostrado
também, associagdo com a periodontite crénica (PC) [8,9,10,11].

A PC é uma infeccdo causada pdr bactérias Gram-negativas que
comprometem as estruturas de suporte dos dentes. O mecanismo pelo qual
essas bactérias poderiam causar uma resposta imuno-inflamatoria suficiente
para comprometer a gestagcdo ainda nao esta elucidado. Acredita-se que os
microorganismos possam colonizar os tecidos placentarios via corrente sanglinea
[12,13] ou estimular a produgao de citocinas pré-inflamatorias e prostaglandina
E, (PGE;) em nivel capaz de estimular contragdes uterinas prematuras [8,14].

A detecgdo de marcadores de processos inflamatérios, como a proteina-
C reativa (PCR) e a proteina de choque térmico (PCT) de 60kDa, pode indicar
um desequilibrio na homeostase orgéanica do individuo e talvez expliquem o por

qué da associagao com o TPP e PPT [15,16,17,18,19].
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A PCR é um importante marcador sistémico de inflamacado [20,21].
Originariamente, a PCR ¢é produzida pelos hepatdcitos e secretada no plasma
sanglineo como resultado da atividade de algumas citocinas pré-inflamatorias
tais como: Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral
- alfa (TNF-a) [22].

A PCR liga-se a certos polissacarideos da parede celular bacteriana com
capacidade para opsonizar e ativar o sistema do complemento [23], tendo
especificidade ampla para padrbes moleculares associados aos patogenos e
dependem somente da presenga das citocinas para desempenhar suas fungodes.

A PCR pode se elevar substancialmente na presenga de infecgdes. Na
dependéncia da extenséo e gravidade do processo inflamatério, os niveis de
PCR podem atingir concentragdes de até 100 vezes o normal e se manterem
elevados durante todo o tempo de infecg¢ao [22].

Em estudo recente, foi demonstrado que a placenta humana também
produz e libera PCR na circulagdo materna [20] podendo ser detectada também
no liquido amniético e na urina fetal [24,25].

Hoje, pouco se sabe sobre os niveis de PCR durante o periodo gestacional e
em gestantes com infecgdo periodontal, entretanto, niveis elevados de PCR no
liquido amniético, na urina fetal e no soro maternal tém sido associados com
infeccao intra-uterina [24,25] e pré-eclampsia [26], respectivamente; elevando o
risco para TPP e PPT.

Na presenca de PC, os niveis séricos de PCR tém-se mostrado elevados
em individuos de ambos os sexos, principalmente nas formas mais agressivas

de periodontites [27,28,29].
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Outro marcador relacionado a processos inflamatérios e/ou desequilibrio
da homeostase tecidual € a proteina de choque térmico (PCT). A associagéo
entre as PCT e resultados adversos na gestacdo tem sido motivo de varios
estudos.

As PCT (chaperonas) estao presentes de forma constitutiva em todas as
células [30]. Essas proteinas possuem um papel importante nos processos
fisiologicos das células. Ligar-se a outras proteinas e regular sua conformacéo,
transporta proteinas através dos canais das membranas ou organelas, disponibiliza
os receptores ou atividade de uma determinada enzima [31], além de conferir
protecdo contra a desnaturacdo ou agregacgao [30]. As PCT agrupam-se em
varias familias dependentes dos seus pesos moleculares entre 8kDa e 110 kDa
[32] e pode associar-se a quadros de estresse celular (isquémico, térmico,
infeccioso) [33,34,35,36].

Sob o ponto de vista imunolégico, as PCT possuem habilidade para
estimular células de defesa da imunidade inata, especialmente células
apresentadoras de antigeno [37]. Em macréfagos e mondcitos as PCT estimulam
a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias tais como: IL-1, IL-6, TNF-a e
Interleucina 12 (IL-12) [38].

Aspectos relacionados a expressao das PCT na decidua e na placenta
durante o curso normal da gravidez ainda sdo pouco conhecidos, mesmo assim
€ sabido que a expressao pode influenciar na capacidade reprodutiva de muitas
espécies e é parte essencial na formagao e no desenvolvimento do feto [36].

A producado de anticorpos contra PCT 60kDa e 70kDa no soro e nos

tecidos placentarios de gestantes que tiveram PPT tem sugerido que esses
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anticorpos poderiam contribuir para inducdo da prematuridade [18]. A PCT
bacteriana de 60kDa é extremamente imunogénicas e apresenta extensa homologia
para a PCT 60kDa humana sugerindo a possibilidade de reagéo cruzada [30].

Por outro lado, anticorpos contra PCT 60kDa e 70kDa também foram
observados na presenga de periodontites, mostrando que as PCT estédo
implicadas na patogénese da doenga periodontal [39]. A frequéncia de
soropositividade e de anticorpos para PCT de 60kDa humana e homodlogo
bacteriano da PCT de 60kDa, a proteina GroEl isolada da espécie bacteriana
Porphyromonas gingivalis, foi significativamente maior em individuos com
periodontites [40].

