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RESUMO

Ha& evidéncias de que varios micro-organismos possam ser transferidos de maes para filhos
durante a vida intrauterina. No entanto, pouco se sabe sobre a transferéncia de micro-
organismos orais durante a gestacdo, especialmente no liquido amnidtico, que é o biofluido
deglutido pelo feto. Sabendo-se que as doencas periodontais (gengivite e periodontites) sdo
manifestacGes comuns nas gestantes e que Porphyromonas gingivalis é a principal bactéria
associada a essas doencas, é objetivo do presente estudo é avaliar a presenca dessa bactéria
em amostras de liquido amniotico e saliva materna e comparar com a presen¢a ou ndo da
doenca periodontal. Para tanto, 27 amostras de liquido amnidtico foram coletadas durante o
parto. No dia seguinte, estas mulheres foram entrevistadas, avaliadas oralmente, por exame
clinico intra-oral, e amostras salivares foram coletadas por suc¢do com pipetas Pasteur. As
amostras foram transportadas para o laboratorio em gelo e submetidas a extragcdo do material
genético com kit de extracdo de DNA Powerlyser. Apds quantificacdo do material extraido,
foram realizados os ensaios de PCR com primers especificos para P. gingivalis. Os resultados
mostraram que grande parte das gestantes submetidas a essa pesquisa, apresentaram
sangramento gengival durante a sondagem, porém, € uma manifestacdo bastante comum
durante o periodo gravidico, pois estas gestantes estdo suscetiveis a variagdes hormonais
como o aumento do estrogeno e da progesterona que diminuem a barreira epitelial, e
aumentam a permeabilidade vascular, respectivamente, além de gerar o acumulo de biofilme
nessa regido, causando problemas no periodonto das mesma. Grande parte, das amostras
salivares de pacientes saudaveis ou pacientes com gengivite, possuiam a presenca da bactéria
Pg, ndo houve diferenca estatisticamente significantes (p<0,05). A presenca de Pg no LA em
casos de gestantes com gengivite é comum, visto que tecidos gengivais inflamados, onde o
epitélio é ulcerado e o tecido conjuntivo adjacente é altamente vascularizado o que o torna
mais facil a entrada destes micro-organismos na circulagdo, possibilitando melhor acesso
destes no sangue, podendo seguir posteriormente para a placenta contrapondo a ideia que o
ambiente intrauterino € livre de bactérias, ou que o feto adquire micro-organismos a partir da

entrada no canal vaginal ou até mesmo em contato com a pele da mae.

Palavras-Chave: Doenca periodontal. Gravidez, Porphyromonas gingivalis, Liquido

Amniadtico, Saliva.



ABSTRACT

There is evidence that several microorganisms can be transferred from mother to child during
intrauterine life. However, little is known about the transfer of oral microorganisms during
gestation, especially in the amniotic fluid, which is the biofluid swallowed by the fetus. It is
known that periodontal diseases (gingivitis and periodontitis) are common manifestations in
pregnant women and that Porphyromonas gingivalis is the main bacterium associated with
these diseases, it is the objective of the present study to evaluate the presence of this
bacterium in samples of amniotic fluid and maternal saliva and to the presence or absence of
periodontal disease. For this, 27 samples of amniotic fluid were collected during labor. The
following day, these women were interviewed, evaluated orally, by intra-oral clinical
examination, and salivary samples were collected by suctioning with Pasteur pipettes. The
samples were transported to the laboratory on ice and subjected to extraction of the genetic
material with Powerlyser DNA extraction kit. After quantification of the extracted material,
the PCR tests were carried out with primers specific for P. gingivalis. The results showed that
a large part of the pregnant women presented gingival bleeding during the probing, but it is a
very common manifestation during the pregnancy period, since these pregnant women are
susceptible to hormonal variations such as the increase of estrogen and progesterone that
decrease the epithelial barrier, and increase the vascular permeability, respectively, besides
generating the accumulation of biofilm in this region, causing problems in the periodontium
of the same. Most of the salivary samples from healthy patients or patients with gingivitis had
the presence of Pg bacteria. There were no statistically significant differences (p <0.05). The
presence of Pg in LA in cases of pregnant women with gingivitis is common, since inflamed
gingival tissues, where the epithelium is ulcerated and adjacent connective tissue is highly
vascularized, making it easier for these microorganisms to enter the circulation, better access
of these in the blood, and can follow later to the placenta opposing the idea that the
intrauterine environment is free of bacteria, or that the fetus acquires microorganisms from

the entrance into the vaginal canal or even in contact with the mother's skin.

