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RESUMO

BARROS ERV. Avaliacdo das relacbes de prematuridade e doenca periodontal através da
deteccdo de DNA gendmico de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em biofilme bucal materno e tecido placentario. Campo Grande;
2014. [Tese — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A doenca periodontal engloba uma série de altera¢cdes que ocorrem no periodonto a partir da
formacéo do biofilme dental, caracterizado pela presenca de uma gama de micro-organismos.
Alguns destes, pelas suas caracteristicas singulares, sdo fortemente associados a patologia,
tais como Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. O objetivo
deste trabalho foi avaliar as relacbes de prematuridade e doencga periodontal através da
deteccdo de DNA gendbmico de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em biofilme bucal materno e tecido placentario. Para isto foram
desenhados oligonucleotidios iniciadores para a deteccdo dos genes da RNA polimerase de
Porphyromonas gingivalis e leucotoxina de Aggregatibacter actinomycetemcomitans como
alvos para amplificacdo por PCRtr, a partir de biofilme de exsudato de sulco gengival
materno, tecido placentario e sangue de corddo umbilical de 19 mulheres em situacao de parto
prematuro. Realizou-se também a triagem por PCRtr de 64 amostras arquivadas de DNA
gendémico de placentas de maes de bebé&s com suspeita de infecgdo neonatal. Como genes
normalizadores utilizou-se B-actina para amostras de DNA e S26 para amostras de RNA. Para
confirmagdo e avaliagdo da presenga e viabilidade bacteriana, foram realizados estudos de
RT-PCRtr para determinar a expressdo dos mRNAs que codificam a RNA polimerase da
Porphyromonas gingivalis e a leucotoxina do Aggregatibacter actinomycetemcomitans a
partir de RNA total de tecido placentario, adicionados a uma avaliacdo por microscopia
confocal de amostras de tecido placentario PCRtr positivas. Os resultados demonstraram que
os primers selecionados foram eficientes e especificos para diagnostico e estudos de
expressao por PCRtr e todos o0s espécimes pesquisados foram viaveis para a deteccdo de
DNA genbémico dos micro-organismos investigados. A PCRtr detectou Agregatibacter
actinomycetemcomitans em torno de 15%, nos trés espécimes, entretanto, as amostras de
biofilme das mées apresentaram o0 maior percentual de 16,7%. A avaliacdo periodontal
realizada apontou que 50% das mulheres apresentavam sangramento gengival, 83% célculo e
17% bolsa periodontal. A prevaléncia de Porphyromonas gingivalis foi elevada nos
espécimes estudados com 100% no sangue de corddo umbilical, 95% no tecido de hilo
placentéario e 83% nos biofilmes de sulco gengival materno. A triagem por PCRtr de 64
amostras arquivadas de DNA gendmico especificos da placenta, reforcou os achados de
prevaléncia da Porphyromonas gingivalis demonstrando 32 (50%) positivas e 2 (3,1%)
positivas para Aggregatibacter actinomycetemcomitans. A RT-PCRtr de RNA total das 19
placentas avaliadas, apresentou Leucotoxina da Agregatibacter actinomycetemomitans em 5
(31%) amostras, e 12 (75%) apresentaram a expressao de RNA polimerase especifica da
Porphyromonas gingivalis. Estes achados mostram que nas placentas PCRtr positivas existe
uma grande porcentagem de bactérias vidveis expressando proteinas relevantes para sua
proliferagdo. Os dados de microscopia confocal reforcam esta descoberta, sugerindo a
presenca de material genético bacteriano, pela consistente formacdo de vacutolos significativos
de bactérias e material genético extra-nuclear. Os resultados obtidos das diferentes
metodologias aplicadas nos espécimes avaliados demonstram uma importante relacdo de
prematuridade e doenga periodontal materna.

Palavras-chaves: Doenca periodontal, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, prematuridade, PCR em tempo real, expressao génica



ABSTRACT

BARROS ERV. Assessment of relative preterm birth and periodontal disease by
detecting genomic DNA of Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans in oral biofilm maternal and placental tissue. Campo Grande;
2014 [ Thesis — Federal University of Mato Grosso do Sul].

Periodontal disease includes a number of changes that occur in the periodontium from the

formation of biofilm, characterized by the presence of a range of microrganisms. Some of
these, by their unique characteristics, are strongly associated with disorders such as
Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans. The aim of this
study was to evaluate the relationship of preterm birth and periodontal disease by detecting
genomic DNA of Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans in
oral biofilm maternal and placental tissue. For these purposes, oligonucleotide primers were
designed for the detection of RNA polymerase gene of Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans leukotoxin as targets for PCRtr amplification from
moutht exudate biofilm of the gingival sulcus, placenta and umbilical cord blood, 19 women
experiencing preterm labor. Also held a screening for PCRtr 64 archived samples of genomic
DNA from placentas of mothers of infants with suspected neonatal infection. As
normalization genes, it was used B-actin, for DNA samples and S26 for RNA. To confirm and
evaluate both presence and bacterial viability, RT-PCRtr was applied to determine mRNA
expression of RNA polymerase from Porphyromonas gingivalis and leukotoxin from
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, in total RNA from placenta. Additionally, confocal
microscopy of placenta tissues PCRtr positives, were also investigated. The results
demonstrated that primers were efficients and specific for the diagnosis and expression
studies and all specimens studied were viable for the detection of genomic DNA of
microrganisms investigated. The PCRtr detected Agregatibacter actinomycetemcomitans |,
around 15%, in the three specimens, however, the biofilm samples of the mothers had the
highest percentage of 16.7%. A periodontal evaluation conducted found that 50% of women
had bleeding gums, calculating 83% and 17% periodontal pocket. Prevalence of
Porphyromonas gingivalis was elevated in the specimens studied, 100% in umbilical cord
blood, 95% in the placental hilus and 83% of biofilms of maternal gingival sulcus. PCRtr
screening of 64 archived samples of placental genomic DNA, reinforced the findings of
prevalence of Porphyromonas gingivalis, demonstrating 32 (50%) positive and 2 (3.1%)
positive for Aggregatibacter actinomycetemcomitans. RT-PCRtr of total RNA from placenta
presented 5 (31%) samples with Leukotoxin mRNA expression of Agregatibacter
actinomycetemcomitans and 12 (75%) showed the expression of the RNA polymerase specific
for the Porphyromonas gingivalis. These findings show that in the PCRtr positive placentas a
large percentage of viable bacteria are expressing relevant proteins for their proliferation. The
confocal microscopy data reinforce these findings, suggesting the presence of bacterial
genetic material by consistent formation of vacuoles, significant bacteria and extra-nuclear
genetic material. The results obtained from the different methodologies applied in specimens
evaluated, demonstrate a significant relation of prematurity with maternal periodontal disease.

Keywords-  periodontal  disease, Porphyromonas  gingivalis,  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, prematurity, Real time PCR, gene expression;
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1 INTRODUCAO

A prematuridade é caracterizada no Brasil como de alta prevaléncia. Esta associada a
cerca de 75% da mortalidade neonatal e representa a causa mais frequente de morbidade
neonatal (FONSECA et al., 1999; RADES et al., 2004).

A incidéncia aumentou nas duas ultimas décadas, constituindo-se num problema de
salde publica com consequéncias econémicas, de impacto social e repercussdes importantes,
devido as complicacbGes para 0 parto e risco para o recém-nascido. Dado potencializado
quando reconhecemos que para os bebés que sobrevivem, ha ocorréncia de incapacidades
destes no decorrer da vida (SILVEIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2008).

As principais causas associadas e consideradas classicas como o consumo de alcool,
drogas, fumo, hipertensdo, diabetes, infec¢des genito-urinarias e historias prévias de partos
prematuros, ainda ndo elucidam todos os casos (SPALICCI et al., 2000).

Considerando dados epidemioldgicos, oberva-se que 30 a 50% dos casos de
prematuridade sdo desencadeados por infeccdo a distancia (BITTAR; ZUGAIB, 1993).

Neste sentido, estudos atuais sugerem que a doenga periodontal também consistiria
em um fator associado a prematuridade e baixo peso ao nascimento. Fatores genéticos e
ambientais estdo associados a essa doenca, mas 0s micro-organismos do biofilme dental sdo
vitais neste processo (GRIGORIADOU et al., 2010; STANDAR et al., 2010).

O biofilme constitui-se como uma comunidade microbiana indefinida, associada a
superficie do dente (WILDERER; CHARAKLIS, 1989). A cavidade oral é habitada por mais
de 500 diferentes espécies de micro-organismos, muitos dos quais possuem alta viruléncia.
Em condicBes normais de equilibrio, existe um balanco ecoldgico. Porém, quando este
equilibrio é rompido, um aumento de crescimento dos micro-organismos pode ocorrer e
tornar-se processo patoldgico.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e outras
bactérias podem estar presentes no periodonto e sdo Unicos para a cavidade oral, e podem
disseminar para outros locais do corpo, refor¢cando a tese da infec¢do focal de origem bucal
(SLOTS; KAMMA, 2001).

Tais micro-organismos podem induzir a formacdo de substancias que exigirdo uma
resposta imune e inflamatoria do hospedeiro, producdo de citocinas e outros mediadores
quimicos (ENGEBRETSON et al., 2000).

A disseminacdo sanguinea destas citocinas ou dos proprios agentes microbianos

levam a proposicdo de relacbes da doencga periodontal as doencas sistémicas e condigdes



particulares como a ocorréncia de partos prematuros (OFFENBACHER et al., 1996;
DASANAYAKE, 1998; ZANATTA et al,, 2007; SLOTS; KAMMA, 2001; MC NICOL;
ISRAELS, 2010).

Desta forma, a identificacdo da microbiota bucal, tem sido de suma importancia,
porém o uso e a utilidade dos métodos diagndsticos na identificacdo e quantificacdo destes
periodontopat6genos ainda sdo buscados. As técnicas da biologia molecular para detecgdo de
periodontopatdgenos estdo sendo atualmente propostas, e vem permitindo ndo somente
adquirir conhecimento da genética microbiana, mas também fixar as bases para o
desenvolvimento de técnicas diagnosticas, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (PCRtr). A PCRtr j& foi utilizada para identificar alguns dos principais
patdgenos periodontais  como: Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
Actinomycetencomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, entre outros, sendo
capaz de distinguir patdgenos alvos de numerosas espécies presentes na boca (BEDRAN et
al., 2010).

Com base nestas premissas, este estudo objetivou a avaliacdo das relacBGes de
prematuridade e doenca periodontal, através da deteccdo de DNA gendmico de
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans em biofilme bucal
materno e tecido placentario.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A pesquisa foi alvitrada partindo da elaboracdo de artigo cientifico pela
pesquisadora, versando sobre a problematica, que permitiu apontar as principais publicacdes
guanto a origem, por continente, dos estudos entre os anos 2010 e 2012, na base PubMed que
envolviam o tema, e estdo contidos no item 2.1.

Doenga periodontal e associacbes a doencas sistémicas, micro-organismos
relacionados, prematuridade, relacdo da doenga periodontal e prematuridade e Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real complementam a estruturacdo desta revisao,

singularizada pela justificativa apresentada.

2.1 Publicagdes sobre a temética

O estudo bibliografico proposto, foi inicialmente estruturado em quatro fases que
compdem o item 2.1 (PublicacBes sobre a tematica):

1] Investigagdo na base PubMed de artigos na lingua inglesa relacionados ao termo
“doenca periodontal”, onde verificou-se 8.258 publica¢Ges que abordam o tema entre 0s anos
de 2010 a 2012. Procurou-se apurar aqui a origem destas publicacdes, buscando classifica-las
mundialmente, em sete continentes. Consequentemente, detectou-se o grande interesse de
estudos desta natureza na Europa, com 2.843 estudos, seguidos numericamente pela Asia
com 2.381 publicagdes, 1.331 na Ameérica do Norte, Central e Caribe, 996 na América do
Sul, 155 na Africa e 147 na Oceania (Quadro 1; Figura 1).
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Quadro 1 - Numero de artigos da base PubMed relacionados a doenca periodontal, publicados
entre 2010-2013, por continente.

2010~ 2011 __ 2012* TOTAL
I AMERICADONORTE 206 580 545 1331
B AMERICADO SUL 369 311 316 996
i AFRICA 56 44 55 155
Il EUROPA 962 965 916 2843
Il OCEANIA 60 39 48 147
'l ASIA 748 666 967 2381
| ANTARCTICA 0 0 0 0
NAO IDENTIFICADO 120 131 154 405
Total 2521 2736 3001 8258

*valores extraidos do banco de dados PubMed atualizados até a data de 16/01/2013 as 16:43 hs

Distribuigao de artigos relacionados a "Doencga Periodontal” nos anos 2010-2012

Asia 2.381

lAmérica do
Norte 1.331

América do
Sul 996

i 155

s

Oceania 147
i

Figura 1 - Distribuicdo do numero de artigos relacionados na base PubMed a doenca
periodontal, por continente, entre os anos 2010 a 2012.

Na América do Sul, onde estdo inclusos os artigos brasileiros, neste periodo, 996
artigos foram verificados, o que denota que a producdo cientifica nesta area, tem sido
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realizada, porém em andlise quantitativa mostra ainda grande possibilidade de busca, e que
justifica a intencdo deste estudo. Ressalta-se que estes dados referem-se as publicacBes que
envolvem a doencga periodontal de forma genérica;

2] Aprofundamento da investigagdo, visando artigos que abordam os micro-
organismo alvos, cujos resultados produziram um escore de classificacdo, proposta pelos
autores em amplamente associados, moderadamente associados e fracamente associados.
Baseados no numero de publicagbes, 0s micro-organismos: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides
forsythus, Treponema denticola, Campylobacter rectus foram classificados como amplamente
associados a doenca periodontal e com interesse positivo de publicacdes.

3] Em uma terceira fase, foram apontados, dentre 0s micro-organismos amplamente
associados, os relacionados com artigos em ascendéncia e de grande interesse da comunidade
cientifica: Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis, foram
entdo selecionados como os peridodontopatdgenos de eleicdo para esta tese;

4] A JUltima fase consistiu-se na classificagdo dos artigos selecionados com a
tematica gravidez e pré termo, invocando o envolvimento destes a doenca periodontal. Nova
organizacdo foi debatida, originando-se uma busca guiada, em uma disposicdo de sintese
(Figura 2), com os seguintes descritores: “Periodontal disease, periodontal disease and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, periodontal disease and Porphyromonas gingivalis,

periodontal disease and pregnancy, periodontal disease and preterm”.
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2010 2011 2012 total
—@=— Periodontal disease 2521 2736 3001 8258

=@=Periodontal disease and L ] s )
L 200 193 218 611
porphyromonas gingivalis
Periodontal disease and
Aggregatibacter 97 104 102 303
Actinomycetemcomitans
=—@—Periodontal disease and
pregnancy

69 85 86 240

=—®—Periodontal disease and
preterm

35 44 38 117

Figura 2 - Numero de artigos da base PubMed de 2010 a 2012, relacionando doenga
periodontal e micro-organismos (Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis), gravidez e prematuridade.

Na América do Sul, onde estdo inclusos os artigos brasileiros (Quadro 1, Figura 1),
neste periodo 996 artigos foram detectados, 0 que denota que a producédo cientifica sobre a
tematica doenca periodontal tem sido realizada, porém quando refina-se a busca e
mundialmente comparamos a associacdo doenca periodontal e gravidez (periodontal disease
and pregnancy) e doenca periodontal e parto pré termo (periodontal disease and preterm) o
namero de artigos, diminui consideravelmente, 240 e 117, respectivamente.

Desta forma, o tema encontra questionamentos que suscitam ainda grande interesse,

principalmente devido as associacdes propostas.

2.2 Doenca periodontal e associagdes a doengas sistémicas

O arrolamento entre condicGes sisttmicas e a cavidade bucal ndo surgiu
recentemente, desde 1890, a Medicina e a Odontologia marcaram a sua histéria neste sentido,
em um periodo denominado a era da infec¢do focal. Ha forte referéncia a Robert Koch, que
ponderou sobre a cavidade bucal, como possivel foco de infecgdo para determinadas doencas
do organismo (MACHIAVELLI; P10, 2008).
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Hunter (1910) também buscava explicacGes para as doencas de seus pacientes, e
sugeriu a relacdo de condigdes bucais a condicdes sistémicas. Na registrada conferéncia em
Montreal, na Faculdade de Medicina da Universidade de McGill, este associa queixas
obscuras do paciente com o desaparecimento das mesmas, quando houve a retirada de
préteses dentais.

Billings (1914) apud Machiavelli e Pio (2008) reafirma esta corrente, sinalizando
que a doenca sistémica surge quando ocorre disseminacao de bactérias dos locais de infecgéo
focal, como dentes e tonsilas, para 6rgaos distantes, via hematogénica e linfatica. Assim, a
infeccdo na cavidade bucal como causa de septicemia, artrite, endocardite, osteomielite e
outras, foi ventilada e o tratamento baseava-se na remoc¢do do elemento dental (exodontia).
Mais tarde, houve a descri¢do que a remogdo dos focos de dente ndo seriam necessarias para
tratamento ou prevencdo de doengas, sugerindo que a Odontologia e a Medicina deveriam
rever o0s conceitos de infeccdo focal como causa de doengas sistémicas.

Na década de 80, estudo com pacientes com doencas cardiacas foram realizados
buscando associa¢cdo com doencas na cavidade bucal, como gengivite, periodontite e infeccao.
Em pesquisa de acompanhamento, feitas por Destefano (1993), os resultados indicaram que a
doenca periodontal era um fator de risco para a doenca cardiosvacular, com uma relacao
estatisticamente significativa.

Outros estudos neste sentido tém sido propostos e muitos sugerem que a doenca
periodontal também consistiria em um fator associado a prematuridade e baixo peso ao
nascimento. Como uma infeccdo cronica, esta patologia poderia, em tese, influenciar o
processo por dois mecanismos: indiretamente, onde os tecidos periodontais inflamados
passariam a atuar como um reservatério de bactérias, as quais se translocariam via corrente
sanguinea até a cavidade uterina; e diretamente, onde os préprios sitios periodontais
produziriam mediadores inflamatdrios e estes passariam a atuar como potenciais fontes de
citocinas fetotoxicas (OFFENBACHER et al., 1996; DASANAYAKE, 1998; MICHELL-
LEWIS et al, 2000; JEFFCOAT et al., 2001; GLESSE et al., 2004; ZANATTA et al., 2007;
VOGT et al., 2010; KONOPKA; PARADOWSKA-STOLARTZ, 2012).

A doenca periodontal, é a segunda doenca bucal de maior prevaléncia no mundo
(SILVA, 2008). De natureza infecciosa, relacionada com bactérias gram negativas. Estas tem
um papel fundamental, pois estdo ligadas a formagédo do biofime dental, determinado como
uma comunidade microbiana indefinida associada a superficie do dente, ou a qualquer outro
material duro ndo-descamativo (WILDERER; CHARAKLIS, 1989), considerando que seu

acumulo resulta de uma resposta imune e inflamatdria no tecido gengival subjacente do
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hospedeiro a presenca de bactérias e seus produtos (OFFENBACHER et al., 1996). Estas
respostas sdo mediadas por fatores locais, sistémicos e genéticos (GRIGORIADOU et al.,
2010; STANDAR et al., 2010).

E importante considerar que a maioria das doencas periodontais tem semelhanca nas
caracteristicas clinicas, entretanto apresentam diferencas quanto a bacteriologia e até ao
comportamento do individuo (principalmente em relacdo ao habito de higiene bucal). Assim
baseado nestas e em outras diferencas é que a classificacdo das doengas periodontais
atualmente estd ampliada e inclui as: doencas gengivais, periodontite cronica (PC),
periodontite agressiva e periodontite associada a manifestacdes sistémicas, entre outras
(GESSER; PERES; MARCENES, 2001; DIAS et al., 2006).