Portanto, levando-se em consideracdo que muitos fatores poderiam estar
na base do desenvolvimento do TPP e PPT e que estes fatores poderiam ter
papel potencializador uns com os outros, desenvolveu-se modelo de trabalho
para identificar a forca da associagdo de variaveis sociodemogréficas,
organicas (periodontite cronica) e de marcadores biolégicos (PCT e PCR) com
o TPP e PPT por meio de analise de regressao logistica multivariada em um

grupo de gestantes brasileiras.

SUJEITOS E METODOS

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal, no qual foram
incluidas 118 gestantes, sendo 64 com TPP (idade gestacional — IG <37
semanas) e outras 54 em trabalho de parto a termo (TPT) (IG 237 semanas),
com idades entre 15 e 40 anos, que procuraram atendimento obstétrico no

Hospital do Centro de Atencédo Integral a Saude da Mulher (CAISM) da
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Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) entre dezembro de 2003 e maio
de 2005. Dessas gestantes, 44 evoluiram para PPT e outras 74 para parto a
termo (PAT), uma vez que houve inibicdo do TPP em 20 casos que acabaram
evoluindo para PAT. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

O TPP foi confirmado de acordo com a idade gestacional (IG) < 37
semanas, presenca de contragdes uterinas com frequéncia maior ou igual 2/10
minutos, dilatagcao cervical maior que 2cm e esvaecimento cervical de 80% [41].

Foram excluidas do estudo as gestantes com historia de hipertenséo,
diabetes, gemelaridade, infecgdes evidentes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), doengas sexualmente transmissiveis, patologias obstétricas, tabagismo,
alcoolismo, uso de quimioterapicos e tratamento periodontal durante a gestacao.

Questionario com dados sociodemograficos e obstétricos das gestantes
(idade, etnia, estado civil, grau de escolaridade, paridade, consultas no pré-
natal [42], numero de gestagdes) foi aplicado na internagdo. Coletou-se 5mL de
sangue periférico que foi processado em camara de fluxo laminar, congelado a -
20°C para posterior mensuracédo da PCR e da PCT de 60kDa.

A mensuracao da PCR no soro foi efetuada por método nefelométrico
(nefeldbmetro BN2) utilizando kits comerciais (N High CRP sensitivity; Dade
Behring, Marburg - Germany) e de acordo com normas do fabricante. Todas as
amostras foram testadas em duplicata e o dispositivo foi calibrado para alcancar
niveis de sensibilidade de 0,02 mg/dl. Os valores de PCR = 0,5mg/dL foram

considerados para indicar a presenca de processos inflamatorios e infecciosos [43].
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Os niveis séricos da PCT de 60kDa foram detectados por técnica de
ELISA (StressGen Biotechnologies Corp. do Canada) de acordo com normas do
fabricante. O limite inferior de sensibilidade foi 3,125ng/mL.

Dados dos recém-nascidos como peso e |G pelo Capurro [44] foram
obtidos apds o parto.

O exame periodontal sob condicbes apropriadas foi realizado pelo
pesquisador durante o puerpério. Todos os dentes foram avaliados, exceto os dentes

terceiros molares, em virtude da auséncia dos mesmos em algumas pacientes.

O diagnéstico da PC

O diagnéstico da PC foi estabelecido analisando-se a profundidade de
bolsas a sondagem (PBS), a perda de insergao clinica (PIC), sangramento
gengival a sondagem (SGS), presenga de placa bacteriana (PB) e cor gengival
alterada (CGA), com o auxilio de uma sonda periodontal de Goldman-Fox-
Williams (™Hu-Friedy — EUA). A presenca de PC foi positiva quando pelo
menos um dos 6 sitios apresentava PIC com SGS.

Todas as gestantes receberam um kit para higiene bucal (escova e fio
dentario) e encaminhadas para realizarem o tratamento periodontal se necessario.

A andlise estatistica de regressado logistica multivariada (stepwise) foi
aplicada para identificar os fatores associados ao TPP, PPT e possiveis
interferéncias. A razao de chances (Odds Ratio) foi calculada com intervalo de

confianca (95%).
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RESULTADOS

A média das idades das gestantes que entraram em TPP e das
gestantes com TPT foi 24,4 (+ 5,4) anos e 22,6 (+ 5,3) anos de idade,
respectivamente. Ja a média das idades das gestantes que tiveram PPT (n=44)
e das gestantes com PAT (n=74) foi 24,2 (+ 5,4) anos e 23,2 (+ 5,5) anos de
idade, respectivamente. Nao houve diferencas significativas entre os grupos de
gestantes com TPP e TPT e entre os grupos com PPT e PAT em relagdo a
idade, etnia, estado civil, paridade e numero de gestagdes.

O nivel de escolaridade (38 / 59,4% versus 21 / 38,9% p=0,0416), o
numero de consultas no pré-natal (6,5+3,6 versus 8,2+2,7 p=0,0053) e a média
dos pesos em gramas dos recém-nascidos (2389,31568,2 versus 3181,5+409,4
p<0,0001) foram significativos entre as gestantes com TPP e TPT enquanto que
no grupo das gestantes com PPT e PAT apenas o numero de consultas no preé-
natal (6,3+3,5 versus 7,9+3,1 p=0,0096) e a média dos pesos dos recém-
nascidos (2162,2+477,0 versus 3102,4+428,8 p<0,0001) foram significativos. As
gestantes que tiveram TPP apresentaram menor nivel de escolaridade, numero
menor de consultas no pré-natal e média de peso dos recém-nascidos inferior
em relagéo as que tiveram TPT (Tabela 1).