Key Words: Periodontal disease, Pregnancy, Porphyromonas gingivalis., Amniotic liquid.
Saliva
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Doenga Periodontal é considerada como uma infecgdo das estruturas de suporte
dos dentes e é ocasionada pela presenca de altos niveis de bactérias gram-negativas que se
acumulam formando o biofilme dental no tecido periodontal, podendo levar a alteracdo da
arquitetura do mesmo (Petersen & Ogawa, 2005). O biofilme microbiano se acumula ao redor
dos dentes e penetra dentro do sulco gengival (Socransky & Haffajee, 1992). As doencas
periodontais mais prevalentes e extensivamente investigadas sdo a gengivite induzida por
biofilme bacteriano, e a periodontite crénica, um processo inflamatorio que se estende as
estruturas periodontais de suporte. Define-se gengivite como inflamacao reversivel confinada
a gengiva iniciada por bactérias do biofilme microbiano que se forma nos dentes e na gengiva.

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis (Pg) e Tanerella
forsythensis estdo entre as espécies bacterianas do biofilme subgengival que demonstraram
maior relevancia etiologica na iniciacdo e progressdo da doenca periodontal (Lamont &
Jenkinson 1998, Wang et al., 2013). Porphyromonas gingivalis € uma bactéria anaerdbia
estrito presente em diversas formas de doenca periodontal. A sua patogenicidade esta
dependente de fatores de viruléncia, tais como fimbrias, lipopolissacarideos, producdo de
toxinas, que resulta na lesdo tecidual através de sua colonizacdo da placa subgengival. Seu
habitat natural é a cavidade oral e, por ndo ser capaz de sobreviver por longos periodos no
meio ambiental, a transmissdo entre pessoas € a forma mais provavel de contaminacéo
(Lamont & Jenkinson 1998).

Tem-se observado a relacdo da doenca periodontal e possiveis fatores de risco, como
tabagismo e condi¢fes sistémicas especificas, como diabetes, problemas cardiovasculares,
parto prematuro (Williams & Offenbacher, 2000) e gestacdo. A partir do inicio da
fecundacdo, ha véarias mudancas hormonais na mulher, como o aumento do estrogeno e
progesterona. Segundo a American Academy of Periodontology (2000), alteragdes dos niveis
destes hormdnios podem causar problemas diretos no periodonto da mulher (Eriksenet al.,
1988), como quadros de hiperplasia gengival, gengivite gravidica e granuloma piogénico
(Guncu et al., 2005; Ramos et al., 2016). A gengivite é considerada a mais comum durante a
gravidez e podem variar de inflamagéo leve a uma hiperplasia grave, dor e sangramento. A
gengivite induzida por biofilme microbiano ¢ uma inflamacdo da gengiva resultante da
infeccdo bacteriana, e é a doenca periodontal mais comum em mulheres gravidas. O estrogeno
é o responsavel pela reducdo da barreira epitelial no periodonto, o que torna susceptivel a

problemas periodontais (Davenport et al., 1998, Klokkevoldet al., 2002). Ja a progesterona
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tem acdo vasodilatadora nos microvasos gengivais, elevando a permeabilidade vascular
estimulando assim a prostaglandinas e leucécitos polimorfonucleares no fluido gengival
(Elattar, 1976).

