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Lima DP. Ocorréncia do complexo vermelho de Socransky, diabete mellitus e
hipertensdo em gestantes com e sem doenga periodontal. [dissertacdo]. Aracatuba:
UNESP-Universidade Estadual Paulista; 2009.

Resumo Geral

A utilizacdo da saliva na avaliagdo de condices fisiologicas e patoldgicas em seres
humanos tem muitas vantagens como coleta simples, facil, ndo invasiva e de baixo
custo de armazenamento. Tem sido muito empregada no diagnostico da doenga
periodontal, bem como de sua evolugdo e monitoramento. Durante a gestagédo, algumas
mulheres podem desenvolver a diabete gestacional, sendo este um fator modulador da
doenca periodontal. A colonizagdo e implantacdo do complexo vermelho de Socransky
e de P. intermedia estdo intimamente associados a diversas modalidades de doenca
periodontal podendo variar da gengivite até a doenca periodontal crdnica. Objetivou-se
avaliar a presséo arterial e glicemia capilar em gestantes com e sem doenga periodontal,
relacionar alteracGes de presséo arterial e glicemia com as condi¢Oes periodontais, bem
como verificar a presenca de bactérias do complexo vermelho de Socransky e de P.
intermedia em gestantes com e sem doenca periodontal, por meio da PCR. Participaram
deste estudo caso-controle 86 gestantes com idade gestacional entre 0 4° e 0 7° més,
submetidas ao atendimento pré-natal em UBS. Foi avaliada a condi¢do periodontal
utilizando-se o indice IPC, proposto pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) para
levantamentos epidemioldgicos de satde bucal; para o exame de verificacdo dos niveis
glicémicos no sangue foi utilizado um monitor de glicemia (Accu-Chek Advantage I,
Roche, USA), para a afericdo da pressao arterial utilizou-se esfigmomandmetroe para a
coleta de saliva foram utilizados cones de papel absorventes esterilizados (N* 30,
Endopoints Ind. Com. Ltda, RJ.).A extracdo de DNA foi realizada pelo o kit Easy-DNA
(Invitrogen, SP) e a presenca das bactérias foi detectada por PCR com primers e sondas
especificas para cada microrganismo. O teste Exato de Fisher foi utilizado para verificar
associagOes entre as variaveis. Entre as gestantes examinadas 41,8% apresentaram pelo
menos um sinal de doenca periodontal, a hiperglicemia foi detectada em 51,2 %, nédo
foram encontrados valores de presséo arterial superiores ao considerado normal em
nenhuma gestante examinada, ndo foi encontrada associacdo significativa entre a
presenca de doenca periodontal, a alteracdo de glicemia. A ocorréncia de P. gingivalis

foi estatisticamente significante entre gestantes com salde periodontal e periodontite
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(p= 0,0022) e entre gestantes com gengivite e periodontite (p= 0,0223). Em relagéo a T.

denticola, houve associacdo estatistica entre as gestantes com periodonto saudavel e
periodontite (p= 0,0078). No que se refere a T. forsythia, associagdo significante entre
as gestantes com periodonto saudavel e com periodontite (p= 0,0013). Em relacéo a P.
intermedia, houve diferenca significativa entre as gestantes com periodonto sadio e
periodontite (p= 0,0022), bem como entre as gestantes com gengivite e periodontite (p=
0,0049). O complexo vermelho de Socransky estava presente em 33,3% das gestantes
com periodontite, em 3,7% das gestantes com gengivite e ndo estava presente entre as

gestantes com periodonto sadio.

Palavras-Chaves: Gestantes. Diabete Mellitus. Periodontite. Gengivite. Hipertens&o.
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Abstract

“A vida s6 pode ser compreendida olhando-se para tras;
mas sd pode ser vivida olhando-se para a frente."

Soren Kierkegaard
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Lima DP. Occurrence of the Socransky red complex, diabetes mellitus and hypertension
in pregnant women with and without periodontal disease [dissertation]. Aragatuba:
UNESP-Séo Paulo State University; 20009.