O exame periodontal mostrou que as médias dos sitios com perda de
insercao clinica (PIC), da profundidade das bolsas a sondagem (PBS), placa
bacteriana (PB), presenga de sangramento gengival a sondagem (SGS) e cor
gengival alterada (CGA) foram maiores no grupo de gestantes com TPP e PPT

(Tabela 2). A incidéncia de PC foi maior no grupo das gestantes com TPP
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(p=0,0003) e PPT (p=0,0027) e tiveram diferengas significativas em relagéo aos
grupos de gestantes com TPT e PAT, respectivamente (Tabelas 3 e 4).

A anadlise de regressado logistica multivariada aplicada aos grupos de
gestantes com TPP e TPT, mediante selecao de variaveis - stepwise, observou-
se associacao entre TPP e a presenca de PC (OR=5,1 1C:95% 2,1-12,5), etnia
(OR=2,6 1C:95%1,0-6,4) e numero de consultas de pré-natal (OR=6,5 1C:95%
2,3-18,2) (Tabela 3). Da mesma forma, quando aplicadas aos dois grupos de
gestantes com PPT e PAT, observou-se associagao entre PPT e a presenca de
PC (OR=4,1 IC:95% 1,7-9,9), etnia (OR=3,2 IC:95% 1,2-8,4) e numero de
consultas de pré-natal (OR=3,7 1C:95%1,5-9,2) (Tabela 4).

Para as demais variaveis (idade, paridade, escolaridade, estado civil, PCR
= 0,5mg/dL e PCT 60kDa = 3,125ng/mL), a analise da regressao logistica
multivariada aplicada aos grupos de gestantes com TPP e TPA e aos grupos

PPT e PAT nao apresentou tal associagéo (Tabelas 3 e 4).

DISCUSSAO

Diversas estratégias tém sido propostas para reduzir espontaneamente a
incidéncia do PPT e consequentemente de recém-nascidos com baixo peso.
Identificar fatores de risco durante o pré-natal tem contribuido para minimizar as
complicagdes decorrentes da gestagdo com resultados adversos.

Apesar das infecgdes periodontais terem sido associadas com a
prematuridade e serem um fator de risco importante para predizer o TPP e PPT
esta questdo ainda nio esta totalmente resolvida, uma vez que alguns trabalhos

nao conseguiram achar tal associagdo. Destaque-se ainda que alguns autores
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evidenciaram as questdes étnicas como algo importante a ser considerado para
identificacao das causas de prematuridade [2,3,4,5]. Neste estudo, a maior parte das
gestantes apresentou condigdo periodontal ruim (Tabela 2), e mostrou-se muito
mais evidente nas gestantes que tiveram TPP (OR=3,8 IC:95% 1,7-8,3 p=0,0003) e
no grupo PPT (OR ajustado=3,2 IC:95% 1,4-7,1 p=0,0027) que nos grupos de
gestantes a termo, mostrando que esta associagédo € muito expressiva também
em um grupo de gestantes brasileiras (Tabelas 3 e 4).

Este estudo corrobora com outros realizados em diferentes populagdes
que sustentam a associacdo entre PC e prematuridade, no qual modelos de
regressdo ajustados apontaram risco entre 3,5 e 7,9 [9,10,11,14] e os seus
resultados enfatizam a importancia da orientacdo e motivacdo para um
adequado controle de placa bacteriana em mulheres que planejam engravidar e
em gestantes, entretanto se a infec¢ao periodontal é diagnosticada antes ou em
algum momento da gestacao, a doencga deve ser eliminada.

Mesmo sabendo das limitagdes deste estudo que ndo nos permite extrapolar
os dados para todas as gestantes brasileiras, encontraram-se dados interessantes
que ainda ndo haviam sido publicados. Nao existe clareza de como é a
fisiopatogénese do TPP ligado a PC, deixando em aberto o fato de saber se a
PC é a causa ou simplesmente um marcador do TPP e PPT.

O achado de um biomarcador ligado ao TPP e a PC poderia esclarecer ou
sugerir o mecanismo de fisiopatogénese. A PCR e/ou a PCT de 60kDa poderiam
ser um destes marcadores, uma vez que estdo intimamente ligados as
infeccoes. Mesmo assim, como sabemos, elas representam um grupo enorme

de diferentes proteinas e muitas combinag¢des deveriam ser investigadas.
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No presente estudo, nés comparamos o0s niveis séricos da PCR em
gestantes com TPP e TPT e que tiveram PPT e PAT. Os niveis séricos médios
da PCR = 0,5mg/dL foram maiores entre as gestantes com complicagdes
durante gestacdo, porém nao foram significativos quando comparadas com as
gestantes com TPP e TPT, e significativos quando comparadas com as
gestantes com PPT e PAT. Talvez o desenho do estudo e as inumeras
condi¢cbes de exclusdo tenham limitado o tamanho da amostra e dificultado o
achado de diferengas mais expressivas.