E clara a associacdo entre a periodontite e o desenvolvimento de parto prematuro e ja
foram identificados patdgenos periodontais como Fusobacterium nucleatum no liquido
amniodtico de mulheres que tiveram partos prematuros (Bearfield et al., 2002) e também a
presenca de P. gingivalis na placenta e no cordao umbilical (Blanc et al., 2015; Vanterpool et
al.,, 2016). No entanto, ha necessidade de se investigarem estes micro-organismos em
condicBes leves como a gengivite, que é bem comum durante a gestacdo e na auséncia da
doenga. Ha evidéncias clinicas e laboratoriais que mostram que h& micro-organismos na
placenta, sangue do corddo umbilical, liqguido amniético e mecdnio em gestacBes a termo, sem
infeccdes evidentes (Stout et al., 2013; Aagaard et al., 2014). As fortes evidéncias de influxo
microbiano entre mée e filho suscitam diversas discussdes a respeito da transferéncia de
micro-organismos comensais detectaveis na mae para o feto, como, por exemplo, 0s que
residem na cavidade bucal.

Recentemente foram encontrados Streptococcus mutans (Mendes et al., 2018) e
Porphyromonas gingivalis (Curi, 2017) em amostras de sangue do corddo umbilical de
gestantes de boa salde geral e sem doencas orais, mostrando que 0S micro-organismos
comumente encontrados na cavidade oral podem ser naturalmente transferidos de mée para
filho, como uma fonte de antigenos microbianos com a provavel funcdo de estimulador do
desenvolvimento do sistema imune do feto. Uma vez que o feto deglute o liquido amnidtico
durante a vida intrauterina, 0os seus componentes representam as fontes de estimulacéo e
nutrigdo fetal.

Diante do exposto, a investigacdo dos micro-organismos presentes no liquido
amniotico podera contribuir para o entendimento da estimulacao fetal e também a colonizacéo

oral precoce em criangas.
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2 HIPOTESE

A hipdtese do estudo é a de que gestantes com doenca periodontal apresentem uma

maior frequéncia de amostras de liquido amnidtico e saliva com Pg detectavel.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste projeto sera o de avaliar a presenca de Porphyromonas gingivalis
em amostras de liquido amnidtico (LA) e salivas (SA) de gestantes doentes periodontalmente.

Os objetivos especificos incluem:

e Detectar Pg em amostras de LA e SA,
e Comparar a presenca de Pg em gestantes com e sem gengivite e ou periodontite;
e Comparar a presenca de Pg na saliva e no liquido amniético;

e Comparar os dados laboratoriais com informaces de higiene das gestantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamentos do estudo e critérios de selecao

Um total de 27 amostras de LA e SA foi incluido neste estudo, provenientes de um
grupo de gestantes que participaram de um amplo estudo realizado na Universidade de
Uberaba e na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, o qual foi aprovado pelo Comité de
Etica da UNIUBE (Anexo 1) e que assinaram o TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido). Os critérios de inclusdo para selecdo amostral incluiram gestantes saudaveis
com indicacdo de partos a termo que foram realizados na Maternidade do Mario Palmério
Hospital Universitario (MPHU), sem histdria ou presenca de doenca sistémica, com idade
entre 18-38 anos, com gravidez sem intercorréncias, ndo usuaria de tabaco, alcool ou drogas,
ndo utilizando corticoides ou antibidticos, possuindo mais de 20 dentes. Estas gestantes
elegiveis foram entrevistadas no dia seguinte apds o parto e dados socioeconémicos, habitos

de higiene oral, visitas ao dentista, entre outras informagdes foram obtidas. (Anexo 2).

4.2 Exame Clinico intra-oral

As gestantes foram submetidas a um exame clinico intra-oral para avaliacdo e
deteccdo de doencas orais, como carie e doenca periodontal, no dia seguinte ap6s o parto. Os
exames foram realizados por cirurgies dentistas treinados e capacitados para a deteccdo da
doenca periodontal e carie. No exame da condicdo periodontal foram medidas profundidade
de sondagem de sulco/bolsa, recessao gengival e obtidos os valores de nivel/perda de insercéo
clinica. Tais observaces foram procedidas e registradas em seis diferentes locais (disto-
vestibular, médio-vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual, mésio-lingual)
para cada dente.