A periodontite cronica, segundo Ofenbacher (2004) é uma forma de infec¢do bucal
que resulta na destruicdo dos tecidos que sustentam os dentes - ligamento periodontal,
cemento radicular e 0sso alveolar. Apés a destruicdo dos tecidos de sustentacédo, o epitélio de
insercdo migra em direcdo ao apice radicular formando as bolsas periodontais. As bactérias
anaerdbias encontram nas bolsas periodontais um habitat ideal para se desenvolverem.

Cerca de 500 espécies estdo distribuidas na cavidade bucal e apresentam-se isoladas
ou associadas compondo o biofilme dental, porém somente um nimero reduzido esta ligado a
doenca periodontal (ZANBON, 1996; SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 1997).

O processo da doenca inicia-se com o desequilibrio entre 0s micro-organismos e a
defesa do hospedeiro, levando a alteracdes vasculares e formacdo de exsudato inflamatério.
Esta fase é caracterizada clinicamente por alteracdo da cor da gengiva, hemorragia e edema,
definida como gengivite. Em caso de progressdo da doenca, a estrutura fragilizada favorece o
acesso dos agentes agressores e/ou seus produtos, podendo culminar com a formacdo de
bolsas periodontais, e consequente perda Ossea e reflexos no epitélio, ocasionando uma
migracgéo apical deste (LOURO et al, 2001; ALMEIDA et al., 2006).

Embora tenham sido relatadas muitas espécies de bactérias nas bolsas periodontais,
h& uma complexidade que envolvem a etiologia e a progressdo da doenca e apenas algumas
destas sdo periodontopatdgenos, considerando também que muitas espécies também estdo
presentes em individuos saudaveis periodontalmente. Haffajee e Socransky (1994)
sinalizaram espécies consideradas periodontopatdgenos: Porphyromonas gingivalis
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus,
Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia. Estas bactérias indicadas seriam capazes
de produzir toxinas, agredirem o tecido periodontal, com consequente resposta do sistema

imunolégico, promovendo destruicdo periodontal (TAKEUCHI et al., 2001).
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e outras
bactérias do periodonto sdo Unicos para a cavidade oral, tendo em vista que podem disseminar
para outros locais do corpo reforgando a tese da infeccdo focal de origem bucal (SLOTS;
KAMMA, 2001).

Com intuito de esclarecer a patogénese dos processos infecciosos Socransky et al.
(1998) descreveram seis complexos microbianos que instalam no biofilme sub-gengival de
individuos adultos. Os complexos propostos sdo determinados por cores, o amarelo, azul,
verde e violeta sdo constituidos por grupamentos de bactérias que tem capacidade de aderir a
superficie dental, constituindo a base da piramide do biofilme e sdo os colonizadores iniciais
da superficie dental e ndo se relacionam com a doenca periodontal, e muito deles sdo
considerados benéficos. A explicacdo dos autores reside no fato de que estes complexos
basais fornecem receptores e criam condicOes ecoldgicas para implantacdo das bactérias do
dois outros complexos (laranja e vermelho), implicados com a patogénese da doenca
periodontal. O complexo laranja precede e cria condi¢des para o complexo vermelho, que é
formado pela Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsithya,
consensuadas como agentes etiologicos da doenca periodontal, e relacionadas a perda de
insercdo e sangramento a sondagem.

Considerando que neste estudo ha claro interesse em pesquisar a relacdo doenca
periodontal e prematuridade, onde autenticados pela literatura pesquisada no tépico anterior
que compde a estruturacdo desta tese (2.1), esta relagdo tem sido evidenciada, o topico 2.3
discorre sobre a temética, A seguir o topico 2.4 aborda os micro-organismos incluidos como

alvo desta pesquisa.

2.3 Relagdo doenga periodontal e prematuridade

Caracteriza-se como parto prematuro o nascimento do bebé antes de 37 semanas e 0
baixo peso de nascimento, aquele recém- nascido que tem menos de 2.500 g, independente da
idade da gestacdo (WHO, 1980).

Mundialmente, a prematuridade traduz-se como um evento de forte impacto na
salde publica. Dados atuais da Organizacdo das Nac¢Bes Unidas, revelaram 15 milhdes de
registros (WHO, 2012). H& uma tendéncia ascendente em muitos paises, até se considerarmos
0s com status de paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia
(LAWN et al., 2010). O Brasil esta na décima posicdo entre os paises onde nascem mais

bebés prematuros.
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Dados do Ministério da Saude, no Brasil, entre 2000 a 2010, pelo SINASC-Sistema
de Informacdo sobre Nascidos Vivos, apontava para um aumento da taxa de 6,8% para 7,2% ,
porém esta tendéncia vem sendo sinalizada desde a década de 1990 ( SILVEIRA et al., 2008).

Estudos recentes averiguaram esta prevaléncia, considerando dados de base priméria
e o0s resultados indicaram que estes estdo subestimados, o que torna o quadro mais dramatico
e consideram que houve aumento deste percentual nas ultimas décadas, colocando o pais no
mesmo patamar dos paises de baixa renda (SILVEIRA et al., 2013), com prevaléncia de
11,7%, observando os percentuais de 11,8% e 9,4% para paises de baixa e média renda,
respectivamente (WHO, 2012).

Os dados séo de potencial importancia, considerando que a prematuridade constitui-
se como principal causa de morbidade e mortalidade neonatal, e responsavel por 75% das
mortes neonatais, sendo a causa mais frequente de morbidade neonatal, relacionada aos
distarbios respiratdrios, complicacGes infecciosas e neuroldgicas. A reducdo da prematuridade
tem se constituido um dos principais objetivos da Obstetricia (FONSECA et al., 1999;
RADES et al., 2004; SANTOS et al., 2008).

Atualmente, esta alta prevaléncia de nascimentos prematuros tem consistido em
inquietacdo face as complicagbes trazidas, além de apresentar repercussdes sociais,
econbmicas e financeiras, esta Gltima de grande influéncia, pois interfere diretamente no custo
de internagdes, leitos de unidade de terapia intensiva, medicamentos, entre outros (SILVEIRA
etal., 2013).

Multiplos fatores de risco sdo conferidos ao parto prematuro e/ou baixo peso ao
nascer (GRANVILLE-GARCIA et al.,, 2012). Dentre estes, foram constatadas fortes
evidéncias que ligam a doenca periodontal a condi¢es sistémicas (INABA; AMANO, 2010),
e quando estas ocorrem com mulheres em periodo gestacional pode ser reconhecida como um
fator de risco para a prematuridade e baixo peso ao nascer (GONZALES-MARIN et al., 2011,
SHANTHI et al., 2012).

As variaveis tipo de gravidez, nimero de consultas pré natal, escore de apgar no 1°
ao 5° minuto e o baixo peso foram associados a ocorréncia de prematuridade (MELO;
CARVALHO, 2014).

Spallicci et al. (2000) também abordando varidveis maternas, indicaram a
hipertensdo arterial, o antecedente de prematuridade, a rotura prematura da membrana e o
numero de consultas pré-natal como significativas para o parto prematuro. O tabagismo,
etilismo, pré-natal incompleto, violéncia fisica e psicologica também foram sinalizados
(VASCONCELOS et al., 2012).
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Porém, dados epidemioldgicos apontam que 30 a 50% dos casos de prematuridade
sdo desencadeados por infeccdo a distancia (BITTAR; ZUGAIB, 1993; PASSINI JUNIOR,;
NOMURA,; POLITANO, 2007), dentre estas infec¢des sistémicas agudas estdo a rubéola,
encefalite, pneumonia e infeccdo do trato genitourinario, que teriam a acapacidade de alcancar
a unidade fetoplacentaria, ocasionando alteragdes importantes como hemorragia focal que
leva a pobre perfuséo fetal, necrose e restricdo do nascimento (ZANATTA et al., 2007).

Nesta conjuntura, a prematuridade e o baixo peso ao nascer sao eventos considerados
de extrema importancia para a salde da mée e da crianga, portanto, reforca a questdo da busca
dos fatores de risco (OLIVEIRA et al., 2010).

Collins et al. (1994) em experimento com animais, analisou os efeitos dos
lipossacarideos sobre a gravidez em hamsters, com dois micro-organismos, entre estes, a
Porphyromonas gingivalis. Concluiram que a exposicdo materna a estas bactérias (aos
lipossacarideos) poderia induzir efeitos deletérios sobre o desenvolvimento do feto. Nesta
linha, os autores citados publicaram nova pesquisa, que tinham como foco a avaliacdo dos
mediadores inflamatérios, e depararam com um aumento acentuado de prostaglandinas
(PGE2) e fator de necrose tumoral alfa (FNT - o), e peso menor para os animais do estudo.

Offenbacher et al. (1996) apresentou um estudo de grande repercussao para esta
tematica, apontando a doenca periodontal como de forte associacdo com resultados adversos
na gravidez. Mulheres gravidas foram examinadas apds o parto e foi encontrado associacdo
significativa entre periodondite e mulheres que tiveram bebés prematuros e baixo peso ao
nascer, resultado diferente daquelas que tiveram filho a termo. A hipotese de patdgenos
advindo do periodonto e caracteristicos da doenca periodontal (anaerébios e gram negativos)
e a associacdo com endotoxinas e mediadores inflamatdérios maternos poderiam estar
relacionados a este evento.

Para Vettore (2006) estes resultados geraram interesse pois apresentaram um
importante odds ratio de 7,9 para as mulheres gravidas com doenca periodontal e
prematuridade e baixo peso ao nascer.

Moimaz et al. (2009) afirmaram que ha um risco temporario aumentado para
mulheres gestantes quanto ao desenvolvimento de complicagdes periodontais, quadros de
gengivite e periodontite sdo frequentemente encontrados. Na gravidez ha um aumento dos
niveis hormonais, de estrogénio e progesterona, principalmente deste Gltimo, resultando
mudangas na permeabilidade vascular, clinicamente com possivel edema gengival e aumento

do fluido crevicular. A producdo de prostaglandina também pode ser estimulada,
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possibilitando o processo inflamatorio gengival. A prevaléncia da doenca periodontal na
gravidez baseada em observacdes clinicas varia de 35 a 100%.

Basavaraju; Durga; Vanitha (2012) avaliaram a flora microbiana oral anaerdbia em
mulheres gravidas antes e ap6s o parto, comparando-as com o grupo controle. Detectaram as
seguintes bactérias anaerébias em mulheres gravidas: Prevotella intermedia, Tanerella
forsithya, Porphyromonas gingivalis. No grupo controle e ap6s o parto observaram também
0s micro-organismos Vielonella e Peptoestreptococcus. A gravidez tem efeitos significativos
no tecido peridontal, e a presenca de hormdnios, principalmente a progesterona, influencia as
reacOes locais, potencializando alteracbes como o sangramento gengival e consequente
gengivite.

Frequentemente os relatos de gengivite estdo relacionados as alteracbes do
periodonto na gravidez (YALCIN et al., 2002).

Por sua vez, Dasanayake (1998) concluiu que condi¢do periodontal insatisfatoria é
fator de risco para RNBP. Embasou-se na avaliacdo do efeito da satde bucal inadequada das
gestantes no momento do parto sobre o peso do RN e verificou que mdes com RNBP
ganharam menos peso durante a gestacao e apresentaram menos areas saudaveis de gengiva e
mais areas com sangramento gengival e calculo dentario.

Na gestacdo, sugere-se que o comprometimento periodontal pode ser potencializado
por alteracBes hormonais, como ja descritas acima, mas outros fatores, como as deficiéncias
nutricionais, estado transitorio de imunodepressdo, e as condi¢cBes locais de higiene
concorrem também para a exacerbacdo das condicdes (ROSELL et al., 1999: AMAR,
CHUNG, 2000; HONKALA; AL-ANSARI, 2005).

Offenbacher et al. (1998) expressaram que a infeccdo periodontal causada por
bactéria anaerdbia gram-negativa poderia servir como um continuo reservatério para
translocacdo hemaética do micro-organismo, que chegaria até a placenta. Por meio dos
lipopolissacarideos decorrentes da infeccdo periodontal haveria o desencadeamento da
sintese de PGE2 e TNF- « pelas células corioamnidticas e posterior indu¢ao do parto pré
termo, e a agressao imunologica induzida por micro-organismos periodontais, por meio dos
mediadores inflamatorios produzidos localmente nos tecidos inflamados, devido a alta
vascularizagdo, poderiam entrar na corrente sanguinea atuando como fonte sistémica de
citocinas fetotdxicas (DANTAS et al., 2004; ALMEIDA et al., 2006; ZANATTA et al., 2007;
MACHIAVELLLI; PIO, 2008; SERT et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013).

A doenca periodontal, de natureza similar as infecgdes geniturinarias, caracteriza-se

pela proliferagcdo de microorganismos gram-negativos dos tecidos periodontais. Mediadores
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inflamatdrios que ocorrem nas doencas periodontais, como a IL-1, TNF-a e as PGs, também
possuem uma participacdo importante na iniciacdo do trabalho de parto, sendo considerados
mecanismos biologicamente plausiveis que podem ligar as duas condicdes (ARAUJO et al.,
2005).

A problematica referente ao processo fisiologico que desencadeia o trabalho de parto
deve ser considerada e € objeto de intensas discussdes, uma vez que nao esta definida a causa
primaria do seu determinismo. No parto normal, a ruptura da membrana ocorre apos o inicio
das contragBes uterinas, induzidas por mediadores inflamatorios como as prostaglandinas
(PGE); no inicio do trabalho de parto sdo encontradas concentra¢fes aumentadas da PGE2 no
liguido amniotico; sendo que uma das teorias mais bem delineadas para explicar o
determinismo do parto é a teoria Prostaglandinica (DAVENPORT et al., 2002).

Um dos mecanismos desta plausibilidade consiste no entendimento de que os micro-
organismos que causam a doenca periodontal, principalmente aqueles anaerébios gram-
negativos, concorrerem como fator de risco para partos prematuros e baixo peso ao nascer, e a
associacdo de espécimes bacterianas, potencializam o risco (AFRICA; KAYITENKORE;
BAYINGANA, 2010).

Na india, Chakki et al.(2012) corrrelacionaram o baixo peso do bebé no nascimento
com a idade da mae (IM), indice de placa (IP) e indice periodontal comunitario (CPI).
Concluiram que a periodontite foi significativamente associada (p <0,0005), com a reducdo de
peso de nascimento.

Em relacdo as caracteristicas dos micro-organismos envolvidos, Li et al.(2011) que
investigavam mecanismos de associa¢do destes com o BPN, estudaram especificamente o
lipopolissacarideo (LPS) produzido pelo Actinobacillus actinomycetemcomitans, e este teve a
capacidade de induzir a apoptose em trofoblastos humanos pela via mitocondria-dependente e
concluiram que esta implicacdo poderia contribuir para a patogénese da periodontite associada
ao baixo peso ao nascer.

Todavia, estudos envolvendo populagtes especificas, como os realizados na Malasia
por Ali e Abidin (2012), ndo atestaram a periodontite como fator de risco para pré-termo e
baixo peso ao nascer, utilizando-se a determinacéo de indices periodontais.

Vogt et al. (2010), em estudos no Brasil, propuseram a avaliacdo da doenca
periodontal e a associagdo com resultados perinatais adversos, por meio de um estudo de
coorte que acompanhou 327 gestantes de baixo risco, divididas em grupos com e sem doenca
periodontal. Foram utilizados indices de placa e sangramento gengival a sondagem,

profundidade clinica de sondagem, nivel clinico de insercdo e retracdo gengival (exame
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periodontal abaixo de 32 semanas de gestacdo). As taxas de nascimento prematuro (PTB),
baixo peso ao nascer (BPN), pequenos para a idade gestacional (PIG) recém-nascidos e
ruptura de membranas (RPM) foram avaliados utilizando-se indices de Risco (IC 95%) e
fracOes de risco atribuivel a populacdo. Constatou-se que a doenca periodontal foi um fator de
risco para a PT, BPN e PROM (ruptura previa da membrana) entre as brasileiras gestantes de
baixo risco.

Muitos trabalhos para debater esta relacdo doenca periodontal e prematuridade, tem
trabalhado a detec¢do dos micro-organismos na placenta e/ou em seus anexos, para tanto
considera-se que a placenta representa uma intima unido parabidtica dos tecidos materno e
fetal, desenvolvendo uma complexidade de funcbes, entre estas, a homeostasia dos
intercdmbios materno-fetais, producdo de hormoénios e integracdo dos requerimentos
hormonais dos dois organismos. Nos casos de infeccdo, considera-se que a principal funcéo
do orgdo é a de barreira fisica, que adia, mas ndo impede o transito de patdégenos ao produto
da concepcdo. Vias de infeccdo sdo descritas, sendo as mais debatidas, as vias ascendentes ou
transmembranosa, onde a invasdo dos micro-organismos da-se pelo saco amniético, roto ou
integro e a via hematogénica, onde a invasdo ocorre por meio do sangue materno, via
circulacdo feto-placentaria (GARCIA; AZOUBEL, 1986).

Para Garcia; Azoubel (1986) a presenca de infiltrado inflamatério no cordéo
umbilical tem como evidéncia a exposicdo do feto a infeccdo intra-uterina ou mesmo
acometimento infeccioso do feto. Estes eventos podem causar aborto, morte fetal e neonatal,
doenca neonatal, parto prematuro, malformacdes, doencas da infancia e retardo de
crescimento., requerendo métodos rapidos para diagndstico.

A infec¢do bacteriana constitui-se em causa de morbidade e mortalidade neonatal.

O trabalho proposto por Miglioli (2003), propds triagem de agentes etiolégicos de
possiveis septicemias congénitas no sangue do corddao umbilical e placenta, por meio de
hemocultura e cultura de tecido placentario, em casos de gestacdo considerada de risco.
Verificou que as taxas de identificacdo de sequencias génicas das bactérias por meio do PCR
foram maiores na placenta, todavia concluiu que tanto no sangue, como na placenta a PCR foi
menos sensivel, porém muito mais especifico.

Katz et al. (2009) testaram a hip6tese de que patdgenos periodontais poderiam estar
presentes e afetarem a placenta humana em casos de corioamnionite. Utilizaram a
imuncitoquimica e a partir desta identificaram a presenca de antigenos de Porphyromonas
gingivalis em tecidos placentarios. Houve um aumento expressivo na intensidade de

coloracdo imunoldgica de tecidos seccionados a partir de mulheres com corioamnionite em
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comparacdo com aquelas que experimentaram uma gravidez normal . Sugeriram que este
micro-organismo pode colonizar tecido placentario, e a presenca do mesmo pode contribuir
para o parto prematuro.

O objetivo do estudo de Ovalle et al. ( 2009) foi determinar a relacdo entre doenga
periodontal, infeccdo bacteriana e patologia placentaria, com 0 nascimento prematuro.
Observaram em seus resultados que a presenca de doenca periodontal e infeccdo bacteriana
ascendente esta associada ao parto prematuro. A idade média das mulheres pesquisadas foi de
26 anos (n=54), gravidas entre 24 e 34 semanas, com diagnostico de trabalho de parto
prematuro sem causa clinica débvia. Os resultados apontaram prevaléncia da doenca
periodontal de 93,2%. Houve invaséo do liquido amnidtico pelas bactérias estudadas, entre
elas a Porphyromonas gingivalis, em 27,1% das pacientes. A prevaléncia da infeccdo
ascendente foi de 83,1% e em 72,9% das mulheres foi associada com doenca periodontal. Em
sintese, 0s autores do trabalho evidenciam a forte associacdo da doenca periodontal
generalizada com a prematuridade e a presenca conjunta da doenca periodontal e infeccao
bacteriana ascendente com o parto pré-termo.