Em estudo para avaliar se infecgbes periodontais contribuem para elevar
0os niveis séricos de PCR e risco para doenga cardiovascular, os autores
observaram um aumento significativo nos niveis séricos de PCR em individuos
com doenga periodontal (p=0,0360) ajustados para fatores de risco associados
com niveis elevados de PCR, sendo que uma correlagao positiva foi encontrada
nos individuos com perda acentuada nos niveis de insergéo (3,79 £ 0,86mm) e
niveis séricos de PCR elevados [29]. Neste estudo, a perda média no nivel de
insercao foi muito semelhante nos dois grupos de mulheres, sendo 1,0 £ 0,9mm
para as gestantes com TPP e 0,9 + 0,8mm para as gestantes com PPT.

Da mesma forma, as PCT est&o intimamente relacionadas as infecgdes e
sdo expressas precocemente pela placenta. Fukushima et al. (2005) [19],
observaram que os niveis séricos da PCT de 70kDa foram significativamente
mais elevadas em gestantes com TPP e resistentes a tratamento. Confirmando que
a PCT de 70kDa possa vir a ser um marcador de utilidade na avaliagao dos efeitos
curativos do tratamento da prematuridade. Neste estudo, optou-se por trabalhar

com a PCT de 60kDa por terem se mostrado extremamente imunogénicas. A
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carga elevada de microrganismos presente na placa bacteriana dentaria combinada
com a presenca da PC poderia contribuir para expressao aumentada da PCT
de 60kDa em niveis capazes de serem detectados no soro. Entretanto, nio
foram observadas diferengas significativas nos niveis séricos da PCT de 60kDa
nos grupos estudados.

Talvez a procura da PCT humanas e bacterianas de 60kDa e de seus
anticorpos monoclonais, possa ainda trazer novos fatos sobre a fisiopatogénese
do TPP, mesmo nao tendo encontrado expressao significativa no nosso estudo.

O estudo da regresséao logistica multivariada, aplicadas aos grupos de
gestantes com TPP, TPT, PPT e PAT mediante selegcéo de variaveis - stepwise,
observou associagédo entre o grupo de gestantes com TPP, PPT e a presencga
de PC, etnia branca e numero <6 consultas de pré-natal, mas nao evidenciou
qualquer tendéncia relacionada aos niveis de PCR e PCT de 60kDa.

Em diversos estudos, a etnia negra tem sido associada com incidéncias
maiores para TPP e PPT. Estas diferengas ndo sdo explicadas, contudo mulheres
negras tém incidéncia maior de vaginose bacteriana, corioamnionite diagnosticada
clinica e histologicamente, endometrite pos-parto e infecgéo no trato geniturinario, o
que pode explicar as taxas aumentadas de prematuridade [1].

O nosso estudo procurou eliminar todas as possibilidades assumindo
critérios rigidos de selegao dos sujeitos.

O pré-natal inadequado (< 6 consultas) tem-se mostrado um fator de risco
importante para a prematuridade [42]. Neste estudo um numero menor de consultas
no pré-natal foi observado no grupo de gestantes com TPP e PPT (Tabelas 3 e 4).

Neste estudo, numero de consultas de pré-natal (<6 consultas), esteve associado
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com o TPP (OR=5,3 1C:95% 2,1-13,6) e PPT (OR ajustado=3,2 IC:95% 1,4-7,3)
(Tabelas 3 e 4).

Este estudo enfatiza a importancia do exame clinico no intuito de detectar
infeccbes sistémicas maternais como fator de risco para prematuridade,
principalmente aquelas localizadas em sitios extragenitais.

A periodontite crbénica esteve associada com o trabalho de parto pré-
termo e o parto pré-termo nesta amostra de gestantes brasileiras entretanto n&o
houve associagao em relagcédo aos niveis de proteina-C reativa e da proteina de
choque térmico de 60 kDa. Sdo necessarios novos estudos para avaliar o
comportamento da proteina de choque térmico de 60kDa e da proteina-C

reativa em gestantes com trabalho de parto e parto pré-termo.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e obstétricas das gestantes

segundo a presencga ou nao de prematuridade (n=118)

TRABALHO DE PARTO PARTO

TPP (64) TPT (54) PPT (44) PAT (74)
Idade em anos (xxdp) 24,4154 22,615,3 24,254 23,2455
Etnia branca n (%) 42 (65,6) 29 (53,7) 31 (70,5) 40 (54,1)
Casada /divorciada n (%) 56 (87,5) 40 (74,1) 37 (84,1) 59 (79,7)
Baixa escolaridade 38 (59,4) 21(38,9) 26 (59,1) 33 (44,6)
IG semanas (xdp) 33,0(£3,2)** 38,9(+2,2) 32,7(x3,7)* 37,5(£3,1)
Consulta pré-natal (xxdp) 6,5(+3,6)*** 8,2(x2,7) 6,3(x3,5)**** 7,9(x3,1)
Capurro (x+dp) 35,4(+2,5)** 39,3(¢1,2) 34,1(£1,6)** 39,0(%1,3)
Numero gestagdes
(x£dp) 2,1(x1,4) 1,8(£1,2) 2,0(¢1,3) 1,9(£1,3)
Paridade (xtdp) 1,8(£1,3) 1,5(£1,1) 1,8(£1,2) 1,6(£1,2)