A gengivite foi considerada positiva quando havia presenca de 25% ou mais de sitios
com sangramento a sondagem e nenhum sitio com perda de insercéo clinica > 2 mm (Gomes-
Filho et al., 2007). A periodontite foi considerada positiva quando a havia quatro ou mais
dentes com um ou mais sitios com profundidade de sondagem >4 mm e perda de inser¢ao de

>3 mm, como descrito por Lopez et al (2002).
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4.3 Coletas amostrais

As coletas de liquido amniotico foram realizadas por obstetras do MPHU apds a
assepsia e incisao cirargica. O LA foi coletado em seringas estéreis e transferido para tubos
Falcon e imersos em gelo. As salivas ndo estimuladas foram obtidas pela succdo com pipetas
estéreis Pasteur e colocadas em tubos eppendorfs, imersos em gelo, no dia seguinte apds o
parto. Apds as coletas, as amostras foram transportadas em gelo e estocadas a -70°C no
Laboratorio de Biopatologiada UNIUBE. As amostras foram descongeladas para a execucao

dos ensaios propostos abaixo:

4.4 Deteccdo de Pg nas amostras bioldgicas

4.4.1 Extracdo de DNA cromossomal bacteriano

As amostras foram submetidas a extracdo do DNA de acordo com o protocolo do
fabricante do kit PowerLyzer® PowerSoil DNA Isolation (PROMEGA, Carlsbad. CA) e
conforme esquematizado na Figura 1. As amostras receberam 750uL de solucdo bead
juntamente com mais 60 pL da solucdo C1 e foram agitadas em vortex para homogeneizacao
e transferidas para centrifuga a 10.000 g por 30 segundos em temperatura ambiente. O
sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo em que foi aplicado 250uL de solucéo
C2 depois de aplicado a solucdo o mesmo foi submetido agitacdo e incubado a 4°C por 5
minutos. Apos a centrifugacdo, em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 g, foi retirado
0 sobrenadante e adicionado 200uL de solugdo C3. Em seguida, o eppendorf foi levado ao
vortex e incubado a 4°C por 5 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas em
temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000g.

Ao sobrenadante obtido foram adicionados 1200 pL da solu¢do C4 e o eppendorf foi
levado por 5 segundos ao vortex. Foram transferidos para um novo eppendorf (Spin Filter)
675 pL do sobrenadante que se formou e o contetdo foi levado a centrifuga a 10.000 g por 1
minuto para obtengédo do sobrenadante. O volume filtrado foi desprezado, adicionaram 500uL
da solucdo C5 e centrifugado a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000g. Para
finalizacdo do processo, o eppendorf foi centrifugado sem nenhum liquido adicional, apenas
contendo o material genético aderido & membrana, a fim de que o DNA bacteriano
atravessasse o filtro. Apds este passo, o conteldo genético foi transferido para um novo

eppendorf; em seguida, adicionados 100uL da solugdo C6 e levado a centrifuga em
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temperatura ambiente a 10.000 g por 30 segundos. Depois da centrifugacdo, o filtro foi
descartado, o material genético que atravessou a membrana foi preservado, restando ao final

do processo 100uL de DNA pronto para uso.

FIGURA 1- Representacdo esquematica do processo de extracdo do DNA cromossomal kit PowerLyzer®

PowerSoil DNA Isolation.
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4.4.2 Quantificacdo do DNA extraido

Apos a extracdo do DNA das amostras, foi realizada a quantificacdo de material
genético extraido bem como seu grau de pureza. Para isso, 2 UL da amostra foram analisadas
em Espectrofotdometro NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). A
pureza das extragdes das amostras foi considerada adequada quando razdo entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm aprestarem valores entre 1.8 e 2.0. Para valores fora deste
intervalo, as extracdes foram descartadas e repetidas, ja que valores maiores que este intervalo
indica contaminacdo por RNA e abaixo sugerem a presenca de proteinas (Sambrook et al.,
1989).

4.4.3 PCR quantitativo das amostras

Os ensaios de PCR quantitativo foram realizados na Universidade Federal do
Triangulo Mineiro. As amostras analisadas por PCR com dois iniciadores gue asseguraram a
reatividade e/ou negatividade, através da realizacdo dos ensaios com DNA extraido de cepas
de P. gingivalis, como controle positivo e &gua ultrapura livre de qualquer tipo de DNA,
como controle negativo.

Para os experimentos, foram utilizados os primers de oligonucleotideos para Pg

(Exxtend Biotecnologia Ltda) demonstrado na Tabela 1.