Abstract
Saliva has been an important resource for the evaluation of physiological and
pathological conditions in humans. Its utilization has several advantages, including
simple and easy collection, besides being non invasive and having a low storage cost.
Saliva utilization as a diagnosis mean for periodontal disease, as well as its evolution
and management, has become more studied. During pregnancy, some women can
develop gestational diabetes, which is a modulating factor of periodontal disease. The
colonization and implantation of the Socransky red complex and Prevotella intermedia
are intimately associated to several modalities of periodontal disease, varying from
gingivitis to chronic periodontal disease. This study aimed to evaluate the arterial
pressure and capillary glycemia of pregnant women with and without periodontal
disease, and to relate arterial pressure and glycemia alterations with periodontal
conditions, as well as to verify the presence of bacteria from the Socransky red complex
and P. intermedia in pregnant women with and without periodontal disease, by PCR.
This case-control study included 86 pregnant women with gestational age between the
4™ and the 7™ months, submitted to pre-natal attendance in Health Basic Units (HBU).
Periodontal condition was assessed through the CPI (Community Periodontal Index),
proposed by the World Health Organization (WHO) for epidemiologic analysis of oral
health; for the verification of blood glycemic levels it was used a glycemia monitor
(Accu-Chek Advantage Il, Roche, USA); a sphygmomanometer was used to check the
arterial pressure; and, for the saliva gathering, sterilized absorbent paper cones were
used (N> 30, Endopoints Ind. Com. Ltda., RJ., Brazil). DNA extraction was
accomplished through the Easy-DNA Kit test (Invitrogen, SP, Brazil) and the presence
of bacteria was detected by PCR with primers and specific probes for each
microorganism. Fisher Exact test was utilized in order to verify the associations among
the variables. Among the examined pregnant women, 41.8% presented at least one
symptom of periodontal disease; hyperglycemia was found in 51.2 % women; abnormal
arterial pressure values (higher than the normal values) were not found in any woman;
moreover, a significant association between periodontal disease and glycemia alteration

was not found. The occurrence of P. gingivalis was statistically significant among
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pregnant women with periodontal health and periodontitis (p= 0,0022) and among

pregnant women with gingivitis and periodontitis (p=0,0223). Concerning T. denticola,
we found a statistic association among pregnant women with health periodontium and
with periodontitis (p= 0,0078). Concerning T. forsythia, we found a significant
association among pregnant women with health periodontium and with periodontitis (p=
0,0013). Concerning P. intermedia, we found a highly significant difference among
pregnant women with health periodontium and peridontitis (p= 0,0022), and among
pregnant women with gingivitis and periodontitis (p= 0,0049). Socransky red complex
was present in 33.3% pregnant women with periodontitis, 3.7% pregnant women with

gingivitis and it was not present among pregnant women with health periodontium.

Keywords: Pregnant Women. Diabetes Mellitus. Periodontitis. Gingivitis. Hypertension.
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Introducao geral

“Sabedoria é vencer a si mesmo;
ignoréncia é ser vencido por si mesmo”

Sécrates
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Introducao Geral

A anélise salivar vem se tornando um importante recurso para avaliar as
implicagdes fisiologicas e patologicas de um individuo, sendo um instrumento Util no
diagndstico de doencas, devido principalmente & sua origem, composicdo, funcdes e
interacdo com os sistemas organicos. Além disso, apresenta um método simples e ndo
invasivo de coleta, um armazenamento facil e de baixo custo se comparada a coleta de
sangue. Aliada & adicdo de técnicas modernas e aparelhos de instrumentacdo quimica
observa-se a ascensdo do seu uso para investigacoes laboratoriais com aplicabilidade em
finalidades baésicas e clinicas das areas medica e odontoldgica.

O valor dessa secrecdo como meio de diagndstico de doengas bucais e sistémicas
tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores, com o intuito de acrescentar uma
possibilidade de exame complementar. Assim, tem sido utilizada no diagnéstico de
diversas enfermidades como: doengas infecciosas, neoplasicas malignas,
cardiovasculares, doencas auto-imunes, bem como no diagnostico de drogas ilicitas,
analise forense entre outros.

Estrogenos também podem ser verificados na saliva e a predigdo do parto
prematuro realizado pela medida salivar do estradiol € um teste aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration). Alteracbes hormonais podem levar a distirbios
sisttmicos como a diabete mellitus, e esta doenga pode contribuir para o quadro de
periodontite devido as mudangas vasculares, disfuncdo de neutrofilos, sintese de
colagenos e pela predisposicdo genética, alem de mudancas na microbiota gengival,
favorecendo assim a colonizacdo de bactérias Gram-negativas como Prevotella e
Phorphyromonas que na gestagéo estdo relacionadas a partos prematuros.