Peso recém-nascido (g)
(xxdp)

*p=0,041 (Teste Exato de Fisher)
“***p=0,0096 (Teste T de Student)

2.389,3(1568,2)# 3.181,5(+409)

**p<0,0001

***p=0,0053
#p<0,0001 (Teste de Mann-Whitney)

2.162,2(x477,0#  3.102,4(+428,8)

TPP — Trabalho

de parto pré-termo / TPT — Trabalho de parto/ PPT — Parto pré-termo / PAT — Parto a termo

Publicagées 93



Tabela 2. Caracteristicas periodontais das gestantes segundo a presenga ou

nao de prematuridade (n=118)

TRABALHO DE PARTO PARTO

TPP (64) TPT (54) PPT (44) PAT (74)
Placa bacteriana (xxdp) 77,2(x26,0) 71,4(x30,0) 80,0£(23,4) 71,3(x30,0)
Profundidade (mm) a
sondagem (xtdp) 1,3(x0.,3) 1,3(20,3) 1,3(0,2) 1,3(0,3)
Perda de insergao (mm) clinica 1,0(0,9)* 0,4(x0,7) 0,9(0,8) 0,6(£0,9)

(xxdp)
Sangramento a sondagem (xtdp)  52,7(+30,4) 41,3(x32,1)  56,5(+28,8)**  42,2(x32,1)
Cor gengival alterada (xxdp) 51,6(x32,0) 44,0(x34,9) 55,3(x30,4) 43,8(+34,6)

*p<0.0009 **p=0,0167 (Teste de Mann-Whitney) TPP — Trabalho de parto pré-termo /
TPT — Trabalho de parto/ PPT — Parto pré-termo / PAT — Parto a termo
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Tabela 3. Avaliagao do odds ratio bruto e ajustado para variaveis significativas

em gestantes com trabalho de parto pré-termo e a termo (n=118)

OR e IC (95%)

TPP (64) TPT (54) OR e IC (95%) selecdo de
n (%) n (%) BRUTO variaveis

Idade<18 ou >34 9 (14,1) 9 (16,7) 0,9 (0,3-2,5)
Paridade
Nuliparas 3(4,7) 5(9,3) 0,5 (0,1-2,3)
Primiparas 33 (51,6) 29 (53,7) 0,9 (0,4-1,9)
Escolaridade fundamental 37 (57,8) 21 (38,9) 2,2(1,1-4,7)
Etnia branca 42 (65,6) 29 (53,7) 0,5 (0,2-1,1) 2,6 (1,0-6,4)
Estado civil solteira /
divorciada 8 (12,5) 14 (25,9) 2,2 (0,9-5,8)
<6 consultas pré-natal 26 (44,1) 7 (13,0) 5,3(2,1-13,6) 6,5 (2,3-18,2)
Periodontite sim 39 (60,9) 15 (27,8) 3,8(1,7-8,3) 5,1(2,1-12,5)
PCT 60kDa 23,125ng/mL 10 (15,6) 7 (13,0) 1,2 (0,4-3,5)
PCR 2 0,5mg/dL 40 (62,5) 39 (72,2) 0,6 (0,3-1,4)

Regressao logistica multivariada (stepwise)
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Tabela 4. Avaliagao do odds ratio bruto e ajustado para variaveis significativas

em gestantes com parto pré-termo e a termo (n=118)

OR e IC (95%)
PPT (44) PAT (74) OR e IC (95%) selecdo de

n (%) n (%) BRUTO variaveis
Idade <18 ou >34 anos 6 (13,6) 12 (16,2) 0,9 (0,3-2,6)
Paridade
Nuliparas 2 (4,5) 6 (8,1) 0,6 (0,1-3,4)
Primiparas 23 (52,3) 39 (52,7) 1,0 (0,5-2,3)
Escolaridade Fundamental 25 (56,8) 33 (44,6) 1,7 (0,8-3,7)
Etnia Branca 31 (70,5) 40 (54,1) 2,5(1,1-5,8) 3,2(1,2-8,4)
Estado civil solteira /
divorciada 7 (15,9) 15 (20,3) 1,2 (0,5-3,3)
<6 consultas pré-natal 18 (45,0) 15 (20,5) 3,2 (1,4-7,3) 3,7 (1,5-9,2)
Periodontite sim 28 (63,6) 26 (35,1) 3,2(1,4-7,1) 4,1 (1,7-9,9)
PCT 60kDa = 3,125ng/mL 7 (15,9) 10 (13,5) 1,1(0,4-3,3)
PCR = 0,5mg/dL 28 (63,6) 51 (68,9) 0,7 (0,3-1,6)

Regresséo logistica multivariada (stepwise)
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4. Discussao

Estudos dos tipos caso-controle e transversais tém sugerido que a PC
pode estar associada com complicagdes durante a gravidez (Offenbacher et al.
1996; Dasanayake 1998; Jeffcoat et al. 2001; Glesse et al., 2004; Radnai et al.,
2004; Marin et al., 2005). Este estudo, de corte transversal, também demonstrou
que a presenga de PC durante a gestagao esteve associada com risco significativo
para TPP (OR: 4,7 1C:95% 1,9-11,9), PPT (OR: 4,9 IC:95% 1,9-12,8) e RNBP
(OR: 4,2 1C:95% 1,3-13,3) em uma amostra de 124 gestantes brasileiras, mesmo
quando outros fatores de risco foram ajustados para prematuridade (idade <18
anos e >34 anos, nulipara, grau de escolaridade fundamental, etnia ndo-branca,

solteira e menos que seis consultas no pré-natal).