TABELA 1- Apresentacdo do gene, orientagdo, sequéncia dos pares de bases e nimeros de bases dos
oligonucleotideos.

Gene Orientacdo  Sequéncia N° de bases
Porphyromonas Forward 5’AGCCATGCGCAATCAACAGGTT 3’ 31
gingivalis

Porphyromonas Reverse 3’CGCAACGCGAACATCTTGATCAG S 32

gingivalis
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Os oligonucleotideos foram previamente dissolvidos em TE 1X [10 mM tris-HCL.
EDTA 1mM (pH 7.5-8.0) ].

Para recriar as condi¢des de transcriptase reversa “in vitro ”,foi utilizado um mix, que
continha: 6.5uL de 1X Sybrgreenmastermix (Roche), 1uL de cada primer (Tabela 1), 4.5uL
de agua ultrapura livre de DNA e 2uL de amostra de DNA cromossomal. Em seguida, este
mix foi depositado em uma placa MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate (MARCA,) que
foi selada adequadamente, levada para um agitador "speed” de 2 segundos em 2 segundos
colocada no termociclador.

O termociclador utilizado (Figura 2) para realizacdo da técnica foi programado para
obter uma desnaturacdo do DNA a uma temperatura de 95°C por um periodo de 10 minutos, 0
anelamento ocorreu a 62°C por 20 segundos e o processo de extensdo a 68°C por 40 segundos,
todo o processo de termo ciclagem ocorreu por 40 ciclos consecutivos, sendo que o ciclo final

compreendeu em média o intervalo entre 75°C a 85°C (Yano et al., 2002).

FIGURA 2- StepOne™ Real-Time PCR System, Thermo Fisher Scientific.
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Foram obtidas curvas de MELT bem como a concentracdo de DNA de SM obtido em
cada amostra (Figura 3). Para primeira analise dos dados que foram obtidos por meio dos
testes de PCR, o limiar do ciclo do threshold (Ct) foi considerado como sendo o ciclo em que

a fluorescéncia emitida pelo 1X SYBR GREEN foi detectada sobrepondo-se ao background.

FIGURA 3: Curva de Melting. Representacdo da especificidade da reagdo.

Derivative Reporter (-Rn)

— A e R et

65.0 700 75.0 80.0 85.0 90.0 85.0

4.4.4 Andlises estatisticas

As comparagdes das frequéncias de amostras com positividade para Pg foram
comparadas entre si pelo do teste do qui-quadrado. Um valor de p<0.05 foi considerado

estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As gestantes elegiveis eram saudaveis, sem historia ou presenca de doenca sistémica,
com idade entre 18 e 38 anos (média de 24 anos), com gravidez sem intercorréncias, ndo
usuarias de drogas ilicitas, ndo utilizando corticoides ou antibidticos nos ultimos meses,
possuindo mais de 20 dentes.

Um total de 35% pacientes com periodonto saudavel e 65% de mulheres que
apresentaram uma das alteracdes periodontais durante a gravidez, sendo estas, 40% do total
dessas gestantes apresentaram alguma alteracdo periodontal se tratava de gengivite e 25%
periodontite (Gréafico 1).

GRAFICO 1- Porcentagem de mulheres com gengivite, periodontite e sem doenca periodontal no momento da
coleta amostral

Condi¢ao Periodontal
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Uma parcela das mulheres avaliadas clinicamente (45%) apresentaram sangramento
gengival durante a sondagem (Grafico 2), o que é uma manifestacdo muito comum durante o
periodo gravidico. Com excecdo de uma mulher que tinha periodontite, todas foram
consideradas pacientes com gengivite. A gengivite, no periodo gestacional ocorre devido as
alteracbes na permeabilidade vascular, no sistema imunoldgico e no biofilme subgengival
(Raber-Durlacher et al., 1994). A variagdo hormonal pode promover o crescimento excessivo
de bactérias patogénicas responsaveis pela inflamacédo gengival (Mascarenhas et al., 2003) o
que pode explicar a presenca do micro-organismo principalmente nas doentes periodontais e
também naquelas que ndo tinham a gengivite instalada.