Feitosa (2011), analisou a prevaléncia da doenca periodontal e de
periodontopatdgenos (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucletaum e Tannerella forsythia ) nos sitios relacionados com as vias
ascendentes ( boca para vagina e &amnio) e hematogénica (boca para parénquima placentario)
da infeccdo de anexos fetais, visando a relacdo com corioamnionite e desfecho reprodutivo
ruim. Observou elevada prevaléncia de doenca periodontal, corioamnionite e de todos 0s
desfechos reprodutivos ruins nas pacientes analisadas, todavia apenas a Porphyromonas
gingivalis e a Fusobacterium nucletaum foi concomitantemente observadas em dois ou mais
sitios, analisando também que as bactérias periodontais podem atingir o parénquima
placentério, mas nao foi permitido a associa¢do com vilosite.

Swati et al. (2012) procuraram também nesta linha de pesquisa, descobrir evidéncias
isolando patdgenos periodontais especificos em amostras orais e de tecido placentario
utilizando material de mées hipertensas e normotensas em parto via cesariana. Dentre as
bactérias estudadas estavam a Porphyromonas gingivalis e a Agregatibacter
actinomycetemcomitans, 0s resultados levaram a observacdo de que a prevaléncia de
periodontopatdgenos foi mais evidenciada nos grupo hipertenso que no controle, ainda estes
micro-organismos foram detectados em todas as amostras da placa sub-gengival e placenta

estudadas, independentemente do status da doenca periodontal. Nesta concepc¢éo, considera-
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se que a colonizacdo oral de bactérias gram-negativas anaerobias tem sido apontada como um
fator de risco para parto prematuro de bebés de baixo peso (AFRICA et al., 2010).

Hasegawa-Nakamura et al. (2011), contextualizaram que a Porphyromonas
gingivalis pode ser encontrada no liquido amniotico e na placenta de mulheres com doencas
obstétricas, para tanto cultivaram células do cérion estimuladas com o lipopolissacarideo da
Porphyromonas gingivalis verificando a expressdo do gene que codifica o receptor (TLR-2)-
Tool like receptor-2. PCR em tempo real foi utilizado para avaliar a expressdo de mRNA dos
genes TLR-2 e o Tool like receptor — 4 (TLR-4), nas células, sendo ainda medidos 0s niveis
de interleucina-6 e interleucina-8 nos sobrenadantes de cultura, pelo método de ELISA. Como
resultado obtiveram que a Porphyromonas gingivalis foi detectada em tecido coridnico de 06
mulheres (n=23), duas com ameaca de parto prematuro, duas com gravidez multipla e duas
com placenta prévia, constatando que o lipopolissacarideo da Porphyromonas gingivalis
induziu a producao das interleucinas, IL-6 e IL-8 via TLR-2 em células derivadas do corion.

Sert et al. (2011) objetivaram a avaliacdo dos niveis de soro de interleucina (IL)-1p,
IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral (TNF)-a, fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), factor de crescimento placentério (PIGF), e receptor VEGF soltvel (SVEGFR) -1 e -
2 na associacdo entre doenca periodontal e resultados adversos da gravidez. Participaram
mées que tiveram bebés a termo, pré termo, baixo peso ao nascer e mulheres ndo gravidas,
relacionando as mdes com idade gestacional e peso da crianga. Houve coleta de sangue
venoso para avaliagdo do soro ( IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, VEGF, PIGF, ¢ sVEGFR-1 e -2
niveis). Verificaram que os niveis séricos de IL-1B, VEGF, e sVEGFR-1 e -2 pode ter um
efeito potencial sobre o mecanismo da associacdo entre doenca periodontal e resultados
adversos na gravidez.

Muitos estudos foram realizados neste sentido. Gonzales Marin et al. (2011)
determinaram o0s niveis e propor¢do das bactérias periodontais em aspirado gastrico neonatal,
provenientes de gravidez com alguma intercorréncia importante. O trabalho também verificou
se 0s micro-organismos poderiam ser encontrados em amostra oral e vaginal de maes, através
de PCR e, consequentemente, detectaram a presenca da Porphyromonas. gingivalis em
amostras colhidas dos neonatos.

Haje et al. (2011), através de ensaio clinico com mulheres coreanas, objetivaram a
confirmacdo das associagbGes entre comportamentos de salde bucal, periodontite e pré-
eclampsia e concluiram que a pré-eclampsia poderia estar associada as condi¢fes materno-

periodontal e limpeza interdental.
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Avila et al. (2011) estudaram a doenca periodontal em mulheres gravidas com
doenca valvar reumatica, relacionando-a a risco de endocardite infecciosa a maior taxa de
nascimento prematuro e a baixo peso ao nascer. Realizaram o exame periodontal (por
profundidade de sondagem, margem gengival, nivel clinico de insercéo, sangramento e indice
de placa gengival) e da analise microbioldgica realizada em amostras de soro e fluido
gengival, considerados controles positivos para Porphyromonas gingivalis, Agregatibacter
actynomycetencomitans e Tanerella forsythia. Metade destas mulheres apresentavam doenca
valvar reumatica e metade era saudavel (n=140). Os resultados entre elas foram compativeis.

Takeuchi et al. (2013), em estudos que buscaram verificar se o grau de inflamacéo
periodontal apresentava relacdo com o crescimento fetal (foi realizada avaliacdo do fémur)
com 0 peso ao nascer e 0 tempo de nascimento, ap6s tratamento periodontal da mae,
concluiram que a profundidade de sondagem (PPD) e nivel clinico de inser¢do (CAL)
aumenta significativamente o risco de parto prematuro e/ou baixo peso ao nascer. No entanto,
PPD e CAL nem sempre refletiam a inflamacéo do tecido periodontal atual. Consideraram ser
apropriado o indice de sangramento na sondagem (BOP) como indicador de inflamacéo
periodontal. Estes recrutaram 203 gestantes (idade média de 31,8 + 4,5 anos), incluindo 20
pacientes com inflamacédo periodontal e 183 controles com periodonto saudavel. Parametros
de crescimento fetais, bem como condi¢Ges periodontais foram registrados. A idade
gestacional perinatal foi de 39,4 £ 1,3 semanas; 8 tiveram criancas pré-termo e 12 tiveram
uma crianga com baixo peso ao nascer. Os resultados da andlise de regressdo multipla
stepwise indicaram que o comprimento do nascimento apresentou correlacdo negativa com o
BOP% (B = -0,175, p = 0,002). Os parametros de comprimento do fémur ao nascimento do
feto e 0 peso dentre as maes com inflamacdo periodontal baixa foram significativamente
maiores do que daqueles dentre as maes com inflamacéo periodontal alta (p <0,05). A taxa de
BPN no grupo com inflamag&o periodontal elevada era significativamente maior do que no
grupo de baixa inflamagao periodontal (p <0,05).

O tratamento da doenca periodontal tem sido estudado como uma medida preventiva.
Neste sentido, Polyzos et al. (2010) utilizou a técnica da raspagem e alisamento da raiz dos
dentes afetados durante a gravidez, na tentativa de uma associacdo com reducdo de partos
prematuros, porém o procedimento ndo foi considerado uma forma eficiente para esta
reducdo. Corroborado por Rosa et al. (2012), que demonstraram que o tratamento periodontal
de rotina durante a gravidez ndo pode ser considerado como eficaz na reducdo da incidéncia

de parto prematuro e do baixo peso ao nascer.
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Em um estudo de intervencdo, Mitchell-Lewis et al. (2000) avaliaram o efeito do
tratamento periodontal sobre o nascimento de RNBP. Analisaram 130 gestantes, em que 45
tiveram a condicdo periodontal observada durante a gravidez e receberam tratamento
periodontal (raspagem subgengival, alisamento radicular e instrugdo de higiene bucal) e
outras 85 gestantes que foram examinadas pos-parto, ndo recebendo tratamento periodontal
anterior ao parto. A prevaléncia total de RNBP (<2.500g ou IG <37 semanas) foi 14,6% (19
casos). Os nascimentos prematuros com peso 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. Desta forma os autores concluiram
gue o tratamento periodontal em gestantes pode substancialmente reduzir o risco de PPT e
RNBP.

Estudos envolvendo tratamentos ndo cirdrgicos no segundo trimestre da gestacdo
foram propostos por Oliveira et al. (2012), mas estes ndo observaram reducdo de risco de
parto prematuro ou de baixo peso ao nascer.

Porém, OLIVEIRA et al. (2010) em estudo de revisdo de literatura por meio da
busca de artigos da base Medline/Pub med, escritos em inglés, entre 1998 a 2009 constataram
diferentes resultados e concluiram, que a maioria dos estudos em que foi empregado o
tratamento ndo cirdrgico periodontal, este reduzia a incidéncia de bebés prematuros e com
baixo peso.

Boutin et al. (2012), nesta mesma linha, por meio de estudos randomizados, com
mulheres submetidas a tratamento periodontal, outras sem nenhum tipo de tratamento, em
estimativas agrupadas, ndo observaram reducdo significativa de parto prematuro com o
tratamento periodontal. Todavia, houve uma heterogeneidade consideravel entre os estudos,
que poderia ser explicada pelo risco de polarizacdo, o nivel de rendimento, ou pelo uso de
bochechos de clorexidina como uma co-intervencdo nesta pesquisa. Nao obstante, o uso diario
de bochechos de clorexidina foi associado com reducdo de parto prematuro e com a
heterogeneidade moderada entre os cinco estudos incluidos. Alertaram que a clorexidina
utilizada para bochechos como agente preventivos deve ainda ser objeto de mais avaliagdes.

Konopka e Paradowska-Stolarz (2012) em estudo na Polbnia, realizaram uma meta-
analise, correspondente a 15 estudos de caso-controle, 1 estudo prospectivo e 6 estudos de
coorte sobre a influéncia da periodontite na prematuridade e baixo peso ao nascer. Estes
ensaios, provenientes de 4 continentes (Europa= 8; América do Sul = 7; América do Norte =
4; Asia = 3), envolveu 12.047 mulheres gestantes. O odds-ratio global que relacionava

nascimento prematuro, baixo peso ao nascer para as maes com periodontite, no modelo de
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efeitos aleatérios foi de 2,35 (1,88-2,93, p<0,0001). Para baixo peso ao nascer, foi de 1,5
(95% CI: 1,26 -1,79, p=0,001) e para partos prematuros foi -2,73 ( 95% CI: 2,06 -3,6,
p<0,0001). Frente aos resultados,sugeriram novos estudos, considerando a hipdtese da

periodontite como fator independente de nascimento prematuro e baixo peso ao nascer.

2.4 Micro-organismos relacionados

2.4.1 Porphyromonas gingivalis

Trata-se de bactéria anaerdbia estrita, gram-negativa de primordial importancia como
patdégeno periodontal, que se desenvolve quando ha decréscimo da pressdao de oxigénio,
precedida pela acdo de colonizadores primarios. Caracterizam-se por possuir mecanismos de
protecdo contra o estresse oxidativo, o que faz com que este micro-organismo sobreviva
dentro das bolsas periodontais, mesmo quando exposto a condi¢bes aerobicas. Pode ser
encontrada em proporg¢des reduzidas em individuos sem perda de insercdo clinica, podendo
ser reconhecida como parte da microbiota normal (MEURIC et al., 2010; BOISVERT,;
DUNCAN, 2010)

A Porphyromonas gingivalis € um cocobacilo, reconhecido como um agente
etiologico principal da doenca periodontal, relacionado a periodontite crénica, exibindo uma
variedade de fatores de viruléncia (GROEGER et al., 2010), intimamente associados com
formas generalizadas desta doenca (SHAIK-DASTHAGIRISAHEB, 2010).

Esta envolvida também nas infec¢Ges do canal radicular. A invasdo de células nao
fagociticas pela Porphyromonas gingivalis € um evento que pode ocorrer, sinalizando o
carater oportunista do micro-organismo, que pode multiplicar-se no citoplasma e permanecer
dentro da célula, fato este que pode estar ligado a sustentacdo da cronicidade da lesdo do
periodonto e pode tornar mais dificil o seu reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro,
0 que pode levar a multiplicacdo e disseminagdo nos tecidos adjacentes (WANG et al., 2010).

Apresenta fatores de viruléncia diversos, assim como outros micro-organismos,
relacionados a sua aderéncia aos tecidos hospedeiros, protecao a resposta imune, bem como a
mecanismos de destruicdo tecidual. Tais determinantes da viruléncia acontecem também
devido a uma variedade de enzimas produzidas em seu metabolismo (BAINBRIDGE et al.,
2010). Tais enzimas sdo liberadas no meio onde o micro-organismo se instala, manejam as

vias de sinalizacdo celular, garantindo que 0 mesmo permaneca no meio intracelular.
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Produz varios tipos de enzimas proteoliticas, incluindo Arg-gingipain (Rgp) e lys-
gingipain (Kgp), colagenases, e uma Dipeptidyl aminopeptidase V. Embora estas enzimas
tenham fungdes fisioldgicas para Porphyromonas gingivalis, elas tém sido sugeridas por
desempenhar fungBes multiplas no processo patogénico da periodontite. Com efeito,
proteases da Porphyromonas gingivalis hidrolisam uma variedade de proteinas sorolégicas e
teciduais, contribuindo assim para neutralizar o sistema de defesa imune e podem causar a
destruicdo dos tecidos (GRENIER ; LA, 2011).

O processo de internalizacdo da Porphyromonas gingivalis em células epiteliais
gengivais € mediado pelas fimbrias, na adesdo e invasao, envolve a producdo de gingipainas e
uma gama de proteinas (SHOJI et al., 2011; DASPHER et al., 2012). Estas fimbrias sdo
componentes filamentosos inseridos e distribuidos sobre a superficie celular da bactéria, que
atuam na fixacdo do micro-organismo nas células do hospedeiro. O gene FimA, responsavel
pela codificacdo da fimbrilina (sub unidade proteica da fimbria), sdo classificados em seis
gendtipos (tipo I, tipo | b, tipo II, tipo I, tipo IV, tipo V) com base na sequéncia de
nucleotideos (WANG et al., 2010).

Incluem nos fatores de viruléncia, a presenca das lipoproteinases, e hemaglutinina, e
alguns destes fatores estdo associados com a formacéo de biofilme, no entanto, 0 mecanismo
exato de formacdo deste é ainda desconhecido. A pigmentacdo das coldnias de bactéria em
placas de agar sangue esta relacionada com a sua viruléncia (YAMAGUCHI et al., 2010).

A nutricdo do patdgeno é feita por canais especiais ou poros formados por porinas,
que sdo proteinas. Apresenta ainda um lipopolissacarideo na membrana, denominado LPS
(ZARIC et al., 2010), que confere propriedades antigénicas. O fator contribuidor em tornar a
bactéria resistente, se deve exatamente pelas caracteristicas da capsula polissacaridica, que
atua como um depdsito de agua e nutrientes.

Esta funciona também como uma barreira para o reconhecimento pelo sistema imune
do hospedeiro. A capsula interfere para uma diminui¢do nos niveis de transcri¢do dos genes
que codificam a interleucina - 1B, interleucina-6 e interleucina -8 em fibroblastos, fato que
contribui significativamente para enfraquecer a resposta do hospedeiro, permitindo a
permanéncia do patdogeno (BRUNNER et al., 2010). A opsonizacdo é afetada pela sua
reducdo e ocorre a potencializagdo da resisténcia & fagocitose pelos leucécitos, permitindo a
sobrevivéncia do micro-organismo.

Quanto aos processos bioldgicos, a apoptose constitui-se como fundamental para os
organismos multicelulares para extinguir células infectadas, que permitird ao organismo

assegurar a homeostase. Foi demonstrado em estudos in vitro que a Porphyromonas
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gingivalis tem potencial para induzir a apoptose de fibroblastos, linfécitos, células endoteliais
e epiteliais da gengiva. Porém, dois comportamentos podem ocorrer, dependendo da
quantidade de bactérias e o tempo de exposi¢do, se 0 quantitativo de bactéria for baixo e
tempo de exposigdo curto, ocorre invasdo bacteriana e decorrente inibicdo da apoptose,
porém se houver aumento de bactérias e maior tempo de exposicao, a apoptose podera ocorrer
(STATHOPOLOU et al., 2009).

Myzac et al. (2014), em estudo aprofundado sobre Porphyromonas gingivalis
destaca que este periodontopatdgeno tem a capacidade de aderir a célula hospedeira,
internalizando-se pela membrana (rafts lipidicos), incorporando-se por intermédio dos
primeiros fagossomos, ativando a autofagia celular para fornecimento de um ambiente
favoravel a replicacdo, enquanto suprime a apoptose. O vacuolo replicante contém as
proteinas da célula hospedeira que foi adquirida por autofagia, contribuindo para o
mecanismo de sobrevivéncia do patdgeno.

Alguns estudos procuraram identificar possivel relacdo com a patogénese de doencas
sistémicas. Recentes ensaios conduzidos por Rohner et al. (2010) envolveram a artrite
reumatoide (AR) e relacdo do envolvimento da P. gingivalis com a apoptose. Os pacientes
com AR exibiram frequentemente doenca periodontal, que estd associada com patégenos
como a Porphyromonas gingivalis. Propuseram assim analisar os efeitos diretos de
Porphyromonas gingivalis em apoptose de condrdcitos humanos (uma caracteristica de
doencas inflamatdrias articulares) para propor uma inter-relacdo da patogénese da AR com a
infeccdo. Condrocitos primarios foram infectados com Porphyromonas gingivalis e
analisados utilizando anexina-V, 7AAD, e iodeto de propidio e examinados por citometria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia. A ativacdo de caspases e fragmentacdo de DNA foram
determinadas por analise de Western blot e reacdo de tunel. Os dados apontaram que
Porphyromonas gingivalis promove o0s estagios iniciais e posteriores da apoptose nos
condrécitos humanos primarios, o que pode contribuir para a lesdo articular que ocorre na
patogénese da artrite reumatoide.

Dentro do hospedeiro humano, a maioria do ferro € encontrada no interior das
hemacias na forma de hemoglobina, proteinas do heme ou ferritina. Quantidades pequenas de
ferro extracelular também sdo complexadas a proteinas ferro-ligantes, principalmente
ferritina, que é achada no soro e lactoferrina presente dentro da superficie das mucosas. O
nicho da Porphyromonas gingivalis estd compreendido juntamente com outras espécies no
sulco gengival, uma area que experimenta flutuacfes na temperatura, no pH, na osmolaridade

e na disponibilidade de nutrientes. Elas podem invadir, se reproduzirem e persistirem a altas
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densidades nas células epiteliais da gengiva. Ha evidéncias de que o componente da saliva
denominado LF-T Lactoferrim pode exibir atividade antimicrobiana contra formas
plancténicas da Porphyromonas gingivalis em concentracGes mais elevadas, inibindo também
a formacdo do biofilme e reduzindo-o em condigdes fisiologicas in vitro e in vivo
(WAKABAYASHI et al., 2010).

Estudos conduzidos por Okada et al. (2010), utilizaram o beta-bloqueador
propranolol no tratamento de perda 6ssea alveolar induzida pela infeccdo da P. gingivalis,
com o objetivo de examinar o envolvimento dos nervos simpéticos na destruicdo periodontal,
pelo entendimento de que a noradrenalina liberada a partir de terminais nervosos simpaticos
liga-se a receptores especificos adrenérgicos em celulas imunes. O bloqueio dos beta-
receptores no tecido periodontal, pelo uso do propranolol, inibiu a diferenciacdo dos
osteoclastos e impediu a perda 6ssea alveolar induzida pela infeccdo por Porphyromonas
gingivalis. Segundo os autores, estes resultados indicam que o sistema nervoso simpatico esta
envolvido no desenvolvimento da periodontite e sugerem que a modulacdo do sinal simpético

por beta-bloqueadores permite o controle do metabolismo do osso alveolar.