Neste estudo, o critério usado para identificar a presenca de PC foi
mensurar a perda de insergao clinica (PIC) em seis sitios por dente. A PC foi
considerada positiva quando no mesmo sitio ocorria sangramento gengival,

denotando a presenca de inflamagao gengival.
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Outros parametros clinicos - profundidade de bolsa a sondagem, presenga
visivel de placa bacteriana e alteragcao de cor gengival - ndo foram utilizados
diretamente para classificar a PC em positiva ou negativa; entretanto mostraram
que a condicao periodontal das gestantes era ruim, principalmente aquelas que
tiveram TPP com um numero maior de casos de PC inicial, moderada e grave

em mais de 30% dos sitios examinados.

Das 68 gestantes que tiveram TPP, 42 tinham PC, sendo que 32 delas
apresentaram PC inicial, 13 na forma localizada e 19 na forma generalizada, onde a
presenca da doenca ultrapassava 30% de todos os sitios examinados. Em dez
gestantes a PC foi moderada em oito casos e grave em dois, sendo 50% na
forma localizada e 50% na forma generalizada, com perdas que ultrapassavam

pelo menos 3mm de insergéo clinica.

Das 56 gestantes que tiveram TPT, 15 tinham PC, sendo que 13 delas
apresentaram PC inicial -sete casos na forma localizada e seis na generalizada-

e em dois casos a PC foi moderada na forma generalizada.

Este estudo revelou que as gestantes necessitavam de tratamento
periodontal. A maior parte das gestantes com TPP e TPT apresentou indices
elevados de placa bacteriana (77,84+25,88 versus 70,58+30,12 p=0,199), de
sangramento gengival (54,61+30,76 versus 41,48 + 31,81) e de coloragéao

gengival alterada (53,14+32,24 versus 44,03+34,52 p=0,097).

Durante o processamento das 124 amostras de sangue com o intuito de

obter o soro para quantificar os niveis de PCR e PCT de 60kDa, seis amostras de
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soro apresentaram problemas no processamento. Mesmo com a participagcao
das 118 gestantes, o numero de casos de PC entre as gestantes com TPP e
PPT foi significativo em relacdo as gestantes com TPT e PAT (p=0,0003 e

p=0,0002, respectivamente).

Se a PC esta associada com o TPP, PPT e RNBP, pode-se concluir que a
cura do processo infeccioso pode influenciar nas taxas de prematuridade. Estudos
intervencionais representam forte evidéncia desta associagao. Alguns estudos
tém mostrado reducgao significativa de PPT e RNBP quando o tratamento
periodontal é realizado no pré-natal (Mitchell-Lewis et al. 2001; Lopez et al.

2002a;b; Jeffcoat et al, 2003).

O presente estudo enfatiza a importancia de publicagbes prospectivas e
intervencionais brasileiras para verificar se o tratamento periodontal realizado no pré-

natal, no inicio da gestagao, € capaz de influenciar nas taxas de prematuridade.

Por outro lado, estudos controversos também tém sido publicados (Davenport
et al., 2002; Holbrook et al., 2004; Moore et al., 2004; 2005), revelando que a PC
nao esteve associada com a prematuridade. Entretanto, possiveis explicagbes sao
as diferentes metodologias empregadas para caracterizar a presenga de PC, o
tamanho da amostra, o desenho do estudo e a variabilidade sociodemografica

das populacdes estudadas.

Neste estudo, algumas variaveis sociodemograficas e obstétricas estiveram
associadas com o TPP, PPT e RNBP. Todas estas variaveis sdo consideradas

fatores de risco classicos para a prematuridade (Silva Filho, 2000). Quando a
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idade e o nivel de escolaridade foram analisados nas 124 gestantes, estes foram
significantes entre os grupos de gestantes com TPP e TPT (idade / p=0,035 e
nivel de escolaridade / p=0,029). A idade (<18 anos e > 34 anos) e o nivel de
escolaridade sédo considerados importantes fatores de risco para a prematuridade.
Apesar disso, estes fatores ndo parecem ter influéncia quando um modelo de

regressao logistica é aplicado.

A assisténcia pré-natal com numero de consultas inadequado é considerada
um fator de risco importante para a prematuridade (Brasil, 2000). Neste estudo,
esta variavel foi significativa para os grupos de gestantes com TPP e PPT.
Essas diferengas significativas podem representar uma participagdo menos
efetiva por parte das gestantes no pré-natal ou um numero maior de casos de

gestantes que apresentaram evolugao desfavoravel dos seus partos.