A condicdo de higiene das mulheres foi considerada regular em sua maioria, Vvisto
pela deteccdo de biofilme calcificado em 70% das voluntéarias (Grafico 2). A profundidade de
sondagem, acima de 4 mm foi encontrado em 35% das gestantes e que foram incluidas no

grupo das com periodontite detectavel.

GRAFICO 2- Porcentagem de mulheres que apresentaram ou ndo sangramento gengival, biofilme calcificado e
profundidade de sondagem > que 4 mm.
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Nas amostras salivares, 11 (55%) apresentaram a bactéria. A escolha desta espécie
ocorreu por serem bactérias associadas frequentemente com a doenca periodontal (Borgo et
al., 2014). Embora a deteccdo ndo diferencie micro-organismos vivos, mortos ou fragmentos
bacterianos, os ensaios foram eficientes para deteccdo de DNA de Pg nas cepas padrdo, bem
como nas amostras testadas. A utilizacdo de PCR é uma pratica previamente testada e efetiva
para deteccdo destas bactérias (Periasamy & Kolenbrander, 2009; Urban et al., 2010). Além
disto, os primers obtidos foram testados por Yoshida e colaboradores (2003) (Yoshida et al.,
2003) em amostras salivares e sdo altamente especificos para deteccdo das espécies (Yoshida
et al., 2003).

A andlise comparativa entre os grupos de voluntarias com gengivite, periodontite e
saudaveis quanto a presenca de Pg na SA estdo representados nos Graficos 3 e 4 abaixo. Das
amostras salivares que tiveram Pg detectavel (n=11), 4 eram de pacientes saudaveis, 5 com
gengivite e 2 com periodontite (Gréfico 3). A maioria das amostras de pacientes saudaveis e
com gengivite apresentaram a bactéria (Grafico 3) e ndo houve diferenga estatisticamente
significantes (p<0.05). Os resultados mostraram que amostras salivares de pacientes com
doenca periodontal apresentaram Pg como encontrado em estudos prévios (Van Winkelhoff et
al., 1996; Casarin et al., 2010; Liu et al., 2013; Deng et al., 2017).

GRAFICO 3- Frequéncia de amostras de saliva (SA) com presenca ou nio de Porphyromonas gingivalisentre as

mulheres com gengivite, periodontite e saudavel.
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Embora P. gingivalis ndo seja considerado um habitante normal de uma dentigcéo
periodontalmente saudavel (Griffen et al., 1998) e raramente seja encontrado em gengivas
saudaveis (Amano et al., 2000), o presente estudo encontrou, em algumas gestantes (n=4,
57%, Gréafico 4) sem a gengivite instalada, niveis detectaveis de Pg nas amostras salivares.
Uma relagdo simbidtica entre a microbiota oral residente, que pode incluir peridonto
patdgenos, e o hospedeiro é essencial para a homeostase oral, enquanto a alteracdo da
microbiota subgengival é criticamente envolvida no desenvolvimento da periodontite (Kilian
et al., 2016). Nas amostras salivares de periodontite a maioria ndo teve Pg detectavel néo
sendo estatisticamente diferente dos demais grupos. A periodontite é caracterizada pela
presenca de bactérias nas amostras subgengivais, como as amostras ndo foram obtidas em

destes locais, provavelmente mais amostras teriam Pg detectavel.

GRAFICO 4- A presenca da Porphyromonas gingivalis em amostras de saliva (SA) de gestantes com ou sem

gengivite em porcentagem de pacientes.

™M
O o
N~ o}
D' m
LN
N~
q—
o
q
l Pg SA Positivo
| Pg SA Negativo

Saudavel (n=7) Gengivite (n=8) Periodontite
(n=5)

PORCENTAGEM DE PACIENTES



24

A presenca de Pg nas amostras avaliadas foi encontrada em apenas 3 amostras de
LA, sendo apenas de pacientes com gengivite (37,8% destas, Gréfico 5). A presenca de Pg no
LA pode ocorrer pois nos casos de gengivite, o biofilme subgengival estd em estreita
proximidade com o tecidos marginais gengivais inflamados, onde o epitélio é ulcerado e o
tecido conjuntivo subjacente é altamente vascularizado, o que resulta em um portal facil de
entrada para espécies bacterianas na circulacdo sanguinea (bacteremia) e possivel
disseminacdo para oOrgdos distantes (Herzberg & Weyer, 1998).0s relatos na literatura
mostram que mulheres gravidas podem ter um aumento de sangramento gengival ocasionado
pela gengivite devido a um aumento do tecido gengival com sangramento e intercambio da
boca com o ambiente vascular o que possibilita 0 acesso das bactérias orais da mée para o

sangue e posteriormente para placenta (Niederman, 2013).