2.4.2 Aqgregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € gram negativo, capnofilico, fermentador
de carboidratos. Apresenta coldnias diafanas, e expde estrutura interna em forma de estrela,
gue tem seu aspecto determinado quando da observacdo de emissdo de pseudopodos, o0 que
provavelmente confere o aspecto estrelado (GASPARETTO et al., 2000), apresenta fimbrias
na superficie que favorecem o mecanismo de adesdo. Estudos o relacionam com casos de
periodontite agressiva (GOULART et al., 2010) e de periodontite cronica (ROMAN-
TORRES et al., 2010; CORTELLI JR. et al., 2010). Este coloniza a cavidade oral como
agente localizador e causador da periodontite agressiva de radpida progressdo que afeta
individuos jovens, aumenta a profundidade da bolsa periodontal, perda dssea alveolar e
infeccdo do sitio periodontal (DOGAN et al.,, 2008; KACHLANY, 2010). Pode estar
presente em individuos clinicamente saudaveis no aspecto periodontal.

A leucotoxina procede das toxinas RTX - repeats in toxin, referindo-se as regides C
terminais das toxinas que sdo ricas em repeticOes de glicina e aspartato) que produzem a
hemolisina e apenas alguns micro-organismo a possuem, dentre estes o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. As RTX possuem 116 KDa, codificadas em uma estrutura unica, o

operon rtx cromossémico, formado por quatro genes (Ltxc, Ltxa, Ltxb e Ltxd), e tem a
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propriedade de causar citotoxidade em neutrofilos e macréfagos. Existe um comportamento
diferenciado dos genes, destes, o LtxA tem influéncia capital na atividade citolitica da
leucotoxina, observando que existem cepas que produzem quantidade superior de toxina do
que aquelas cepas consideradas menos leucotoxicas. Os outros genes também assumem
papéis que operacionalizam a acdo do micro-organismo, enquanto o gene Ltxc é responsavel
por codificar uma proteina capaz de ativar a leucotoxina produzida pelo gene Ltxa, 0s genes
Ltxb e Ltxd codificam peptideos que participam do transporte do produto para a superficie
celular bacteriana. A sua secrecdo ocorre ap0s o reconhecimento de uma sequéncia sinal
localizada no C-terminal da proteina (KACHLANY, 2010; JOHANSSON, 2011).

Roman-Torres et al. (2010) observaram que ha uma significativa perda de insercao
periodontal em pacientes com alta producdo de leucotoxina, quando comparados a pacientes
com uma pequena variedade leucotoxica ou pacientes que ndo foram infectados, levando ao
entendimento de que a producdo da leucotoxina pelo Aggregatibacter actinomycetemcomitans
seja um mecanismo usado pela bactéria para desviar uma resposta imune do hospedeiro.

Recentemente, a toxina distensora citoletal — CDT - Cytolethal distening toxin foi
descoberta. A CDT afeta varios tipos de células, inibindo a proliferacdo e induzindo a morte
celular. Age por meio da modificacdo morfolégica nas células alvo, podendo inibir o
crescimento das células epiteliais, endoteliais e fibroblasticas, bem como linfocitos T e B,
prejudicando irremediavelmente a resposta do hospedeiro. Tanto a RTX como a CDT néo séo
produzidas por outras espécies de bactérias conhecidas que colonizam a cavidade oral. A
CDT codificada pelo operon cdt em Aggregatibacter actinomycetemcomitans constitui-se na
Unica toxina bacteriana assinalada, capaz de levar o DNA das células alvo a um dano imediato
(MAYER et al., 1999; ANDO et al., 2010).

O Aggregatibacter actinomycetemcomitans apresenta antigenos de superficie
determinantes dos diversos sorotipos que caracterizardo cada espécie, variando de A a F,
estando relacionados com a patogenicidade. Constata-se assim uma heterogeneidade clonal na
viruléncia entre as diversas cepas, levando a observacdo de que um individuo com um
sorotipo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, venha ser colonizado por diferentes
gendtipos bacterianos, 0 que pode ocasionar modificacbes decorrentes da desagregacao
colonial. Podendo ocorrer no processo de captacao e incorporacdo gendmica de fragmentos de
DNA extracelular, por transformacdo bacteriana, o aparecimento de linhagens clonais
genotipicamente  diferentes, influeciando sobremaneira o status da viruléncia.
Consequentemente, o0 aparecimento dos clones estrutura a populacio de A.

actinomycetemcomitans com sorotipos diferentes A, B e C. Dentre o0s sorotipos mais



42

expressivos esta o sorotipo B, denominado JP2, altamente leucotdxico, caracterizado por uma
delecdo no par de bases de posicdo 530, que é responsavel pelo gene da regulacdo da
producdo e expressdo da leucotoxina. Pacientes portadores do clone desta tipagem
apresentam estagios mais avancados da doenca. Este é particularmente isolado em populacGes
africanas (ROMAN-TORRES et al., 2010).

Em estudos com caucasianos, Claesson et al. (2011) constataram que o JP2 pode
estar presente nesta populacdo. Sua presenca foi detectada em individuos mais velhos. Por
outro lado, Sakellari et al. (2011), investigaram a distribuicdo destes sorotipos do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e prevaléncias em amostras subgengivais de
individuos gregos, mas nao foi detectado o JP2 nesta populacéo.

Estudos avaliando a presenca e funcéo dos anticorpos sistémicos, para a leucotoxina,
produzida pelo Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram realizados na Suécia, em
individuos de meia idade, com fatores médicos relacionados a doencas cardiovasculares.
Amostras de soro foram examinadas contra anticorpos para leucotoxina, através de western
blot. Investigou-se também a capacidade de neutralizacdo da leucotoxicidade em ensaio de
atividade leucotoxina e cultura de células leucémicas. Os resultados mostraram uma alta
prevaléncia de anticorpos contra a leucotoxina produzida pelo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na populacdo analisada. Estes anticorpos foram correlacionados com
a capacidade de neutralizacdo da leucotoxina, bem como com os titulos de ELISA de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans especifico IgA e 1gG. Além disso, niveis elevados
de anticorpos para leucotoxina foram correlacionados com o aumento da idade, mas ndo com
parametros de doenca periodontal ou fatores de risco cardiovasculares. Concluiu-se que 0s
anticorpos sistémicos anti-leucotoxina do Aggregatibacter actinomycetemcomitans, eram
comuns nesta populacdo adulta sueca. Estes anticorpos podem contribuir para limitar os
efeitos sistémicos da infeccdo (BRAGE; HOLMLUND, JOHANSSON, 2010).

Raslan et al. ( 2011) abordaram o conhecimento das inter-relacfes bacterianas e sua
associacao com a condicéo clinica periodontal , em relacdo a manobra terapéutica. Avaliaram
a distribuicdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em relacdo a duas espécies
bacterianas membros dos complexos Vermelho e Laranja, bem como a relacdo entre a
combinagdo de cepas leucotoxicas de  Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia com o aparecimento clinica da doenga.
Concluiram que individuos com periodontite agressiva exibiram maiores frequéncias de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, e ainda que a presenca de

Porphyromonas gingivalis e/ou Prevotella intermedia ndo potencializou a patogenicidade das
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cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade, pois tal
combinacéo foi somente acompanhada de maior inflamacéo.

As bacteremias ocorrem geralmente em condi¢cBes onde a doenca periodontal esta
presente e podem estar associadas a doencas sistémicas (MC NICOL; ISRAELS, 2010). Entre
estas, temos as endocardites infecciosas. Wang et al. (2010), descreveram o curso clinicoe a
evolucdo de pacientes com infeccdo invasiva pelo Aggregatibacter actinomycetemcomitans
em um periodo de 19 anos (1985-2004) e onze pacientes apresentaram complicacGes
significativas. Observaram que as lesdes da cavidade oral foram os provaveis portais de
entrada, e nestes incluem-se dentes com carie, periodontite ou radioterapia de campo orelha,

nariz e garganta.

2.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

Segundo Nascimento et al. (2010), a reacdo em cadeia de polimerase por tempo real,
considerando os ultimos anos, configurou-se como uma técnica de bastante uso na
investigacdo bioldgica, principalmente pela capacidade de amplificacdo e deteccdo
simultaneas de quantidades muito pequenas de sequéncias especificas dentro de uma mistura
complexa de DNA.

Para Simonato et al. (2007) que comparou dois métodos utilizados para obtencao do
DNA a partir de material parafinado, as técnicas de otimizacdo para extracdo de DNA e
posterior utilizacdo na Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) proporcionam a investigacao
diagnostica, mesmo quando o DNA esta presente em pequenas quantidades, considerando,
entretanto, que devem ser analisados de forma adequada. Resquicios de saliva, esfregacos
bucais, sangue, bulbos capilares, tecidos incluidos em parafina, 0ssos, gotas de esperma séo
utilizados e podem fornecer informacgdes importantes quando da utilizacdo dos métodos.

Comparacdo entre cultura bacteriana e PCR em tempo real para teste diagnostico
para patdgenos periodontais foi abordada por BEDRAN et al. (2010), contextualizando que a
metodologia da PCR envolve a técnica de PCR convencional e PCR em tempo real, esta
ultima acompanha o aumento do produto do PCR por meio de amostras enzimaticas,
possibilitando a deteccdo de um nimero muito pequeno de patdgenos, apresentando uma
maior especificidade e sensibilidade, nos quais ndo estdo no limite da deteccdo da cultura

bacteriana , observando ainda que tem sido utilizada para identificar patégenos periodontais,
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entre eles, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema
denticola, Tannerella forsythia.

Para Miglioli (2009) existem poucos trabalhos fazendo uso da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real, na busca de amplicons de agentes bacterianos, afirmacédo esta em
estudo que utiliza a técnica usando material colhido do aspirado gastrico e traqueal de recém
nascidos. Sugere que os hospitais devam ter laboratério de biologia molecular para
desenvolvimento de técnicas que propiciem o diagndstico preciso e precoce de agentes

infecciosos.

2.6 Justificativa

E fato que a doenca periodontal ainda traduz-se como um dos principais problemas
de satde bucal nos continentes, principalmente em paises onde a promocdo e a prevencao
ainda nao foram completamente incorporadas como medida de carater coletivo e individual.

A pluralidade dos fatores que a determinam caracterizam a complexidade,
envolvendo uma microbiota variada, com micro-organismo distintos quanto aos fatores de
viruléncia. Aggregatibacter actinomycetencomitans e Porphyromonas gingivalis pertencem a
microflora e ambos estdo relacionados com a doenca periodontal em diferentes estagios,
apresentando caracteristicas que o0s colocam no interesse médico-cientifico direto,
considerando-se as toxinas produzidas, bem como as leucotoxinas do Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e as enzimas proteoliticas do Porphyromonas gingivalis. Estes, em
situacOes especificas apresentam-se como patdgenos de envolvimento sistémico ligados a
gravidez e a prematuridade.

No Brasil, 0 nascimento prematuro é um problema configurado e a analise dos
fatores de risco tem sido apontada pelos pesquisadores como prioritaria, potencializada pelo
fato de que nestes fatores de risco estdo envolvidas as gestantes classificadas em um primeiro
momento como de baixo risco.. Uma das alternativas relacionadas a medidas preventivas e de
operacionalidade na préatica seria o tratamento preventivo odontoldgico em todas as mulheres
gravidas. Alguns estudos ja trazem esta afirmacdo constatando que ha reducdo dos bebés
prematuros e baixo peso ao nascer . Todavia, ndo ha referéncias conclusivas sobre a relacdo
gue determina a ocorréncia de partos prematuros por esta causa especifica, ou como também
sobre beneficios diretos em relacdo ao tratamento preventivo periodontal como fator

profilatico da prematuridade. Portanto, sugere-se no presente trabalho a intensificacdo do
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desenvolvimento de mais pesquisas e estudos de referéncia, considerando-se o estouro da

producdo bibliografica mundial atual neste sentido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as relagbes de prematuridade e doenca periodontal através da deteccdo de
DNA gendmico de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans em

biofilme bucal materno e tecido placentario.

3.2 Objetivos Especificos

a) Desenhar oligonucleotideos iniciadores para a deteccdo de Porphyromonas
gingivalis atraves de PCR em tempo real (PCRtr).

b) Desenhar oligonucleotideos iniciadores para a deteccdo de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans através de PCRir.

c) Desenvolver uma PCRtr para amplificacdo de fragmentos alvos dos genomas de
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans em biofilme de
exsudato de sulco gengival materno, tecido placentério e sangue de corddao umbilical.

d) Desenvolver uma RT-PCRtr para o estudo da expressdo dos mRNAs que
codificam a RNA polimerase do Porphyromonas gingivalis e a leucotoxina do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a partir de RNA total de tecido placentario.

e) Avaliar amostras de tecido placentario positivas para PCRtr através de
microscopia confocal.

f) Comparar os resultados obtidos das diferentes metodologias aplicadas nos

espécimes avaliados, relacionando a prematuridade com a doenca periodontal.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Gestantes

Foram incluidas neste estudo mulheres que tiveram parto prematuro no Hospital
Universitario da UFMS (n=19), Campo Grande — Mato Grosso do Sul, no periodo
compreendido de janeiro 2013 a abril de 2014. Os critérios de inclusdo foram: (1) Mulheres
em parto prematuro, < 36 semanas de gestacdo; (2) Presenca de dentes nos quatro quadrantes
da arcada dentéria; (3) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pela parturiente
(ou responsavel, quando menores de idade) (APENDICE A). Para identificacdo dos perfis das
gestantes foi aplicado questionario e realizada a avaliag&o clinica periodontal (APENDICE B
e C). As exclusbes foram feitas somente em caso da ndo obtencdo do consentimento. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa de Seres Humanos da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) — Protocolo N°2273 CAAE -0345.0.049.000-11 —
ANEXO A.

4.2 Coleta de Amostras

As amostras coletadas neste estudo foram advindas de trés locais: sangue do cordédo
umbilical (n=13), placenta (n=19) e biofilme dental (n=12) de dezenove pacientes,
totalizando 44 amostras dos espécimes alvos. O numero de amostras coletadas para cada
especime foram diferentes devido a oportunidade de coleta estar relacionada a situacdo de
parto. Vale ressaltar que nove (09) mulheres tiveram a triade completa coletada (sangue do
corddo, placenta e exsudato do sulco gengival). Além destas, foram também analisadas
amostras de DNA gendémico de hilo placentario de arquivo (n=64), gentilmente cedidas por
Migliolli (2003). Resumidamente para as dezenove mulheres, 600 ul de sangue total de
corddo umbilical, foram coletados em tubo heparinizado. Ao mesmo tempo, tecido
placentario do hilo (~300 mg) foi obtido com bisturi e colocado imediatamente em microtubo
contendo 500 pul de RNA later- RNA Stabilazation Solution Soln. (Ambion). Amostras de
biofilme no exsudato do sulco gengival materno foram obtidas por meio de pontas de papel
absorventes esterilizadas, técnica adaptada da proposta por Gaetti Jardim Jr et al. (2008).
Para isto, a coleta foi feita pela propria pesquisadora. As pontas de papel eram introduzidas
em dois sitios, buscando inicialmente o sulco gengival inflamado e caso ndo fosse detectado,

a coleta era realizada no sulco aparentemente sadio. O papel absorvente no sulco foi deixado
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permanecer por um (1) minuto. As amostras de placenta e exsudato em cone de papel foram
coletadas em duplicata, mantidas em microtubo, contendo a solucdo RNA later e

posteriormente armazenadas em frezzer a -86°C, até o procedimento de extragdo do DNA.

e
o us vl

Figura 3 - Fluxograma de coleta dos espécimes, Campo Grande-MS, 2014

4.3 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico das amostras de sangue do corddo umbilical e
exsudato do sulco gengival, foi realizada segundo o método de Grimberg et al. (1989), com
algumas modificagcBes realizadas no Laboratério de Fisiologia Molecular e Gendmica
Funcional (NUFIGEN-ICB-UFMG). Resumidamente, 300 pl de sangue ou ~500 pul de lavado
da ponta do cone absorvente de sulco gengival (i.e. a ponta do cone em RNA later era
centrifugada a 5.000 rpm/ 30 min / 4°C. O sedimento ressuspenso em Tamp&o de Lise
Celular. As amostras foram colocadas em microtubos de 2ml, lavadas 1x em 1ml de tampao
de lise celular e centrifugadas a 4.000 rpm/5 min./ 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em 400ul de tampéo de digestdo de proteinas contendo Proteinase K
(250 ng/pl) e as amostras foram incubadas a 55°C por pelo menos 2 horas, acompanhadas por
agitacdo a cada 30 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/5 min/4°C.
O sobrenadante foi transferido para outro tubo, acrescentado 200 ul de 7,5 M LiCl,, agitado
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por 5 segundos, colocado no gelo por 10 min e centrifugado a 13.000 rpm/15 min./ 4°C. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e transferido para novo tubo de 1,5 ml. O DNA
gendmico foi precipitado pela adicdo de 1 ml de 100% etanol seguido de centrifugacdo a
13.000 rpm/15min./ 4°C. O pellet de DNA foi lavado com 1 ml de 70% etanol e centrifugado
novamente. Apds o descarte do etanol o pellet de DNA foi deixado secar por ~30 min. e
ressuspendido em 12ul de tampédo TE pH 7,5 para amostras de sulco gengival e 60ul para
amostras de sangue.

Ap0s a extracdo, 0 DNA gendmico foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoVue
Plus Spectrophotometer - GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Aliguotas de

aproximadamente 10 ng de cada amostra foram utilizadas para PCRitr.

4.4 Extragdo de RNA e DNA de Placenta

4.4.1 Extracdo do RNA total e tratamento com DNase:

Extracdo do RNA total e tratamento com DNase das amostras de placenta foi realizada
para verificar a presenca ativa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis, através da expressdo dos mRNAs da leucotoxina e da RNA polimerase,
respectivamente. Para cada extracdo do RNA total utilizou-se ~300 mg de tecido placentério.
O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Stat-60 ®, segundo protocolo descrito pelo
fabricante. O RNA total foi ressuspenso em 25 ou 50 pl de 4gua DEPC tratada, e uma
aliquota de 2 pl utilizada para quantificagdo no NanoVue Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) em OD = 260 nm. Aliquotas de amostras de RNA total
foram em seguida, tratadas com Dnase | (TURBO DNA-free kit, Ambion Inc., Foster,
California, USA) para eliminagdo de tracos de DNA genbmico, extraidas com fenol,
precipitadas com isopropanol e o pellet de RNA DNase tratado foi lavado com etanol e
ressuspenso em H20 DEPEC (&gua ultra-pura, tratada com o inativador de RNases,
dietilpirocarbonato). Ap6s o tratamento com DNase, as aliquotas foram quantificadas
novamente a 260 nm para posterior utilizacdo na RT-PCR.

4.4.2 Extracdo do DNA genbmico:




50

O DNA gendmico das amostras de placenta foi obtido pela extracdo da fase organica
proveniente da primeira etapa de extracdo de RNA pelo método do Stat-60 ®, seguindo-se o
protocolo do fabricante.