No estudo com 118 gestantes, a variavel etnia branca mostrou-se
significativa em relagcdo a etnia ndo-branca. Estas diferengcas ndo sdo explicadas,
mas acredita-se que mulheres da etnia negra possuem incidéncia maior de casos

de infecgdes no trato geniturinario e endometrite (Goldenberg et al., 2000).

Apesar desta associagao ser clara também em gestantes brasileiras, ndo
existe clareza de como ¢ a fisiopatogénese do TPP e PPT na presenca de PC.
O achado de um biomarcador comum entre TPP, PPT e PC poderia contribuir
de alguma forma para esclarecer o mecanismo de fisiopatogénese. A PCR e/ou a
PCT de 60kDa poderiam ser estes marcadores, uma vez que estao intimamente

ligados as infecgdes.
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No presente estudo comparamos os niveis séricos de PCR em 118 gestantes
das 124 selecionadas, pelo fato de seis amostras terem apresentado problemas no
processamento. Para a analise do processo infeccioso ficou estabelecido cut off em
0,5mg/dL. Apesar de os niveis médios se mostrarem maiores entre as gestantes
com complicagdes durante a gestacdo, eles ndo foram significativos para a
prematuridade. O desenho do estudo e as inumeras condi¢cdes de exclusao talvez
tenham limitado o tamanho da amostra e dificultado o achado de diferencas mais
expressivas, da mesma forma quando a PCT de 60kDa foi analisada. Comparando
a expressividade a partir do indicador de sensibilidade do teste (3,125ng/mL),
nao foram observadas diferengas significativas nos niveis séricos da PCT de

60kDa nos grupos estudados.

Por questdes puramente econdmicas, ndo pudemos testar estes soros

para os anticorpos anti-PCT de 60kDa.

Talvez a procura da PCT humanas e bacterianas de 60kDa e de seus
anticorpos monoclonais possa ainda trazer novos fatos sobre a fisiopatogénese

do TPP, mesmo ndo tendo encontrado expresséao significativa neste estudo.
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5. Conclusoes

Existe uma forte associacédo entre periodontite crénica e prematuridade em

um grupo de gestantes brasileiras atendidas em um hospital universitario.

Houve uma alta prevaléncia de periodontite crénica nas gestantes investigadas,

sendo significativamente maior no grupo que teve trabalho de parto pré-termo.

Houve uma alta prevaléncia de periodontite crénica nas gestantes investigadas,

sendo significativamente maior no grupo que teve parto pré-termo.

Os fatores de risco encontrados associados a prematuridade foram periodontite

cronica, etnia branca e numero menor de consultas no pré-natal.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 — Questionario

1. HC:

2. Nome (iniciais):

3. Idade da paciente anos

4. Etnia: 0. branca 1. ndo-branca
5. Escolaridade: 0. sem instrugao 1. fundamental
6. Estado Marital: 0. solteira 1. casada

HISTORIA OBSTETRICA

7. Data da ultima menstruacao: / /

8. Idade Gestacional:

9. Numero de consultas no pré-natal:

10. Idade gestacional pelo indice CAPURRO:

11. Numero de gestagbes:

12. Paridade:

13. Ruptura prematura das membranas ovulares: 0. ndo
14. Trabalho de Parto: 0. termo
15. Trabalho de Parto Inibido: 0. n&do
16. Parto: 0. termo
17. Peso do recém-nascido: gramas

2. médio

2. divorciada

1.sim
1. pré-termo
1.sim

1. pré-termo

3. médio
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MARCADORES DE INFECGAO

18
19

. Proteina de Choque Térmico de 60kDa: ng/L

. Proteina-C reativa: mg/dL

EXAME PERIODONTAL

20

21.
22.
23.
24,
25.
26.

27.

. Perda de insercéo média: mm
Profundidade a sondagem média: mm
Numero de sitios com sangramento: %
Numero de sitios com placa bacteriana: %
Numero de sitios com gengiva alterada: %
Periodontite Cronica: 0. ndo 1. sim
Gravidade da Periodontite Crénica:

0. inicial (< 3mm) 1. moderada (entre 3 e 5mm) 2. grave (= 5mm)

Extensdo da Periodontite Crbnica:

0. localizada 1. generalizada
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PERIOGRAMA

PERDA INSERCAO

PROFUNDIDADE BOLSA

SANGRAMENTO

H. BUCAL
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41

42
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44

45

46

47
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8.2. Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
“Quantificagao dos Niveis de Proteinas de Choque Térmico Séricas
em Mulheres com Partos Pré-Termo e Infecgoes Periodontais”

Eu, , idade ,
RG , residente a

e com numero de registro no Hospital das Clinicas da Unicamp , declaro

concordar por minha livre e esponténea vontade a participar desta pesquisa que tem como objetivo:
investigar a associagéo entre substancia presente no sangue frente a infecgdes, infecgées nas
gengivas e parto antes do tempo, e deste modo ajudar a esclarecer se infecgbes nas gengivas
podem causar nascimento de bebés antes do tempo.