GRAFICO 5- A presenca da Porphyromonas gingivalis em amostras de LA (liquido amnidtico) de gestantes

com ou sem gengivite em porcentagem de pacientes.
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A presenca de Pg no LA, encontrada nas gestantes com gengivite, corrobora com 0s
achados de estudos recentes, em que VAarios micro-organismos puderam ser isolados em
amostras de sangue de corddo umbilical, liquido amnidtico e nas membranas fetais, sem
qualquer evidéncia clinica ou histoldgica de infeccdo ou inflamacéo nos pares de maes-filhos
(Stout et al., 2013; Aagaard et al., 2014) e refutam a ideia de que 0 ambiente intrauterino seja
livre de micro-organismos e que os fetos adquirem micro-organismos somente quando
iniciavam o transito pelo canal vaginal e posteriormente pelo contato com a pele materna
(Mackie et al., 1999).
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6 CONCLUSOES

As conclusbes do presente estudo foram que:

- Amostras salivares de pacientes com ou sem a doenca periodontal ndo diferenciam a
presenca da bactéria;
- Amostras de LA em sua maioria ndo apresentam Pg mesmo em doentes gengivalmente;

- A gengivite parece ser uma situacdo que mais possibilita a deteccéo de Pg no LA.
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[NGmero: |
Nome Mae nasc:___/___/ ( )anos
Endereco Bairro: Cidade:
Telefone celular: resid:
Convénio ()Néo ()SIM Qual?
DADOS MATERNOS
1. Perfil racial:
1. ( )branco 2.( )afro-descendente 3.( )amarelo 5.( ) indio
2. Escolaridade 1. ( ) Nenhuma 2.( ) EF completo 3.( ) EF incompleto 4.( ) EM completo
5. ( ) EM incompleto 6.( ) EScompleto 7.( ) Esincompleto.
3. Renda familiar aproximada RS /més
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8. Utilizou-se de medicagdo durante a gestagdo? 1. ( ) Sim 2. ( ) N&o. Se sim, qual? o motivo?

9. Fumante 1.( )Sim 2.( ) Ndo

10. Diabetes 1. ( ) Sim 2.( ) Ndo

11. Possui algum problema de saude? 1.( )Sim 2.( )Ndo  Qual?
Dados de Satde - Oral

1. Frequenta regularmente o dentista? 1. ( )Sim 2.( )N&o Se sim, quando foi a Gltima?

2. Apresenta dorem algum dente? 1.( )Sim 2.( )Ndo Qual?
3. Quantas vezes vocé escova osdentespordia? ( )1 ()2 ()3 ( )4 oumais
4. Seus dentes sangram durante a higiene? 1. ( )Sim 2.( ) Ndo

5. Possui préoteses dentais? 1.( )Sim 2.( )N3o Tipo:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Influéncia Materna no desenvolvimento e na atividade da resposta
imunologica de mucosa contra patdgenos orais no inicio da vida

Instituicdo onde serd realizado: Mario Palmério Hospital Universitario e Universidade de
Uberaba

Pesquisador Responsavel: Ruchele Dias Nogueira Geraldo Martins

Identificacdo  (conselho), telefone e e-mail: CRO/SP 80038, 34-33198958,
ruchele_nogueira@yahoo.com.br

CEP-UNIUBE: Av. Nené Sabino, 1801 — Bairro: Universitario — CEP: 38055-500-
Uberaba/MG, tel: 34-3319-8959- e-mail: cep@uniube.br

Vocé (ou Seu/Sua)

(colocar o nome e grau

de parentesco do paciente/sujeito, no caso de menores) esta sendo convidado para participar
do projeto Investigacdo dos niveis de imunoglobulinas, citocinas e presenca de Streptococcus
mutans em amostras de liquido amniético, de responsabilidade de Ruchele Dias Nogueira
Geraldo Martins, cirurgid dentista, CRO 80038, desenvolvido na Universidade de Uberaba e
Mario Palmério Hospital Universitario.