4.5 PCR em tempo Real

4.5.1 Oligonucleotideos iniciadores especificos:

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para deteccdo da presenca de
DNA gendmico dos micro-organismos Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(KOLODRUBETZ et al., 1989) e Porphyromonas gingivalis (WATANABE et al., 2011)
através de PCR em tempo real (PCRtr) e estudo da expressao dos mRNAs da Leucotoxina e
da RNA polimerase, respectivamente, por transcri¢do reversa (RT) e PCR em tempo real
(RT-PCRtr), foram estudados, desenhados e selecionados a partir de analises das sequéncias
descritas no GeneBank, utilizando-se o programa Blastn do site NCBI

(http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Os iniciadores foram sintetizados na empresa IDT

(Integrated DNA technologies; http:/mwww.idtdna.com). Os primers foram recebidos liofilizados,

ressuspendidos em H,O S.F. e aliquotados para armazenamento a -20°C, em estoques de 100
pmol/ul. Solugdes de primers para uso foram diluidas a 10 pmol/ul. Os controles endégenos
normalizadores utilizado foram o gene alvo da 3-actina humana (Primers selecionados: P1 =
5'-tcacccacactgtgcccatctacga-3' e P2 = 5'-cagcggaaccgctcattgccaatgg-3' para um amplicon de
295 pb), e 0 RNA ribossomal S26 humano (hss26for = 5'- tgt gct tcc caa gct gta tgt gaa -3' e
hss26rev = 5'- cga ttc ctg act act ttg ctg tg -3'; fragmento alvo de 75pb), previamente
padronizados no NUFIGEN/ICB-UFMG.

4.5.2 PCR em tempo real

As amostras de DNA ou cDNA resultantes da RT (item 4.5.3) foram utilizadas na
PCRtr. A PCRtr foi realizada no equipamento PRISM® 7500/ABI Sequence Detection
System, utilizando-se o protocolo de reacdo descrito pelo SYBR Green PCR Master Mix Kit
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram aplicadas em placas
de 384 pocos (ABI PRISM® 384-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em um volume final de reacdo de 10 pL cada. Aliquotas
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de 0,8 pL de template das amostras foram pipetadas em cada canaleta da placa, adicionando-
se posteriormente, 9,2 uL de sybr Mix (5 uL do SYBR Green PCR Master Mix Kit, 0,06 puL
de cada primer (senso e anti-senso a 10 pmol/ul) e &gua estéril filtrada (g.s.p. 10 ul). A placa
foi selada com adesivo dptico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacdes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte
ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min;
[estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. Para confirmagdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados por PCR em Tempo Real, curvas de dissociagdo, como parte do programa
estabelecido no PRISM® 7500/ABI e os fragmentos amplificados foram posteriormente
visualizados através de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata
(CARVALHO et al., 2000).

4.5.3 Transcricdo reversa (RT):

A RT para sintese de sScDNA (DNA complementar de fita simples) foi realizada a
partir de 700 ng de RNA total (item 4.4.1) em volume final de reacdo de 21 pL por amostra.
Resumidamente, 700 ng de RNA foram pre-incubados a 70°C por 10 minutos com 10 pmol
de cada primer reverso, especifico para os genes alvos em estudo, juntamente com 10 pmol
de primer oligo dT18 (Invitrogen), seguido de armazenamento em gelo na bancada. Em
sequida, 11 pl do mix de enzima transcriptase reversa (40 U) em tampédo RT (KCI 50 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 8,4) contendo 2 pL de dNTP mix (10 mM de cada) foram incubados a
45°C por 1 hora, com a solucdo de RNA e primers previamente descrita. A reacdo foi
finalizada a 4°C e imediatamente utilizada na PCRtr. Todos os reagentes foram provenientes

da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR).

4.6 Microscopia confocal

Para a avaliagdo microscépica confocal, cinco fragmentos de placenta humana com
aproximadamente duzentos miligramas e positivas para Porphyromonas gingivalis, foram
fixadas por imersdo em solucdo de formaldeido a 4% em tampéo fosfato a 0,05M pH e 7,2,
por 24 horas, a 4°C. Apos este periodo, as amostras foram lavadas por varias vezes em tampao
fosfato a 0,05M e pH 7,2, e armazenadas a 4°C. Os fragmentos foram desidratados em série
crescente de alcoois e infiltrados em parafina para posterior inclusdo. Ap6s polimerizagdo dos

blocos, foram obtidos cortes histologicos de 3 e 5 um de espessura, utilizando-se navalhas de
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vidro (preparadas em Knife maker da LKB, modelo 7880B), no micrétomo Reichert Jung
(mod. 1140 / Autocut). Apds terem sido distendidos em agua destilada, os cortes foram
colocados em laminas histoldgicas, desparafinados em xilol e secos em chapa quente a 60°C.
As laminas foram lavadas duas vezes com PBS (Tampéo fosfato-salino) e incubadas por 1
hora em solucgéo de blogueio (0,9% pbs + 1% bsa (albumina sérica bovina ) + 5 % goat sérum
(blocking solution) + 0,5% triton (4-(1,1,3,3-tetrametilbutilfenil-polietileno glicol)). Ap0s 0
tratamento, os tecidos foram incubados com (phalloidin-green (1:20), DAPI ((2-(4-
amididinofenil)-1H-indol-6-carboxamidina) (1:500) e PI (lodeto de Propidio) (1:800)), por 1
hora. As laminas foram lavadas com PBS novamente e montadas com balsamo do Canada. O
material foi analisado no microscopio invertido LSM 510 Axiovert 200 M, fabricado pela
Carl Zeiss. As imagens digitais obtidas foram tratadas para ajuste de tons de cinza, contraste,
brilho e foco, utilizando-se o programa Adobe Photoshop CS4. Em seguida, essas imagens

foram montadas em pranchas utilizando-se o programa Adobe Illustrator CS4.

4.7 Andlise estatistica

Para a quantificacdo relativa foi realizada uma analise comparativa da expressao dos
transcritos dos genes alvo com o controle enddgeno, utilizando-se o método CT comparativo
(Livac; Schmiltgen, 2001) onde o controle endégeno foi utilizado para normalizar a expressdo
dos genes alvos (média do CT gene alvo — média do CT controle endogeno) gerando o ACT.
Utilizando-se o ACT calculou-se 0 AACT (ACT amostra — ACT do calibrador (amostra de

~ACT
2

referéncia). Ao final aplicou-se a formula para determinacdo dos niveis relativos de

expressao de cada gene alvo.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao dos primers especificos

Os primers selecionados para diagnéstico e estudos de expressdao por PCRtr da
Leucotoxina de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e RNA polimerase da
Porphyromonas gingivalis, sdo apresentados na tabela 1. As sequéncias alvos foram
pesquisadas exaustivamente no Blastn, os oligonucleotidios iniciadores sense e anti-sense de
aproximadamente 21-24 nt contendo ~ 50% GC (figuras 4 e 5) foram determinados. Os

amplicons alvos variaram de 72 pb a 254 pb.

Tabela 1 - Oligonucleotidios iniciadores selecionados, tamanho (nt) e fragmento alvo (pb),
para a deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis através de PCRtr, Campo Grande —MS, 2014

Iniciadores Sequéncia de oligonucleotidios Tamanho  Fragmento
(nt) alvo
(pb)
ACOMLEUKFOR 5-CTAGG T ATT GCG AAA CAATTT G-3°, 22
254
ACOMLEUKREV 5’-CCT GAA ATT AAG CTG GTA ATC-3". 21
PGINGFORO01 5'- GAT GCA TAA CGA CGA GCT TCT CGT -3' 24
183
PGINGREV02 5- CAC TGC AGA CCA AGAGCT TCATGT -3' 24
PGINGREV03 5-ACG TTATCT GCG GTC ACCTCATTC-3' 24 72 (01+03)

(nt) — nucleotideo, (pb) — pares de base.

Os resultados do perfil das mulheres quanto as varidveis sdcio-demograficas, riscos obstétricos, sadde bucal
materna e varidveis neonatais estdo contidos no APENDICE D
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FRAGMENTO ALVO PARA PCR DE 254 PB

ACOMLEUKFOR>>>ctaggtattqcgaaacaatttgategtycyagaatqctigaggaatactcgaaac
(ctitaagaaatttgttataacggcgatagtttacttggtcaatictacaaaaatacagggatcqcagatgetgegatta
caacgattaacactqtattaagtyctattocagcaggggttggtgcagecteegeeggtictttagttggtgcgecaat
Cogtttgttagtoagtocoattaccagettaatticagi<<<ACOMLEUKREV

Figura 4 - Oligonucleotideos iniciadores e respectivos amplicons para deteccdo de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans através PCRitr.
* Sequéncia original obtida de Kolodrubetz et al., (1989)

FRAGMENTO ALVO PARA REAL TIME (183 PB)

PGINGREV02>>>cactgcagaccaagagcttcatgtccgcggcctctttccaagagacaaccaaggtg
ctgaatgaagcagctatctgtggtaagaccgactacctggaaggactgaaggaaa
(PGINGREV03)>>>>acqgttatctgcggtcacctcattccggecggtactggtttgcgegatt<<<<<
< acgagaagctcgtcgttatgcatc (PGINGFORO01)

FRAGMENTO ALVO PARA REAL TIME (72 PB)

>>>>acgttatctgcggtcacctcattccggecggtactggtttgcgegatt<<<<<<acgagaagctcgtcg
ttatgcatc

Figura 5 - Oligonucleotideos iniciadores e respectivos amplicons para detecgdo de
Porphyromonas gingivalis através de PCRItr.
* Sequencia original obtida de Watanabe et al., (2011).
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5.2 Resultados da PCRtr e avaliacéo

Para desenvolvimento da PCRtr para diagndstico e estudos de expressdo génicas de
Leucotoxina e RNA polimerase, foram extraidas amostras de DNA genémico e RNA
quantificados como descrito anteriormente, apresentados no Apéndice E, para espécimes de
exsudato de sulco gengival (n=12; 369+119 ng), placenta (n=19; 8134+5427ng) e sangue de
corddo umbilical (n=13; 83+32,5 ng).

As amostras de DNA foram testadas para a presenga dos micro-organismos e 0s
resultados da amplificacdo dos fragmentos alvos demonstrando a especificidade dos primers
selecionados, pelas curvas de amplificacdo e de dissociacdo na PCRtr da figura 6.

Algumas amostras positivas e negativas da PCRtr, escolhidas aleatoriamente, estdo
demonstradas nos géis de poliacrilamida, corados com nitrato de prata, confirmando os
amplicons de tamanhos especificos, mostrados nas figuras 7 a 10. Algumas vezes 0s
amplicons de P. gingivalis apresentaram padrdo eletroforético variavel, provavelmente
sugerindo variabilidade de cepas, o que teria que ser confirmado por posterior
sequenciamento.

A amplificacdo de B-actina em amostras de DNA gendmico foi mais rara nos
espécimes de sangue de corddo umbilical (31%) e biofilmes (83%), devido a variabilidade da
presenca de leucdcitos nestes espécimes (Tabela 2). Amostras de sangue de cordao umbilical
forneceram, praticamente a por¢do do plasma, porque foram congeladas a -80C, ou seja,
poucos elementos figurados do sangue estavam presentes nas aliquotas analisadas. Ainda
assim, o sangue de corddo umbilical foi viavel para a deteccdo de DNA genémico dos micro-
organismos investigados. As placentas apresentaram 95% de detec¢do de B-actina.

As Tabelas 2 a 4 sintetizam o0s resultados e achados de DNA genémico nos
diferentes espécimes dos individuos estudados. Em adi¢do, uma avaliacdo conclusiva dos
percentuais de deteccdo dos micro-organismos é apresentada nas respectivas Figuras 12 e 13,
a partir de cada tabela. A PCRtr apresentou uma detecgdo bastante semelhante de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em torno de 15%, nos trés espécimes, entretanto, as
amostras de biofilme das mées apresentaram o maior percentual de 16,7%. Estes achados
estdo de acordo com os quadros clinicos apresentados na Tabela 5 e Figura 14,
demonstrando os resultados da avaliagéo periodontal das mées. Os dados mostram a presenca
de 50% de sangramento, 83% de calculos e 17% de formacdo de bolsa. Por outro lado a
prevaléncia de Porphyromonas gingivalis foi elevada nos espécimes estudados, isto €, 100%
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no sangue de corddo umbilical, 95% no tecido de hilo placentario e 83% dos biofilmes de
sulco gengival materno. O Quadro 2 concentra todos os achados supra citados.

A Aplicacdo da PCRtr do presente trabalho na triagem de placentas foi tambeém
realizada em DNA gendomico arquivado no NUFIGEN (MIGLIOLI, 2003), proveniente de
pacientes com historico de infeccdo pré-natal. Os resultados desta triagem sdo apresentados na
Figuras 15, mostrando as curvas de amplificagdo dos fragmentos alvos dos genes da
leucotoxina de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e do gene alvo da RNA polimerase
da Porphyromonas gingivalis, respectivamente. Os dados mostram que das 64 placentas de
pacientes com suspeita de infeccdo pre-natal selecionadas aleatoriamente, 2 (3,1%) foram
positivas para Agregatibacter e 32 (50%) positivas para Porphyromonas. Os dados

novamente mostram uma prevaléncia placentaria de Porphyromonas gingivalis (figura 16).

5.3 Resultados de RT-PCRtr e microscopia confocal

A Figura 17 mostra os resultados tipicos obtidos pela RT-PCRtr a partir de RNA
total de placenta. Este estudo visou a avaliacdo da expressdo da Leucotoxina e da RNA
polimerase de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis,
respectivamente, apds corre¢cdo com o normalizador S26 RNA ribossomal humano. As
respectivas curvas de dissociacdo a direita caracterizam a especificidade dos primers. O
resultado da expressao relativa destes genes por amostra, é apresentado na Figura 18. Os
dados mostram que dentre as 16 amostras de placenta avaliadas, 5 (31%) apresentaram
expressao de Leucotoxina da Agregatibacter, e 12 (75%) apresentaram a expressdo de RNA
polimerase especifica da Porphyromonas gingivalis (Tabela 6). Estes achados mostram que
nas placentas PCRtr positivas para estes micro-organismos existe uma grande porcentagem de
bactérias viaveis, isto €, expressando proteinas relevantes para sua proliferacdo neste
espécime. Além disto, a RT-PCR mostra que amostras de placenta ndo positivas inicialmente
para Agregatibacter, apresentaram expressdo de sua proteina de adeséo, a leucotoxina.

Todos os dados deste trabalho indicam uma prevaléncia de Porphyromonas
gingivalis nos espécimes estudados. Além disto, os dados de microscopia confocal
apresentados na Figura 19 reforcam estes achados, sugerindo a presenca de material genético
bacteriano. A foto micrografia confocal das vilosidades da placenta materna apresentaram
células trofoblasticas contendo sinais de formacdo de vacuolos significativos quanto a
presenca de bactérias e material genético extra-nuclear, sugestivo de Porphyromonas

gingivalis. As células foram coradas com phalloidin green para actina (cores verde e azul). O
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material genético foi corado com DAPI (-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-carboxamidina) e PI

(lodeto de Propidio) verde e vermelho.

Figura 6 - Resultados tipicos obtidos pela PCRtr. As letras A, B e C representam as curvas de
amplificagdo dos fragmentos alvos para [-actina humana, Leucotoxina da
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e RNA polimerase da Porphyromonas
gingivalis, respectivamente, a partir de alicotas de DNA genémico de placenta. D,
E e F demonstram as respectivas curvas de dissociagdo que caracterizam a
especificidade dos primers.
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SANGUE PLACENTA SULCO
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Figura 7 - Resultado tipico de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata de PCRtr para diagnostico em trés espécimes de fontes diferentes. (B) f
actina; (A) Aggregatibacter actinomycetemcomitans e (P) Porphyromonas
gingivalis. (M) marcador 50 pb DNA ladder. As amostras sdo de trés pacientes
distintos que apresentaram positividade para Porphyromonas gingivalis (Fragmento
alvo de 72 pb). O fragmento de 254 pb da B actina € levemente observado em

placenta e sulco gengival.
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50 pb |

Figura 8 - Resultado tipico de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata da PCRtr. (M) marcador 50 pb DNA ladder; (B) p-actina; (A)
Aggregatibacter actinomycetemcomitans; (P) Porphyromonas gingivalis. Os
amplicons de 254 e 72 pb, para B-actina e Porphyromonas gingivalis,

respectivamente, sdo demosntrados em exsudato de sulco gengival de uma mesma
mée.
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SANGUE PLACENTA SULCO

Figura 9 - Resultado tipico de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata da PCRtr. (M) marcador 50 pb DNA ladder; (B) B -actina; (A)
Aggregatibacter actinomycetemcomitans; (P) Porphyromonas gingivalis. O
amplicon de 72 pb € demosntrado em todos os espécimes obtidos da mesma mae
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Figura 10 - Resultado tipico de eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata da PCRtr para diagnéstico de Aggregatibacter Actinomycetemcomitans.
(M) marcador 50 pb DNA ladder; (8 e 9) amostras de sangue de cordao
umbilical, (21, 32) amostras da placenta e (37) exsudato de sulco gengival,
apresentaram-se negativas. Amostra 34 de exsudato de sulco gengival de uma
mée apresentando positividade.
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Tabela 2 - Resultado de deteccdo de R-actina por PCRtr em diferentes espécimes, sangue do
corddo umbilical (s), hilo placentario(p), exsudato do sulco gengival materno,
Campo Grande — MS, 2014

Amostra Sangue de cordéo Tecido do hilo Exsudato do sulco
() umbilical placentario  gengival materno (sg)
(s) ()
01 - + +
02 - + -
03 + + #
04 - + +
05 - + +
06 - + +
07 # + +
08 - - -
09 + + +
10 # # +
11 # + #
12 - ++* n
13 # # +
14 + + #
15 # + #
16 # + #
17 # + #
18 - #* ++* +
19 + + #
(n=19) (n=13) (n=19) (n=12)
Positivas 4 18 10
(%) 30,7 94,7 83,3

(a) referéncia da amostra; (s) sangue de Corddo umbilical; (p) hilo placentario; (sg) exsudato de sulco gengival
materno e respectivos resultados (+) amostra positiva (-) ndo detectado, e (#) ndo se aplica; HU/UFMS, MS,
2013/14;*Gemelaridade, a mesma mée com duas coletas distintas de sangue e placenta;
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Figura 11 - Resultado de deteccdo de R-actina por PCRtr em diferentes espécimes, (s) sangue
de Cordao umbilical (n=13); (p) hilo placentario (n=19); (sg) exsudato de sulco
gengival materno (n=12) e respectivos resultados positivos em percentuais,
Campo Grande - MS, 2014
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Tabela 3 - Resultado de deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans por PCRtr em
diferentes espécimes: (a) referéncia da amostra; (s) sangue de Corddo umbilical ;
(p) tecido do hilo placentario; (sg) exsudato de sulco gengival materno, Campo
Grande -MS, 2014

Amostra Sangue de cordéo Tecido do hilo Exsudato de sulco
() umbilical placentéario gengival materno (sg)

(8) (P)

01 - - "

02 - - -

03 + - #

04 - - -

05 - - -

06 - - -

07 # - -

08 - - -

09 ; - T

10 # # -
11 #

12 - % __* _

13 # # -

14 - -

15

16

18 - #* ++* -

#
#
17 # +
#
+

19 - #

(n=19) (n=13) (n=19) (n=12)

Positivas 2 03 2

(%) 153 158 16,7

(+) amostra positiva, (-) ndo detectado e (#) ndo se aplica; *Gemelaridade, a mesma méae com duas coletas
distintas de sangue e placenta
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16,7%
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Figura 12 - Resultado de deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans por PCRtr
em diferentes espécimes, (s) sangue de Corddo umbilical (n=13); (p) hilo
placentario (n=19); (sg) exsudato de sulco gengival materno (n=12) e
respectivos resultados positivos em percentuais, Campo Grande - MS, 2014
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Tabela 4 - Resultado de detec¢do de Porphyromonas gingivalis por PCRtr em diferentes
espécimes: : (a) referéncia da amostra; (s) sangue de Corddo umbilical ; (p)
tecido do hilo placentario; (sg) exsudato de sulco gengival materno, Campo
Grande - MS, 2014

Amostra Sangue de cordao Hilo placentario Exsudato de sulco
€) umbilical p) gengival materno (sg)

(s)

01 "