Caso eu aceite participar desta pesquisa, na hora da internagao, serao coletados uma Unica vez
e por meio de agulha e seringa descartavel, 5ml de sangue (2 colheres das de sopa) junto com as
demais coletas de rotina. Além disso, serei entrevistada um dia apds o parto, com perguntas sobre
saude geral e cuidados com a saude da minha boca. Também sera feito um exame em toda a minha
boca, principalmente, nos meus dentes e nas minhas gengivas e receberei orientagdes sobre a
importancia da saude bucal para a minha saude geral e do meu bebé. Fui informada que o
unico inconveniente que terei, sera um ligeiro desconforto na retirada do sangue, o tempo gasto
com as perguntas e com o exame da minha boca.

O pesquisador responsavel é o cirurgido-dentista Silvio Antonio dos Santos Pereira - RG
15.760.649-1, sob orientagdo do Prof. Dr. Paulo César Giraldo e do Prof. Dr. Renato Passini Jr., com
0s quais poderei tirar todas as minhas duvidas sobre o estudo e minha participagédo nele,
através dos telefones (11) 4990-0315, (19) 3788-9306 e (19) 3788-9304 ou com o Comité de
Etica e Pesquisa pelo telefone (19) 3788-8936.

O resultado desta pesquisa nao trara nenhum beneficio imediato para mim, mas outras
gravidas serao beneficiadas, entretanto fui informada que terei garantia de receber resposta a qualquer
pergunta ou duvida acerca de assuntos relacionados com a pesquisa.

Fui informada de que posso interromper minha participagdo a qualquer momento da
pesquisa e que posso me recusar a participar, e que isso n&o trara nenhum prejuizo nos meus
atendimentos na Unicamp agora ou no futuro.

Todos os meus dados, respostas das perguntas e resultados dos exames serdo mantidos
em sigilo e identificado somente por um nimero e ninguém além do pesquisador e orientadores
conhecera a minha identidade.

Campinas, ___ de de 2002.

Assinatura do Sujeito ou Responsavel Assinatura do Pesquisador
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8.3. Anexo 3 - Declaragao

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[~] Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas, SP

‘= (0_19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
O cep@hnsad.fem.unicamp.br

B,
»

o
)

.
Fd
n
»*
L
]

CEP, 19/11/02
(Grupo I11)

PARECER PROJETO: N° 444/2002

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “QUANTIFICACAO DOS NiIVEIS DE PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO SERICAS EM MULHERES COM PARTO PRE-TERMO E
INFECCOES PERIODONTAIS™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Silvio Anténio dos Santos Pereira

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 14/10/2002

IT - OBJETIVOS

Determinar a associagio entre partos pré-termo, infecgoes periodontais ¢ 0s niveis
séricos médios das PCT de 60 kDa nas parturientes atendidas no Servigo de Obstetricia do
CAISM, comparando a prevaléncia de infec¢Oes periodontais em parturientes com partos a
termo e pré-termo, os niveis séricos médios das PCT de 60 kDa entre parturientes com
partos a termo e pré-termo e avaliando a correlagdo entre os niveis séricos medios das PCT
de 60 kDa com o IEESPI ( Indice Epidemioldgico de Extensio e Severidade de Perda de

Insergdo.

111 - SUMARIO

Trata-se de uma pesquisa observacional, baseado na comparagao de dois cortes
transversais, e segundo o pesquisador por ser uma pesquisa inedita, nao encontrou na
literatura cientifica mundial, dados quantitativos dos niveis séricos médios em microgramas
por mililitros das PCT de 60 kDa em parturientes primiparas com partos pié-termo,
portadores ou nio de infecgdes periodontais. O grupo sera formado por parturientes que
tiveram parto pré-termo de causas desconhecidas (grupo de caso), entre 22 e 36 semanas €
6 dias de gravidez e parturientes que tiveram partos a termo (grupo de controle), com 37
semanas ou mais, atendidas no Servigo de Obstetricia do CAISM, deverdo ter entre 18 € 35

anos de idade e ter feito mais que 4 consultas de pré-natais.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A pesquisa pretende determinar a associagdo entre partos pré-termo de causas
desconhecidas, infecgdes periodontais e os niveis séricos das proteinas de choque térmico
de 60 kilodaltons em mulheres que tiveram parto pré-termo no CAISM e de outras

mulheres que tiveram partos a termo.
Sera aplicado um questionario, seguido de exame bucal e periodontal para

identificagdo de possiveis doengas bucais, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
esta conforme as normas. Sera financiado pela FAPESP.
Projeto encaminhado para aprovagio

Y - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Medicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restricdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV 1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V 2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item 1] | z), exceto quando perceber risco ou dano nio
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V 3 )

. O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res CNS Item V 4 ). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento

Eventuais modificacdes ou emendas a0 protocolo devem ser apresentadas ao CEP
Fle forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA,
© pesquisador ou patrocinador deve envii-las também a mesma junto com o parecer
aprovatodrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111 2 e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

Atencio: Projetos de Grupo I serdo encaminhados 3 CONEP e s poderao ser
iniciados apos Parecer aprovatorio desta.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de novembro de 2002.

rof. Dr. Sebastiio Araujo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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