Este projeto tem como objetivos analisar a presenca de bactérias orais que causam a
doenca cérie e as defesas imunoldgicas, como anticorpos e proteinas, em dois tipos de
amostras: do liquido amniotico e salivas. Este projeto se justifica pela necessidade de se
compreender como a mde pode proteger seu filho durante a gestacdo contra a céarie e ao
mesmo tempo, transferir bactérias orais como Streptococcus mutans (que € a causadora da
carie) pelo liquido amnidtico, que ¢ um fluido deglutido pelo feto durante a vida intrauterina.
Isto por que, recentes estudos vém mostrando que as criancas brasileiras possuem estas
bactérias muito cedo na boca, contribuindo para o desenvolvendo de caries precocemente.

Este estudo pode trazer como beneficios, os conhecimentos gerados por esta pesquisa
e o diagnostico precoce de possiveis problemas bucais e de salde geral, os quais serdo
transmitidos a vocés. Além da conscientizacdo da importancia da higiene oral nos primeiros
meses de vida. Realizaremos encaminhamentos para avaliagdo especializada quando se fizer
necessario. Se aceitar participar desse projeto, vocé permitira que durante o nascimento do
bebé sera coletado uma colher de sopa de liquido amniotico com auxilio de uma pipeta. No
dia seguinte ao parto, sera coletado 1 colher de sopa da sua saliva para que possamos fazer 0s
exames laboratoriais nestes materiais. Depois ocorrerd uma entrevista, realizada por

pesquisadores participantes da pesquisa, sobre sua saude e gravidez e também dados sobre o
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bebé. Apds esta entrevista, os pesquisadores lhes ensinardo como limpar a boca do seu bebé e
como prevenir a carie e examinar sua boca. Os resultados das coletas estardo a sua disposicao
apos os exames. Os desconfortos serdo minimos para a senhora ou para seu filho (a), pois as
coletas ndo causardo dor ou desconforto e ndo serdo invasivas. O liquido amnidtico e saliva
serdo colhidos por pessoas experientes e que tomardo todo o cuidado para que nenhum risco
ocorra. Se ocorrerem, serdo passageiras. Os seus dados serdo mantidos em sigilo e serdo
utilizados apenas com fins cientificos, tais como apresentacdes em congressos e publicacdo de
artigos cientificos. Seu nome ou qualquer identificacdo sua (voz, foto, etc) jamais aparecera.
Os seus dados sdo confidenciais e serdo passados para terceiros somente apds a
devida anonimizacdo pela codificacdo dos dados, também os bancos de dados que contém
suas informacdes terdo senhas de acesso. Os pesquisadores e participantes da pesquisa
poderdo ter acesso as informaces do questionario devendo-se assegurar 0 COmMPromisso
profissional com o sigilo absoluto das informagdes no TCLE”. Pela sua participagdo no
estudo, vocé ndo receberd nenhum pagamento, e também ndo ter4 nenhum custo. Vocé pode
parar de participar a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo para vocé ou para seu
tratamento/atendimento. Sinta-se a vontade para solicitar, a qualquer momento, 0s
esclarecimentos que vocé julgar necessarios. Caso decida-se por ndo participar, ou por ndo ser
submetido a algum procedimento que lhe for solicitado, nenhuma penalidade serd imposta a
VOCcé, nem seu tratamento ou atendimento seré alterado ou prejudicado.Vocé recebera uma
copia desse termo, assinada pela equipe, onde consta a identificacdo e os telefones da equipe

de  pesquisadores, caso Vocé queira entrar em contato com eles.

Uberaba / /

Nome do sujeito da pesquisa

Identificacdo (RG) do paciente/sujeito da pesquisa

Assinatura;

Ruchele Dias Nogueira G. Martins- Pesquisadora/Docente UNIUBE