02

03

04

+

05

06

07

08

09

10

+| |+ F| | | | ] ] ]+

M| | H| I | | H| H| +]+

11

+
+
*

12 +4*

13

14

15

16

17

18 + H#* +4*

H*
|+ | | | | 4| || ] | ] |+

+| 3| | | |+
+

19 +

(n=19) (n=13) (n=19) (n=12)

Positivas 13 18 10

(%) 100 947 83,3

(+) amostra positiva, (-) ndo detectado e (#) ndo se aplica; *Gemelaridade, a mesma mée com duas coletas
distintas de sangue e placenta
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Figura 13 - Resultado de detec¢do de Porphyromonas gingivalis por PCRtr em diferentes
espécimes, (s) sangue de Corddo umbilical (n=13); (p) hilo placentéario (n=19);
(sg) exsudato de sulco gengival materno (n=12) e respectivos resultados
positivos em percentuais, Campo Grande — MS, 2014
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Tabela 5 - Resultado da avaliagdo periodontal, codigo da mae, e referéncia a presenca (+),
auséncia (-), ndo se aplica (#) quanto a sangramento, calculo e bolsa periodontal,
Campo Gande - MS, 2014

Cddigo Mae Sangramento Calculo Bolsa
A + + +
B - - -
C # # #
D - + -
E - + -
F - + -
G + + +
H + + -
| - + -
J + + -
K # # #
L1* - - -
L2* # # #
M + + -
N # # #
0] # # #
P # # #
Q # # #
R1* + + -
R2* # # #
S # # #
(n=19) (n=12) (n=12) (n=12)

Positivas 6 10 2

(%) 50,0 83,3 16,7

*Codigo para a mesma mae/gemelaridade e numeragdo correspondente ao bebé;
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Figura 14 - Avaliagdo periodontal materna (n=12) referente a sangramento, célculo e bolsa, e
respectivos resultados positivos em percentuais, Campo Grande-MS, 2014.
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Quadro 2 - Resultado de deteccdo de R-actina, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis por PCRtr em diferentes
espécimes, por amostra e expressdo relativa da Porphyromonas gingivalis e avaliacdo periodontal materna de sangramento, calculo
e bolsa, Campo Grande-MS, 2014

Codigo Méae | N°da amostra | B Aa | Pg | N°daamostra | B Aa | Pg | ER | N°daamostra B Aa | Pg | Sang | Calculo Bolsa
Sangue Placenta Pg/B | Sulco gengival
A 6 28 + - + 0,8 37 + + + + + +
B 5 27 + - + 15 39 - - - - - -
C 9 14 + - + 1,5 # # # # # # #
D 12 26 + - + 1,6 44 + - + - + -
B 7 18 + - + 2,0 41 + - - - + -
F 11 20 + - + 1,6 42 + - + - + -
G # 23 + - + 15 35 + - + + + +
H 4 15 - - + # 36 - - 4 4 + -
| 2 24 + - + 1,8 34 + + + - + -
J # # # # # # 43 + - + + + -
K # 16 + - + 1,5 # # # # # # #
L* 10 19 + - + 1,9 33 + - + - - -
L* 13 30 + - + 0,8 # # # # # #
M # # # # # # 38 + - + + + -
N 1 22 + - - # # # # # # # #
) # 29 + - + 1,6 # # # # # # #
P # 31 + - + 0,9 # # # # # # #
Q # 21 + + + 1,0 # # # # # # #
R* 3 17 + + + 14 40 + - + + + -
R* # 32 + + + 1,7 # # # # # # #
S 8 25 + - + 1,6 # # # # # # #
(n=19) (n=13) (n=19) 18 3 18 # (n=12) 10 2 10 6 10 2
(%) 100 30,7 | 15,3 | 100 100 94,7158 | 94,7 | # 100 83,3 16,7 | 83,3 | 50,0 83,3 16,7

Codificgdo por amostra; (s) sangue de Cordao umbilical; (P) amostra de hilo placentério; (sg) exsudato de sulco gengival materno; Nimero da amostra - corresponde a numeragao e disposicdo na placa para PCRtr nos

diferentes espécimes; () B-actina; (Aa) Aggregatibacter actinomycetemcomitans; (Pg) Porphyromonas gingivalis; (+) amostra positiva; (-) ndo detectado (#), néo se aplica. (ER Pg/R) expressdo relativa. %-percentual;

*Gemelaridade, coletas de sangue e placenta distintas;
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Figura 15 - Resultados tipicos obtidos pela PCRtr. As figuras a esquerda representam as

curvas de amplificagdo dos fragmentos alvos para Leucotoxina da
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e RNA polimerase da Porphyromonas
gingivalis, respectivamente, a partir de alicotas de DNA genémico de placentas
de pacientes com suspeita de infeccdo pré-natal selecionadas aleatoriamente
(n=64). Os graficos a direita mostram as respectivas curvas de dissociagdo que
caracterizam a especificidade dos primers.
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Figura 16 — Resultados de detec¢cdo na placenta de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis, por PCRtr em amostras de arquivo de Miglioli, (2003)
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Figura 17 - Resultados tipicos obtidos pela RT-PCRtr. As curvas de amplificacdo dos
fragmentos alvos para S26 humano, Leucotoxina da Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e RNA polimerase da Porphyromonas gingivalis,
respectivamente de cima para baixo a esquerda, a partir de RNA total de
placenta. As respectivas curvas de dissociagdo estdo a direita e caracterizam a
especificidade dos primers.



74

Expressao de mRNA Leucotoxicina

)

< 7015+

[

=

£ o0.010- P

ks =

8 )

S S

S 0.005- e

w

e

o | E= - L)

x ------ : -

W 5. 000 : = [T |
2 9 11 16 19

Amostras de placenta

Expressao de RNApol

Expressao relativa mRNA

=== |l 7% 1
L] T

7 9 11 13 14 15 16 17 18 19
Amostras de placenta

Obs: Amostra 1 e 16 foram diluidas 1:10000 e amostra 18 foidiluida 1:100

Figura 18 - [Expressio de mRNAs para Leucotoxina de Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans e RNA polimerase da Porphyromonas
gingivalis, através de RT-PCRtr. (A) Comparacdo de expressdo de
MRNA para Leucotoxina entre amostras placentarias positivas para a
presenca de Agregatibacter Actinomicetemcomitans. (B) Comparacao de
expressdo de mRNA para a enzima RNA polimerase bacteriana da
Porphyromonas gingivalis. As barras representam os valores relativos de
expressdo obtidos pelo método estatistico de 2“? apés corregdo com o
RNA normalizador enddgeno S26.
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Tabela 6 - Resultado por amostra da expressdao dos mRNAs que codificam a leucotoxina do
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans e RNA  polimerase da
Porphyromonas gingivalis, a partir do RNA total de tecido placentario, por
RT-PCRtr e respectivos resultados, Campo Grande- MS, 2014

Amostra Numeracao Leucotoxina Aggregatibacter RNA polimerase
(@) equivalente actinomycetemcomitans Porphyromonas
Placenta gingivalis
PCRrt

01 14 N D

02 15 D N

03 # # #

04 16 N N

05 17* N N

06 18 N D

07 19 N D

08 20 N N

09 21* D D

10 22 # #

11 23 D D

12 # # #

13 26 N D

14 27 N D

15 28 N D

16 29 D D

17 30 N D

18 31 N D

19 32* D D

(n=19) (n=19) (n=16) (n=16)

Total detectadas - 05 12
Percentual (%) - 31 75

(D) detectado, (N) ndo detectado e (#) ndo se aplica, amostra inviavel neste processamento.
*indicacdo de amostras positivas no PCRtr para Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Figura 19 - Fotomicrografia confocal das vilosidades da placenta materna apresentando as
celulas trofoblésticas e tecido conjuntivo. As setas vermelhas apresentam sinais
de formacdo de vacuolo nas células trofoblasticas, significativas quanto a
presenca de bactérias. As setas brancas indicam a presenga de material genético
extra-nuclear sugestivo de Porphyromonas gingivalis. As celulas foram coradas
com phalloidin green para actina (cores verde e azul). O material genético foi
corado com DAPI (4-amidinofenil) -1H-indol-6-carboxamidina) e PI (lodeto de
Propidio) verde e vermelho.
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6 DISCUSSAO

O intuito do presente trabalho foi avaliar as relacbes de prematuridade e doenca
periodontal em face a sua importancia médica e vasta literatura, sugestivas desta hipotese
(OFFENBACHER et al.,, 1996; JEFFCOAT et al., 2001; DASANAYAKE, 1998;
MITCHELL-LEWIS et al, 2000; GLESSE et al., 2004; INABA, AMANO, 2010;
GONZALEZ-MARIN et al., 2011; SHANTHI et al., 2012). Realizou-se portanto, a deteccdo
de DNA gendmico por PCRtr de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a partir de biofilme de exsudato de sulco gengival materno, tecido
placentario e sangue de corddao umbilical. Para confirmacdo e avaliacdo da presenca e
viabilidade bacteriana nas amostras positivas de placenta, estudos de RT-PCRtr para
expressdao dos mRNAs da RNA polimerase da Porphyromonas gingivalis e a leucotoxina do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans a partir de RNA total foram adicionados, além da
posterior avaliacdo destas amostras de tecido placentario PCRtr positivas por microscopia
confocal.

Os debates desta temética partem da abordagem de maes, entre a 292 e 362 semana de
gestacdo, destas 47,4%, ndo referiam doencas cronicas, e/ ou infec¢cbes no periodo
gestacional, que ligassem a evidéncia da prematuridade. Mundialmente a literatura sinaliza
um elenco de fatores de risco relacionados, porém é consensual que as causas que levam a
prematuridade sdo multifatoriais e complexas (GRANVILLE-GARCIA et al., 2012), o que
esta em concordancia com o resultado obtido.

Conjecturou-se assim, nesta tese, a hipdtese de uma possivel relacdo doenca
periodontal e a prematuridade.

Por meio da avaliagdo clinica das mées, 100% destas apresentavam indicativos de
doenca periodontal. No presente estudo, a presenca do sangramento e de calculo foi avaliada
como indicativo de gengivite, e a periodontite, foi avaliada pela presenca da bolsa
periodontal, ambas as condi¢bes como causa imediata de inflamacdo e classificadas como
doenca periodontal (GESSER; PERES; MARCENES, 2001).

A ocorréncia na gravidez, segundo Moimaz et al. (2009) é frequente, e sinaliza um
risco temporario aumentado para gestantes, apontando as deficiéncias nutricionais, estado
transitorio de imunodepresséo, alteracfes hormonais e as condigdes locais de higiene, como
fatores desencadeadores (ROSELL et al., 1999; HONKALA et al., 2010).
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Ha evidéncia neste grupo pesquisado, principalmente quanto as condicdes locais, que
50% das maes apresentaram sangramento gengival e 83,3% calculo dental, estes s&o indicios
de gengivite, ambas as condi¢Oes séo consideradas causa imediata de inflamacdo, tornando-se
precedente de condi¢cdes mais graves (GESSER; PERES; MARCENES, 2001; ALMEIDA et
al., 2006; ALVES et al., 2007; GONGCALVES, 2010).

Estas médes foram questionadas se apresentavam sangramento gengival, 36,8%
tinham percepgdo da alteracdo, porém, no exame clinico realizado, 50% delas apresentavam o
dado clinicamente. O sangramento € uma manifestacdo que pode ocorrer em gestantes
(YALCIN et al., 2002; MOIMAZ et al., 2009) e acontecer em até 100% de mulheres gravidas
(BASARAVAJU et al., 2012).

O grande percentual de calculo dental visivel (83,3%) leva ao questionamento a
respeito das condicGes locais de higiene destas mulheres, que podem potencializar a reacéo
inflamatdria local e concorrerem para a progressdo da doenca periodontal. O episodio é
significativo, pois 78,9% destas mulheres afirmaram nédo terem sido abordadas pela equipe de
salde que as atendia, com qualquer informacdo de satde bucal e 100% delas sinalizaram ter
necessidade de cuidados odontoldgicos.

Sem a intervencdo direta, seja informativa, educativa e/ou clinica espera-se a
progressdo da doenca (MOIMAZ et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Neste grupo, 16,7%
das maes, tinham bolsa periodontal, referéncia de periodontite, esta caracterizada pela
migracdo do epitélio gengival, e consequente perda 6ssea (ALMEIDA et al., 2006).

O comprometimento do peridonto estd ligado ao acimulo do biofilme dental, que
consiste em uma comunidade microbiana inespecifica, mais de 500 espécies ja foram
identificadas, porém sdo poucas as que estdo ligadas diretamente a doenca periodontal
(WILDERER; CHARAKLIS, 1989; ZANBON, 1996; HAFFAJE; SOCRANSKY, 1994;
SOCRANSKY; HAFFAJE, 1998).

O Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis s&o micro-
organismos vinculados a doenga periodontal, e de atual interesse, considerando o volume de
publicacbes nos continentes e o fato da doenca periodontal ser de alta prevaléncia
mundialmente (SILVA, 2008; NAVES et al., 2009).

Os resultados deste estudo mostraram que todos os espécimes pesquisados foram
viaveis para a deteccdo de DNA gendmico dos micro-organismos investigados. Além da boca,
foram coletados espécimes em outros dois sitios distantes da cavidade bucal. Deteccdo de

micro-organismos em outros locais, que ndo a cavidade bucal, tem sido propostos,
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considerando a afirmacédo de que infeccdes a distancia tém sido indicadas como responavel
30 a 50% dos casos de prematuridade (BITTAR; ZUGAIB, 1993; SLOTS; KAMMA, 2001,
PASSINI JUNIOR; NOMURA,; POLITANO, 2007).

A PCRtr detectou Agregatibacter actinomycetemcomitans, em aproximadamente
15% dos trés especimes, entretanto, as amostras de biofilme das mées apresentaram o maior
percentual de 16,7%.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem sido frequentemente detectado no sulco
gengival da populacdo geral com periodontite agressiva, principalmente devido a expressdo
da leucotoxina, que tem capacidade de destruicdo especifica de neutrofilos e macrofagos,
atuando sobremaneira na resposta imune do hospedeiro (KACHLANY, 2010; GOULART et
al, 2010; BRAGE; HOLMUND, JOHANSSON, 2011; CLAESSON et al., 2011; RASLAN et
al., 2011).

Estudos avaliando mées com parto pré-termo, encontraram taxas consideradas altas
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, que variavam enrtre 45 a 57% no sulco gengival
(MARINHO et al., 2012), diferentes das identificadas neste trabalho. Existe indagagéo, neste
caso, sobre quais fatores poderiam ter influenciado estes resultados nas gestantes, pois esta
bactéria ndo tem sido encontrada em alta prevaléncia em populacbes com gengivite e
periodontite leve a moderada, 0 que sugere uma maior investigacao.

O Aggregatibacter actinomycetemcomitans também mostrou baixos percentuais no
sangue do corddo umbilical e placenta, como mencionado anteriormente. Outras pesquisas
gue consideraram este micro-organismo em sitio distante também tiveram resultados
semelhantes (SWATI et a.,, 2012).

A deteccdo, mesmo que reduzida, destas duas bactérias no sangue do corddo
umbilical pode expressar um processo inflamatério, com possivel exposi¢cdo do feto, este
evento é causa frequente de aborto, morte natal e neonatal, doenca neonatal e parto prematuro.
Dai a necessidade de métodos rapidos para diagndstico de infeccdo, especialmente nos partos
de prematuros. As vias ascendente e hematogénica sdo cogitadas neste tipo de ocorréncia
(GARCIA; AZOUBEL, 1986).

A prevaléncia de Porphyromonas gingivalis foi elevada nos espécimes estudados,
com 100% no sangue de cordao umbilical, 95% no tecido de hilo placentéario e 83% no
biofilme de sulco gengival materno. Porém, quando buscamos as amostras da mesma mae
para sangue/placenta e biofilme, o dado torna-se ainda mais contundente, pois das 19 maes,

09 tinham a triade completa (sangue, placenta e exsudato), e destas 08 apresentaram a
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P.gingivalis nos diferentes espécimes, portanto sugerindo a relagdo mae-bebé de forma bem
caracteristica, um dado novo, que sugere fortemente a via de translocacdo hematogénica.

A triagem por PCRtr de 64 amostras arquivadas de DNA gendmico placentario,
reforcou os achados de prevaléncia da Porphyromonas gingivalis demonstrando 32(50%)
positivas e 2(3,1%) positivas para Aggregatibacter actinomycetemcomitans em placentas de
pacientes com suspeita de infeccdo pré-natal. Constatou-se, portanto, uma positividade
expressiva de deteccdo da Porphyromonas gingivalis em relagdo ao Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, considerando os trés especimes estudados. A Porphyromonas
gingivalis é uma bactéria detectada com frequencia em mulheres gravidas ( BASARAVAJU
etal., 2012)

Outros estudos também corroboram o achado, com este micro-organismo sendo
identificado em locais distantes da boca. Swati et al. (2012) utilizaram amostras orais e de
tecido placentario obtendo positividade das mesmas para estes micro-organismos, em sangue
e placenta, indepedente do status da doenca periodontal, e tiveram a Porphyromonas
gingivalis como de maior expressao.

A presenca da Porphyromonas gingivalis também ja foi identificada no liquido
amnidtico de mulheres com parto prematuro com membranas integras (LEON et al., 2007) e
em placentas de puérperas com desfecho reprodutivo ruim (BEARFIELD et al., 2002; HAN
et al., 2006; BARAK et al., 2007; FEITOSA, 2011). Porém, o seu papel definitivo para o
parto prematuro tem sido debatido. Katz et al. (2009), realizaram estudo que tinha como
objetivo a busca de anticorpos especificos para a Porphyromonas gingivalis, tendo como
conclusdo que esta pode colonizar tecido placentario, e contribuir para o parto prematuro,
porém o fato de ter sido estabelecido a reatividade de anticorpos do micro-organismo, ndo
confirma a presenca de bactérias inteiras, mas sim de seus antigenos.

As bacteremias concorreriam para este desfecho, pois estas sdo frequentes e
recorrentes com Porphyromonas gingivalis e outros patdgenos orais em pessoas com doenca
periodontal, durante o proprio processo de mastigar (LOESCHE, 1997; MC NICOL;
ISRAELS, 2010), fato que levaria a conjectura do transito desta bactéria a placenta, pela via
de disseminacdo hematogénica. A principal funcdo da placenta seria a de barreira fisica,
adiando, mais do que impedindo a passagem de patdgenos ao produto da concepcao
(GARCIA; AZOUBEL, 1986).

A invasdo do tecido placentario, esta relacionada aos expressivos fatores de

viruléncia da bactéria, causando pertubacdo da homeostase dos tecidos placentarios (KATZ
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et al., 2009), desregulamentacao das respostas imunes, por meio da interrupcdo da expressao
das citocinas e aumento da proliferacédo celular, suprimindo a apoptose (MAO et al., 2007),
ocorreria também acdo dos lipopolissacarideos e desencadeamento da sintese de PGE2 e
TNF- « pelas células corioamnidticas e posterior indugdo do parto pré-termo. (DANTAS et
al., 2004; ALMEIDA et al., 2006; MACHIAVELLLI; PIO, 2008; ENGEBRETSON; LALLA;
LAMSTER, 2000; SERT et al, 2011; RIBEIRO et al., 2013).

A deteccdo dos periodontopatdgenos por meio de um screening que envolvia 64
placentas com sinais de infeccdo neonatal e prematuridade também foi realizada nesta
pesquisa. Os resultados seguiram a tendéncia ja delineada anteriormente, com a
Porphyromonas gingivalis apresentando positividade em 50% das amotras e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans 3,1%.

Neste grupo em que foi realizado o screening, o quadro de infeccao neonatal era
caracteristico para patdgenos de origem diferente da bucal, como exemplo a Escherichia coli,
entre outras. O nosso resultado mostrou a Porphyromonas gingivalis conjuntamente, achado
que evidencia a capacidade de permanéncia e adaptacdo da Porphyromonas gingivalis com
outros micro-organismos em tecido placentario. E sabido que as espécies microbianas
interagem e podem influenciar o processo das doencas, favorecendo seu crescimento ou
aumetando o potencial de viruléncia de outros micro-organismos (LINDHE, 1999).

A capacidade de suportar o stress oxidativo, que é submetido o micro-organismo,
também é outro fator a ser considerado para caracterizar a singularidade da Porphyromonas
gingivalis, esta apresenta tal propriedade, que certamente facilita sua resposta na adaptacao e
consiste em um importante fator de viruléncia desta bactéria (MYZAC et al., 2014).

O gendtipo bacteriano e carga, os fatores genéticos e a fisiologia do hospedeiro sao
cogitados atualmente como de interesse de estudo para explicar a colonizagdo da
Porphyromonas gingivalis na placenta (Katz et al., 2009).

A RT-PCRtr de RNA total de placentas avaliadas, apresentou Leucotoxina da
Agregatibacter actinomycetemcomitans em 5 (31%) amostras, e 12 (75%) apresentaram a
expressao de RNA polimerase especifica da Porphyromonas gingivalis. Estes achados
mostram que nas placentas PCRtr positivas existe uma grande porcentagem de bactérias
viaveis expressando proteinas relevantes para sua proliferacdo. Os dados de microscopia
confocal reforcaram estes achados, sugerindo a presenca de material genético bacteriano pela

consistente formacéo de vacuolos significativos de bactérias e material genético extra-nuclear.
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Mysac et al., 2014 abordou especificamente a Porphyromonas gingivalis,
esclarecendo que esta adere a célula hospedeira, internalizando-se pela membrana (rafts
lipidicos), incorporando-se por intermédio dos primeiros fagossomos, ativando a autofagia
celular para fornecimento de um ambiente favoravel a replicacdo, enquanto suprime a
apoptose. O vacuolo replicante contém as proteinas da célula hospedeira que foi adquirida por
autofagia, contribuindo para o0 mecanismo de sobrevivéncia do patégeno.

Pela primeira vez apresentamos aqui a expressdo dos mRNAs que codificam a
leucotoxina do Aggregatibacter actinomycetemcomitans e RNA polimerase da
Porphyromonas gingivalis, a partir do RNA total em tecido placentario, ja que nao
detectamos estudos na literatura que tenham identificado a expressdo destes componentes na
placenta. A nossa propositiva aqui se consolida, sugerindo a metodologia aplicada, para
futuros estudos de viabilidade do micro-organismo associadas & técnica de microscopia
confocal para estabelecer o diagndstico funcional. Este levou a constatacdo de que houve
atividade das duas bactérias na placenta, com maior deteccdo da Porphyromonas gingivalis.
Este dado é de potencial importancia, pois a presenca da Porphyromonas gingivalis no
sangue, placenta e sulco, e expressédo funcional no mesmo grupo de maes, evidenciam que o
micro-organismo que é de origem bucal, teve a capacidade de translocar para a placenta e
sangue e ainda expressar proteinas potenciais para sua proliferacdo, sugerindo a relacdo da

doenca periodontal e prematuridade.
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7 CONCLUSAO

Em conclusio:

a)

b)

Os resultados obtidos das diferentes metodologias aplicadas nos espécimes avaliados,
sugerem uma importante relacdo de prematuridade com doenca periodontal materna;
A maior deteccdo da Porphyromonas gingivalis em todos os espécimes (sangue,
placenta e sulco) e sua expresséo funcional no mesmo grupo de maes e a origem bucal
do micro-organismo, reforcam a teoria da infeccao a distancia e a via hematogénica de
translocacédo do patégeno;

O diagnostico funcional apresentado a partir da expressdo dos mRNAs que codificam
a RNA polimerase da Porphyromonas gingivalis e a leucotoxina do Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, a partir do RNA total em tecido placentario, mostrou-se
eficaz no sentido de constatar a atividade dos micro-organismos na placenta;

A utilizacdo da metodologia apresentada para estudos de viabilidade do micro-
organismo associadas a técnica de microscopia confocal para diagnostico funcional

mostrou-se alternativa viavel e inovadora;
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste, na propria concepc¢do, aborda a promoc¢do da saude, a pesquisa interdisciplinar e
problemas criticos na &rea da saude da regido centro-oeste.

Nesta linha, abordamos aqui um tema que tem implicacdes mundiais, porém em
nivel local o problema também esta presente.

Este € um fato vivenciado por esta pesquisadora, servidora da Secretaria Municipal
de Saude de Campo Grande - MS, antes da propositiva desta tese, quando participava de
amplos debates da equipe técnica da atencdo basica sobre os indicadores de salde e a
avaliacdo dos procedimentos da rede municipal no setor da odontologia para gestantes.
Questionava-se 0 pré-natal, a integracdo de seus profissionais e a adesdo desta mulher ao
tratamento odontoldgico e os proprios dados referentes a prematuridade.

Os dados atuais sdo importantes. Como exemplo, cita-se 1400 nascimentos
prematuros em 2013 e até o primeiro semestre de 2014, o registro de 743 nascimentos, estes
ocorreram em mulheres com até 36 semanas de gestacdo. Os Obitos também sdo registrados e
em 2013, o percentual foi de 5,5% e em 2014 este percentual ja no primeiro semestre atinge
3,7% dos nascidos vivos prematuros (SESAU, 2014). As condicBes deste nascimento sdo
especiais e as complicacdes trazidas para a saude da mulher e da crianca sdo importantes,
além de apresentar repercussdes sociais, econdmicas e financeiras e de gestdo, pois interfere
diretamente no custo de internagdes, leitos de unidade de terapia intensiva, medicamentos,
recursos humanos especializados, entre outros.

Sendo assim, em que esta tese aborde como principal o problema de forma clinica e
laboratorial envolvendo a biologia molecular, e neste ponto estamos convictos no éxito, face a
descoberta inédita de interesse nos seus resultados, o que deve estimular a comunidade
académica a evolucdo para novas pesquisas clinicas.

Por outro lado, também minutamos que este tem elementos para uma profunda
reflexdo da pratica clinica médica e odontologica e porque ndo ousar para todas as que estéo
ligadas ao assunto, no verdadeiro enfoque multiprofissional e interdisciplinar. Além disso, ha
um convite implicito para a gestdo de servi¢os, na proposicdo da atencdo a salde das

gestantes na area de odontologia.
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ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

S
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ZEN

Carta de Aprovagdo

O protocolo n°® 2273 CAAE 0345.0.049.000-11 da ®Pesquisadora
Elizete da Rocha Vieira de Barros, intitulado “Doenga periodontal,
prematuridade e identificagdo de microorganismos por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real”, e o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia 15

dezembro de 2011, encontrando-se de acordo com as resolugdes normativas do

Ministério da Saude.

Campo g‘r'arzdb, 15 de dezembro de 2011.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

http://mww propp.ufms.br/bioetica/cep/

bicetica@propp.ufms.br
fone 0XX67 345-7187



ANEXO B - Quadro representativo dos dados obtidos de arquivo Miglioli (2003)
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MAT N° | ID MAE | GEMELAR | IG | FEBRE | DISURIA | ITU | BR+18HS |HOSPITAL | PARTO | CS CP CULTURA
BACTEC - SANGUE PLACENTA
13 24 N AT S N N N Pr6- M C - il neg Staneg
17 23 N PT N N N N NHU c - - neg Neg
19 19 N AT S N S N NHU n il il Staneg Staneg
20 26 N AT N S S N NHU n + E.coli Leveduras
Staneg/Streptococcu
26 15 N PT N N N N AAMI n + Enterococcus s sp/Acinectobacter
27 21 N AT N S N N AAMI C il il Staneg Staneg
32 43 N PT N N N N Pro-M c - i3 neg Staneg
46 20 N PT N N N N SC n - + neg Staneg
48 18 N AT S N N N SC n + + Streptococcus sp Enterococcus SP
49 16 N AT N N N N SC n - + neg Staneg
50 23 N PT N N N N AAMI n - - neg Neg
52 16 N AT N N S N SC n + + E.coli E.coli
53 13 S PT N N N N SC C + + Staneg Staneg
54 21 N PT N S S S SC n + + Streptococcus sp Streptococcus SP
59 23 N PT N N S N NHU c = = neg Neg
60 27 N AT N N S N NHU Cc - - neg Neg
61 41 N AT N N S N NHU n + + Staneg Staneg
62 25 N PT S S S N NHU Cc - + neg Staneg
63 19 N PT N N N S NHU c & + BGP Staneg
64 22 N AT N N S N NHU c - i3 neg Staneg
(6bito)
68 18 N AT N N N N NHU Cc - + neg Staneg
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..... continua
MAT N° | ID MAE | GEMELAR | IG | FEBRE | DISURIA | ITU | BR+18HS |HOSPITAL | PARTO | CS CP CULTURA
BACTEC - SANGUE PLACENTA

69 34 S AT S N S N Pro-m C - - neg Neg

70 34 S AT S N S N Pro-m C - il neg Staneg

73 21 N AT S N N S SC C + + S.aureus S.aureus / Staneg
74 17 N AT S N N N SC n - il neg Staneg

75 16 N AT N N S S SC n - + neg Staneg

78 28 N AT N N N N SC C il il Staneg Staneg

80 21 N AT N N N S NHU c - i3 neg Staneg

81 39 N AT N N S N NHU c = = neg Neg

83 23 N AT N N N S NHU C - - neg Neg

84 25 N AT N N N N NHU c + sem material Staneg

85 17 N AT N S N N NHU c - + neg BGP

86 18 N AT N N S N AAMI c - + neg Staneg / Leveduras
87 26 N AT N N N S AAMI n + - BGP Neg

88 17 N AT N S N N AAMI c - - neg Neg

89 27 N AT N N N N AAMI c = = neg Neg

90 27 N AT N N S N NHU n + + E.coli BGP

91 24 N AT N N S N Pr6-M c - i3 neg Staneg

92 23 N AT N N S N Pro-M Cc + + Staneg Staneg

93 31 N PT S N S N Pro-m c - + neg Staneg

94 35 N AT S N N N Pro-m c - + neg Staneg

97 20 N AT N N S S NHU Cc - + neg Staneg
101 19 N AT N N N N NHU C + + Staneg Staneg
103 20 N PT N N N N NHU n - + neg Fungo filamentoso
104 17 N PT N N N N NHU c - - neg Neg

..... continua
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..... continua
~ . CULTURA
MAT N° | ID MAE | GEMELAR | IG | FEBRE | DISURIA | ITU | BR+18HS | HOSPITAL | PARTO | CS | CP
BACTEC - SANGUE PLACENTA
110 26 N AT N N S N SC C il - Staneg Neg
114 15 N PT N N N N SC N il il Streptococcus sp Staneg
115 27 N AT N N S N SC N + - E.coli Neg
117 18 N AT S N N N NHU N + - Staneg Neg
118 28 N PT S N N N NHU N - il neg Staneg / S. aureus
Staneg /
119 28 N AT N N S N NHU C - + neg F.filamentoso
120 32 N PT S N N S NHU C - - neg Neg
123 40 S PT N N N N Pro-m C il il Staneg Staneg
127 26 S PT N N N N SC C E.coli Staneg
Staneg / Streptococcus
133 17 N AT N N S N SC N + + sp Staneg
158 34 S AT S N S N HMC C - + neg Staneg

Legenda: N — ndo, S-sim, AT —a termo, PT — pré-termo, NHU — Hospital Universitario, Pr6-M — Promatre, SC — Santa Casa, AAMI —

Maternidade Candido Mariano, C — cesariano, N - normal
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

T UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA - FAMED

UFMS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar em uma pesquisa cientifica. Vocé precisa
decidir se quer participar ou néo.

Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e
pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer duvida que vocé tiver. Este estudo esta sendo
conduzido por ELIZETE DA ROCHA VIEIRA DE BARROS, cirurgia dentista, do Curso de
Pds-graduacdo em Salde e Desenvolvimento na Regido Centro Oeste, da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul., em nivel de doutorado.

A finalidade deste estudo é relacionar a doenca periodontal, que afeta as gengivas e 0
dente, ao nascimento de bebé&s prematuros, que € um grave problema de salde publica,
econdmico e de grande impacto social, com alta prevaléncia de 6bitos dos recém nascidos
nestas condi¢des. O objetivo final é a prevencdo, por meio de aten¢do odontoldgica no pré-
natal, para que haja reducdo de doencas decorrentes da prematuridade que afetam o bebé, bem
como da mortalidade.

Vocé poderé participar deste estudo, respondendo alguns dados sobre sua gravidez e
submetendo a um exame clinico da cavidade bucal. Sera utilizado material biolégico (sangue
do bebé) por meio da coleta do mesmo seguindo a rotina hospitalar e parte da placenta da
mée, na ocasido do parto, material este que normalmente é descartado, mas que neste estudo
sera objeto de analise laboratorial.

Caso concorde em participar, seu nome e do bebé serdo mantidos em absoluto sigilo.
A menos que requerido por lei, somente o pesquisador (seu médico ou outro profissional) a
equipe do estudo, terdo acesso a suas informacoes para verificar as informagoes do estudo.

Voltamos a lembrar que sua participacdo é voluntaria e vocé nao perdera qualquer
beneficio a que tenha direito, caso ndo concorde em participar, podendo mesmo até participar
de outros estudos da Universidade.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para esta pesquisadora —
Elizete da Rocha Vieira de Barros — nos telefones (067) 92023265 e (067) 33453209. Para
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perguntas sobre seus direitos como participante no estudo chame o Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone (067) 3345-7187.

Por fim, caso queira participar, favor preencha os campos de identificacdo (ou deixe
que um de nossos pesquisadores preencha para vocé€) e assine. VVocé receberd uma via
assinada deste termo de consentimento. Apds ler, entender e esclarecer todas as davidas,

assine o termo anexo para ser voluntario da pesquisa

Eu, RG Ne° SSP/
responsavel pelo(a) paciente com registro
n° , no Hospital , voluntariamente dou o

meu consentimento para participagcdo no estudo: DOENCA PERIODONTAL,
PREMATURIDADE E IDENTIFICAQAO DE MICROORGANISMOS POR REAQAO
EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL -PCR.

Conheco os objetivos do mesmo e estou ciente da sua realizacdo. Deram-me a
oportunidade de esclarecer todas e quaisquer davidas.

Estou ciente de que poderei deixar de participar do estudo sem que com isto tenha o
meu tratamento prejudicado.

Autorizo que os dados possam ser utilizados pela pesquisadora da Instituicdo
(UFMS) com finalidade de publicacdo em érgdo de divulgacéo cientifica.

Se tiver davida a respeito deste estudo poderei ligar para a pesquisadora Elizete da

Rocha Vieira de Barros — nos telefones (067) 9202-3265 e (067) 3345-3209. Para perguntas
sobre meus direitos como participante no estudo poderei procurar o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone (067) 3345-7187.

Tenho ciéncia que este documento foi feito em duas vias, uma que ficard com a

pesquisadora e a outra comigo.

Campo Grande, de 2011

Assinatura da paciente e/ou responsavel legal
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APENDICE B - QUESTIONARIO

Identificacdo do questionario Nome ( iniciais)

No Data da entrevista: [/

Cdbdigo da Instituicdo

Revisado em : / /

Digitado em: / /

Questionario para selecdo das maes (Parte 1)

1. Quantos anos completos a Sra. tem?

2 A senhora usa dentadura?

Sim () encerrar o questionario () N&o

3 A Sra. possui alguma doenca?

Sim( ) Nao( ) Néosei( )

4. Diabetes antes da gravidez? Sim( ) Néo( )

5 AIDS antes da gravidez ? Sim( ) Nao()
6 Doenca cardiaca ? Sim( ) Nao( )
7 Alguma outra doenca ? Sim( ) Né&o( )
8 A Sra. toma algum remédio? Sim( ) Né&o( )

9 Para que a Sra toma o remédio?

10 A Sra. ja tomou algum remédio para hipertensdo (pressdo alta) epilepsia ou transplante de

0rgao?

11 A sra usou algum antibiotico na ultima semana?

12 A Sra recebeu tratamento para sua gengiva no dentista nos ultimos seis meses?

Pesquisador:

A paciente atende os critérios para participacao na pesquisa?
Sim () Nao ( )

Se Sim. segue para Parte II

1 Qual a sua Idade(anos):

2 Qual a sua cor ou raga?

1 Branca 2 Preta 3 Amarela 4 Parda 5 Indigena




3. Escolaridade:
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1Sem
instrucédo (néo
sabe ler e

escrever)

2 Ensino fundamental

A completo
B Incompleto

3 Ensino meédio
A completo
B Incompleto

4 Superior
A completo
B Incompleto

4 Excluindo o trabalho de dona de casa, a Sra teve algum trabalho remunerado na gestacdo?

( )Sim ()N

do  Emque?

5 Estado marital:

1 solteira

2 casada

3divorciada ou

separada

4 com

companheiro

5 Outro

6 O domicilio que a Sra. mora é ? ( Adaptado Censo 2010/IBGE)

1 Proprio ja pago

2 Proprio,

ainda

pagando

3 Cedido de

outra forma

4 Alugado

5 Outra condicao

7. Qual € o seu rendimento mensal atual ? ( Adaptado Censo 2010/IBGE)

(devem ser somados todos os rendimentos mensais de trabalhos e de outras fontes da pessoa)

1 Em dinheiro

2 Somente
em

beneficios

3 ndo tem

4 Outra condicao

B - Caracteristicas Comportamentais

8 A senhora ingeriu bebidas alcodlicas durante a gravidez?

Sim( ) Naéo

¢ )

Ocasionalmente( )

9 Se sim ou ocasionalmente, qual a frequéncia?

Diariamente (

10 A Sra. fumava antes da gravidez?

Sim( ) Nao

11 Quantos cigarr

) Semanalmente(

C )

0s por dia?

) Raramente( )

cigarros

12 Ha quanto tempo a senhora é fumante?

13 A Sra. fumou durante a gravidez?

Sim ( ) Néo
14 Com que frequ

C )

éncia?

cigarros /dia
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C - Historia médica e obstétrica

15 A Sra teve algum problema de salde durante a gravidez
Pressdo alta na gravidez ()
Pré-eclampsia ( )

Hepatite B ( )

Anemia( )

Diabetes gestacional ()

Infeccdo Urinaria ()

16 Outras infeccbes? Qual?

17 Tomou algum medicamento de uso continuo durante a gravidez? Qual?

18 Quantas vezes esteve gravida excluindo esta gravidez?

19 Alguma gravidez resultou em aborto?

20 Sem contar com esta gravidez, a Sra ja teve algum bebé prematuro? ( que tenha nascido
antes dos nove meses?)

21 Nesta gestacdo, a Sra fez pré-natal?

22 Quantas consultas de Pré-natal?:

D - Caracteristicas do Recem Nascido

23 Sexo do bebé:

24 Qual o peso do bebé no nascimento :

25 Com guantas semanas nasceu seu bebé?
26 Qual o comprimento?
27 O recém nascido apresentou problemas de salde no nascimento:

28 Se sim, qual?

E - Histdria de Saude Bucal na gravidez

29 Teve dor nos dentes e/ou gengiva na gravidez?

30 Teve sangramento da gengiva

31 Quantas vezes escovava 0s dentes

32 Fez algum tratamento odontologico

33 Onde foi a sua ultima consulta?

1-Servico publico; 2-Servigo particular; 3-Plano de Saude ou Convénios; 4-Outros
34 Qual o motivo da sua Ultima consulta?

1-Revisdo, prevencao ou check-up; 2-Dor; 3-Extracdo; 4-Tratamento; 5-Outros;
35 A Sra acha que necessita de tratamento dentario atualmente? 0-Nao; 1-Sim;
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APENDICE C - AVALIACAO CLINICA PERIODONTAL

Foi adotado referenciais propostos em levantamento epidemiolédgico brasileiro
SBBrasil-2010 (Roncalli et al, 2012). Nesta pesquisa, adaptou-se as variaveis utilizadas para
observacdo em: presenca ou auséncia de sangramento, célculo e bolsa. Foi utilizado espelho
clinico n° 5, pinga clinica, palito de madeira e sonda OMS (com esfera de 0,5 mm na ponta e
area anelada em preto situada entre 3,5 mm e 5,5mm da ponta).

A boca foi dividida em sextantes definidos e buscados os seguintes dentes
denominados de indices, como representativos para 0s mesmos: superior direito (dentes 17 ou
16), superior central (dente 11), superior esquerdo (dente 37 ou 36), inferior esquerdo (dente
37 ou 36), inferior central (dente 31), inferior direito (dentes 46 e 47). O registro das
condicdes foi feito de forma separada para sangramento, céalculo e bolsa, do seguinte modo e
anotados na ficha periodontal: Sangramento- 0 — auséncia, 1 — presenca, € 9 - Ndo examinado;
Calculo dentério - 0 — auséncia, 1 — presenca, e 9- Ndo examinado; Bolsa Periodontal — 0 —
auséncia, 1 — presenca de bolsa , e 9 — ndo examinado.

Por tratar-se de uma avaliacdo feita no leito hospitalar, com a iluminacao disponivel,
e condigdes de umidade adversas, optou-se por utilizar a sonda periodontal apenas na face
vestibular e ndo definir a perda de inser¢cdo em milimetros para a varidvel bolsa periodontal,
apenas visualizar a entrada da mesma no sulco, guiando-se pela milimetragem inicial.

Os procedimentos de exame foram feitos por elemento dentario, iniciados pelo dente
mais posterior do sextante superior direito, a seguir para o central, superior esquerdo, inferior
esquerdo, central inferior e finalmente o inferior direito. A sonda foi introduzida levemente
no sulco gengival ou na bolsa periodontal, ligeiramente inclinada em relag&o ao longo eixo do
dente, seguindo a configuracdo anatdmica da superficie radicular. Movimentos de vai-e-vem
vertical, de pequena amplitude foram realizados.

Sabe-se que o tempo de resposta a sondagem da gengiva inflamada é variado. A
OMS néo define um periodo de tempo para a observacdo do sangramento a sondagem.
Recomenda-se um tempo de observacdo apds a sondagem de 10 a 30 segundos, critério
utilizado na maioria dos indices desta natureza, recomendado também pelos pesquisadores
que desenvolveram o CPI ( Roncalli et al, 2012 - Adaptado SBBrasil, 2010).
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Cdodigo 0 Cddigo 1
Auséncia Presenca de
Sangramento
Quando néo foi Quando os

detectado nenhum  dentes-indices
sinal de sangramento, apresentava

calculo ou bolsa sangramento
periodontal ao exame apds a
sondagem.

Fonte : Adaptado do SBBrasil 2010

Cadigo 1

Presenca de
calculo

Cadigo 1

Presenca de
bolsa

Caélculo detectado Quando a

em qualquer
quantidade, mas
com toda a area
preta

da sonda visivel.

marca preta da
sonda ficou
parcialmente
coberta pela
margem
gengival. A
marca inferior
da area

preta
correspondia a
35mmea
superior

5,5 mm,

Cddigo 9

Auséncia do
dente

Quando nédo
haviam os
dentes
indices para
serem
examinados
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0 — Auséncia
1 — Presenca
X — Excluido
9 - Nao Examinado

CONDICAO PERIODONTAL [V

0 — Auséncia

X — Excluido

Nome do Paciente: Codigo da Instituicao:
Data:
SANGRAMENTO BOLSA
GENGIVAL PERIODONTAL

1 — Presenca de bolsa rasa
2 - Presenca de bolsa profunda

9 — Nao Examinado

=) =)

17/16

11
26/27
37/36

31
46/47

SANGRAMENTO CALCULO BOLSA
GENGIVAL DENTARIO PERIODONTAL

A
/

(o

CALCULO DENTARIO

0 — Auséncia
1 — Presenca
X — Excluido

Nao Examinado
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APENDICE D — TABELAS RELATIVAS A DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS E
PERCENTUAIS DAS VARIAVEIS: SOCIO-DEMOGRAFICAS,
RISCOS OBSTETRICOS, SAUDE BUCAL MATERNA E
NEONATAIS.

Tabela 1 - Distribuicdo de frequéncia (n) e percentual (%) das variaveis socio-demograficas maternas, Centro
Obstétrico, HU/UFMS, Campo Grande, MS-2014

Variaveis socio-demograficas Frequencia (n) Percentual (%)

ldade materna

Até 19 anos 3 15,3
20 a 30 anos 12 63,5
31 a 40 anos 2 10,6
40 ou mais 2 10,6
Total 19 100,0
Cér

Branca 7 36,8
Parda 12 63,2
Total 19 100,0
Escolaridade da mée

Fundamental Completo 1 59
Fundamental incompleto 6 35,3
Ensino Médio completo 5 29,4
Ensino Médio incompleto 3 17,6
Superior completo 1 59
Superior incompleto 1 5,9
Total 19 100,0
Ocupacéo

Do lar 13 68,4
Trabalho fora do domicilio 6 31,6
Total 19 100,0
Domicilio

Préprio, ja pago 7 36,8
Proprio, ainda pagando 2 10,5
Cedido 3 15,8
Alugado 3 15,8
Outra condi¢do 4 21,1
Total 19 100,0
Renda

1 salario 1 5,3
1,5 salarios 2 10,5
2 salarios 8 42,1
2,5 salrios 3 15,8
3,0 sal 1 53
Outra condigdo ( beneficio) 4 211
Total 19 100,0
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Tabela 2 - Distribuicdo de frequéncia ( n) e percentual ( %) das varidveis relativas aos fatores de risco
principais, obstétricos, Centro Obstétrico, HU/UFMS, Campo Grande, MS — 2014

Fatores de risco e obstétricos Frequencia (n) Percentual (%)
Doenca referida

Néo 9 47,4
Sifilis 3 15,8
Hipertensdo 4 21,1
ITU 1 5,3
Hipotireoidismo 1 53
Depressao 1 53
Total 19 100
Medicacéo de uso continuo

Sim 4 21,1
Néo 15 78,9
Total 19 100,0
Alcoolismo

Sim 0 0
Né&o 19 100
Total 19 100
Tabagismo prévio

Sim 5 26,3
Né&o 14 73,7
Total 19 100,0
Consulta pré natal

Mais que 7 4 21,1
Menos que 7 14 63,6
Nenhuma 1 53
Total 19 100,0
Idade Gestacional

Até 29 semanas 2 10,6
30 até 34 semanas 7 36,9
35 a 36 semanas 10 52,7

Total 19 100,0
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Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncia ( n) e percentual ( %) das variaveis relativas a saide bucal materna,
Centro Obstétrico, HU/UFMS, Campo Grande, MS-2014

Variaveis - salde bucal materna Frequencia(n) Percentual (%)

Motivo ultima Consulta odontoldgica

Reviséo, prevencao ou checkup 4 21,1
Dor 5 26,3
Extracéo 2 10,5
Tratamento 2 10,5
Outros motivos ( ver) 6 31,6
Total 19 100
Sangramento gengival

Sim 7 36,8
Né&o 12 63,2
Total 19 100,0
Informac&o - salde bucal gravidez

Sim 4 21,1
Néo 15 78,9
Total 19 100,0

Tabela 4 - Distribui¢do de frequéncia ( n) e percentual ( %) das varidveis neonatais, Centro Obstétrico,
HU/UFMS, Campo Grande, MS- 2014

Variaveis neonatais Frequencia Percentual (%)
Sexo

Masculino 11 57,9

Feminino 8 42,1

Total 19 100,0

Peso ao nascer

Menor ou igual a 1499¢ 3 15,9
15009 a 19999 3 15,9
2000g a 25009 4 21,2
Acima de 25009 9 47,7
Total 19 100,0
Gemelaridade

Sim 2 10,5
Né&o 17 89,5

Total 19 100,0
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APENDICE E — TABELAS REPRESENTATIVAS DA QUANTIFICACAO DE DNA
DAS AMOSTRAS EM DIFERENTES ESPECIMES (SANGUE DO
CORDAO UMBILICAL, HILO PLACENTARIO E EXSUDATO DO
SULCO GENGIVAL)

Tabela 1 - Resultado da quantificacdo de DNA de amostras de sangue do corddo umbilical
obtido por espectrofotometria (em 12 pl), NUFIGEN/ICB-UFMG, BH — 2014

Amostra
1

O© 00O NO O hWwWwN

[N
o

11
12
13

230
-3,48
-3,71
-3,12
-2,06
-3,06
-1,94
-2,32
-3,72
-3,81

-0,009
-0,01
-3,77
-3,47

260
-3,11
-3,57
-2,88
-1,75
-2,76
-1,59
-2,01
-3,59
-3,6
0,38
0,39
-3,49
-3,23

280
-3,12
-3,57
-2,88
-1,74
-2,75
-1,59
-1,99
-3,58

-3,6
0,37
0,41
-3,48
-3,22

320
-3,25
-3,67
-3,03
-1,93
-2,91
-1,79
-2,18
-3,68

-3,7
0,143
0,218
-3,58
-3,35

260/280
1,030
1,095
1,020
0,947
0,981
1,000
0,894
0,904

0,97
1,045
0,887

0,86
0,961

260/230
-0,591
-2,889
-1,747
-1,341
-1,034
-1,275
-1,225
-2,238
-0,898
-1,526
-0,759
-0,446
-0,992

[ ]ug/uL
0,007
0,005
0,008
0,009
0,008
0,010
0,008
0,005
0,005
0,012
0,009
0,004
0,006

* quantidade total de DNA por amostra variou de 0,004 a 0,012 por ug/uL.

Tabela 2 - Resultado da quantificagcdo do DNA obtido de amostras de material do sulco
gengival obtido por espectofotdmetria (12ul), NUFIGEN/ICB-UFMG, BH —

2014
Amostra 230 260 280 320 260/280  260/230  []ug/uL
1 -2 -3,21 -3,43 -3,74 1,738 0,305 0,026
2 -1,56 -1,79 -1,91 -2,21 1,405 0,646 0,021
3 -2,85 -3,24 -3,44 -3,75 1,667 0,567 0,025
4 -1,7 -2,79 -3,1 -3,58 1,646 0,42 0,039
5 1,22 0,75 0,6 0,253 1,429 0,515 0,025
6 2,21 1,78 1,66 1,35 1,378 0,5 0,021
7 -1,82 -2,87 -3,15 -3,66 1,549 0,429 0,039
8 -1 -0,66 -1,11 -1,77 1,682 1,442 0,056
9 -1,74 -1,86 -2,07 -2,47 1,525 0,836 0,031
10 -0,84 -0,84 -1,04 -1,45 1,488 1 0,031
11 -2,18 -2,14 -2,33 -2,67 1,559 1,082 0,026
12 0,54 0,62 0,44 0,047 1,462 1,163 0,029

*quantidade total de DNA por amostra variou de 0,021 a 0,056 por ug/uL.
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Tabela 3 - Resultado da quantificacdo de DNA genémico em amostras de placenta obtidas

por espectofotometria, NUFIGEN/ICB-UFMG, BH — 2014

Amostra 230 260 280 320 260/280 260/230  []ug/uL
1 -0,75 -2,88 -2,96 -3,38 1,381 0,221 0,029
2 0,91 0,01 -0,47 -1,32 1,565 0,596 0,067
4 22,24 3,09 1,87 -3,57 1,224 0,258 0,333
5 10,61 0,97 0,18 -3,46 1,217 0,315 0,221
6 0,45 -2,89 -3,13 -3,71 1,414 0,197 0,041
7 -0,34 -3,01 -3,22 -3,79 1,368 0,226 0,039
8 9,92 0,69 -0,15 -3,18 1,277 0,295 0,193
9 -0,26 -2,76 -2,99 -3,82 1,277 0,298 0,053
10 10,59 1,04 0,32 -2,83 1,229 0,288 0,193
11 13,44 2,52 1,11 -3,62 1,298 0,36 0,307
122 8,89 -0,38 -1,02 -3,71 1,238 0,264 0,167

12b -1,65 -2,9 -3,16 -3,75 1,441 0,405 0,043
13 4,5 -1,66 -2,01 -3,31 1,269 0,211 0,083
14 24,79 6,04 4,74 -1,1 1,223 0,276 0,357
15 19,55 5,82 4,57 -0,54 1,245 0,317 0,318
16 5,61 0,31 -0,17 -2,21 1,235 0,322 0,126
17 2,52 -1,8 -2,18 -3,75 1,242 0,311 0,097
18 15,59 2,09 0,92 -3,29 1,278 0,285 0,269
19 8,97 -0,26 -0,84 -3,36 1,23 0,251 0,155

* quantidade total de DNA por amostra variou de 0,029 a 0,333 por ug/uL.
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APENDICE F - QUANTIFICACAO DO RNA DA PLACENTA

Tabela 1 - Resultado da quantificagdo do RNA em amostras de placenta obtidas por
espectofotometria, em 50 uL, NUFIGEN/ICB-UFMG, BH — 2014

Amostra 230 260 280 320 260/280  260/230  []ug/uL
1 48,24 14,62 9,32 -0,307 1,55 0,308 0,597
2 24,05 11,43 6,41 0,034 1,787 0,475 0,456
3 16,52 7,12 6,34 4,2 1,364 0,237 0,117
4 12,32 5,41 4,55 1,18 1,255 0,38 0,169
5 11,16 7,63 5,07 1,53 1,723 0,633 0,244
6 7,86 6,38 4,74 2,25 1,659 0,736 0,165
7 12,62 8,36 6,54 1,86 1,389 0,604 0,26
8 6,17 3,82 2,92 0,8 1,425 0,562 0,121
9 3,73 2,28 2,02 1,47 1,473 0,358 0,032
10 4,07 1,23 0,99 0,329 1,364 0,241 0,036
11 32,1 17,31 12,39 2,99 1,523 0,492 0,573
12 3,11 2,68 2,22 0,153 1,222 0,855 0,101
13 16,49 5,6 4,49 1,83 1,417 0,257 0,151
14 2,81 2,09 1,72 -0,183 1,195 0,759 0,091
15 11,66 8,3 6 2,29 1,62 0,641 0,24
16 6,35 6,06 4,37 0,35 1,467 0,948 0,212
17 4,02 2,3 1,79 0,36 1,357 0,53 0,078
18 2,82 1,18 0,95 0,66 1,818 0,241 0,021

19 2 1,5 1,26 0,42 1,286 0,684 0,043
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APENDICE G - QUANTIFICACAO DO DNA PLACENTAS - TRIAGEM

Tabela 1 - Resultado da quantificacio de DNA genbémico da triagem em amostras de
placenta de banco de estoque, obtidas por espectofotometria, NUFIGEN/ICB-
UFMG, BH — 2014

Amostra 230 260 280 320 260/280 260/230 []ug/uL
13 23,06 43,2 24,78 1,32 1.785 1.926 2,094
17 8,78 8,14 7,31 6,07 1.669 0,764 0,104
19 12,41 13,84 10,76 6,23 1.680 1.231 0,38
20 1,16 2,02 1,11 -0,025 1.814 1.723 0,102
26 8,34 7,14 5,18 2,02 1.620 0,81 0,256
27 13,12 26,43 15,43 2,02 1.820 2.199 1

28 2,12 2,47 2,22 1,86 1.694 2.392 0,031
32 31,82 58,08 34 4,04 1.804 1.945 3

46 15,2 33,48 18,58 0,523 1.825 2.245 2

48 56,98 75,48 50,44 16,24 1.732 1.454 3

49 8,25 11,5 8,37 4,26 1.762 1.815 0,362
50 8,08 9,52 8,16 6,46 1.800 1.889 0,153
52 9,47 10,89 8,81 5,63 1.654 1.370 0,263
53 154 22,82 16,42 7,27 1.699 1.913 0,777
54 7,42 10,75 6,98 1,85 1.735 1.598 0,445
59 18,43 34,52 21,02 4,24 1.805 2.134 2

60 9,83 11,53 9,38 6,44 1.731 1.501 0,255
61 18,06 21,84 16,06 6,94 1.634 1.340 0,745
62 12,02 18,91 13,18 5,72 1.768 2.094 0,66
63 3,04 4,82 3,15 1,01 1.780 1.877 0,191
68 3,87 5,81 4,15 1,92 1.744 1.995 0,194
69 18,65 27,7 17,61 4,21 1.753 1.627 1

70 8,99 11,94 8,85 4,82 1.767 1.707 0,356
73 19,75 29,73 1791 2,17 1.751 1.568 1

74 12,98 16,9 12,88 5,62 1.554 1.533 0,564
75 14,56 25,99 16,43 4,45 1.798 2.131 1

78 4,41 6,12 4,67 2,66 1.721 1.977 0,173
80 6,21 5,86 5,75 5,66 2.130 0,356 0

81 5,17 8,31 5,51 1,89 1.773 1.957 0,321
83 1,55 2,58 1,56 0,258 1.785 1.798 0,116
84 8,76 13,92 940 3,65 1.786 2.010 0,513
85 17,57 31,32 20,11 59 1.789 2.178 1

87 13,53 14,56 10,88 5,48 1.681 1.128 0,454
88 13,21 13,49 10,62 6,17 1.645 1.040 0,366
89 10,47 11,02 8,46 4,63 1.668 1.094 0,319
90 9,18 12,68 8,89 3,78 1.742 1.648 0,445
91 5,19 7,7 4,71 0,84 1.773 1.577 0,343
92 4,79 6,56 4,16 0,94 1.745 1.460 0,281
93 7,29 6,52 6,16 5,76 1.900 0,497 0,038
94 13,79 18,51 13,36 4,77 1.600 1.523 0,687
97 4,8 4,92 4,31 3,31 1.610 1.081 0,08
101 4 4,62 4,13 3,3 1.590 1.886 0,066
103 7,13 9,46 5,85 1,23 1.781 1.395 0,411

104 7,83 12,78 7,86 1,39 1.760 1.769 0,569
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..... continua

Amostra 230 260 280 320 260/280 260/230 []ug/uL
106 6,96 11,92 7,42 1,75 1.794 1.952 0,509
110 6,96 12,01 7,9 2,81 1.807 2.217 0,46
114 12,45 22,34 13,78 3,21 1.810 2.070 0,956
115 12,18 17,05 11,69 4,49 1.744 1.633 0,628
117 12,6 12,86 11,38 6,82 1.325 1.045 0,302
118 10,76 13,8 10,56 5,562 1.643 1.580 0,414
119 1,79 2,79 2,03 0,98 1.724 2.235 0,09
120 6,17 11,92 6,91 0,49 1.780 2.012 0,572
123 12,43 16,74 10,71 2,59 1.743 1.438 0,707
127 10,2 1650 10,2 191 1.760 1.760 0,729
133 1,83 2,08 1,79 1,27 1.558 1.446 0,041
141 8,44 7,87 6,91 5,37 1.623 0,814 0,125
153 6,13 11,66 6,95 1,17 1.815 2.115 0,525
157 8,54 9,69 8,2 6,07 1.700 1.466 0,181
158 21,11 22,23 19,74 7,29 1.200 1.081 0,747
159 12,03 17,82 12,61 5,15 1.698 1.842 0,634
160 13,3 16,33 12,78 6,16 1.536 1.424 0,509
161 6,47 6,44 5,97 5,18 1.595 0,977 0,063

*espécimes obtidas de banco de estoque ( Migliolli,2003)