Durante a gestacdo as variagdes hormonais podem acentuar o quadro clinico da
inflamacéo gengival, alterar a resposta tecidual ao biofilme ou influenciar a composigado
do mesmo. Tais variacbes podem estimular a sintese de citocinas inflamatorias, como as
prostaglandinas, que podem dar origem, agravar ou dificultar o controle das
periodontopatias e de algumas doencas sistémicas, o que pode complicar o periodo

gestacional.
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Nesse sentido, varios estudos foram realizados a fim de verificar associacdo

entre a doenga periodontal com pré-eclampsia, diabete mellitus gestacional, partos
prematuros, bebés de baixo peso ao nascer, dentre outros.

Com o intuito de elucidar a patogénese desses processos infecciosos, Socrasky e
colaboradores em 1998 descreveram seis complexos microbianos que se instalam no
biofilme subgengival de individuos adultos. Os complexos amarelo, azul, verde e
violeta constituindo a base da piramide do biofilme: sdo os colonizadores iniciais da
superficie dental e ndo se relacionam com a doenga periodontal sendo muitos deles
considerados até benéficos. Esses complexos basais fornecem receptores e criam
condicBes ecoldgicas para a implantacdo de bactérias do complexo laranja, implicadas
com a patogénese das doencas periodontais e entre essas bactérias Prevotella intermedia
estd presente. O complexo laranja precede e cria condi¢bes para a implantacdo do
complexo vermelho e este é formado pelas espécies: Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola e Tannerella forsythia, aceitas como agentes etioldgicos da
periodontite crbnica, além disso, esses microrganismos estdo relacionados com o
aumento de profundidade de bolsa e com a presenca de sangramento & sondagem.

No Brasil, a disseminacéo, de forma mais ampla, do programa de atengdo pré-
natal ocorreu com a implantacdo do Programa de Atencgdo Integral & Satde da Mulher
(PAISM), em meados da Gltima década de 80. Desde esse periodo, tém ocorrido
mudancas significativas quanto ao aumento da cobertura e da média do numero de
consultas, bem como quanto ao inicio mais precoce do pré-natal. Pensando em melhorar
ainda mais a atencdo a mulher o Ministério da Salde criou as Diretrizes Basicas de
Atendimento Pré-Natal na rede de atencdo priméria a Saude, e entre as acles
desenvolvidas durante o pré-natal esti o atendimento odontolégico.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo entre doenga
periodontal, diabete mellitus e hipertenséo arterial em gestantes usuérias do Sistema
Unico de Sadde (SUS) que realizaram pré-natal nos Municipios de Aracatuba-SP e
Birigui-SP, bem como verificar a ocorréncia do complexo vermelho de Socransky e de
Prevotella intermedia por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas
possiveis associagdes com doenca periodontal, pressao arterial e diabete mellitus.

A dissertacgdo foi dividida em trés capitulos, sendo:

1. Saliva: O Reflexo do Corpo.
2. Doenca periodontal, diabete mellitus e hipertensdo em gestantes usuérias do Sistema
Unico de Satde (SUS).
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3. Ocorréncia do complexo vermelho de Socransky em gestantes com e sem doenga

periodontal.
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Capitulol

"H& homens que lutam um dia e s&o bons.

Hé outros que lutam um ano e sdo melhores.
Hé os que lutam muitos anos e s&o muito bons.
Porém, ha os que lutam toda a vida.

Esses sdo os imprescindiveis."

Bertolt Brecht.
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Saliva: O reflexo do corpo

Saliva: reflection of the body.

2.1 Resumo

A saliva tem se tornado um importante recurso para avaliar condi¢Bes fisioldgicas e
patoldgicas em humanos. O uso de saliva tem muitas vantagens, incluindo ser um
meétodo de coleta simples, facil, ndo invasivo e de baixo custo de armazenagem. Com a
adicdo de técnicas modernas e equipamentos de instrumentagdo quimicos, houve um
aumento no seu uso para investigacOes laboratoriais, aplicavel para analises clinicas e
basicas nas areas médica e odontoldgica. O valor desses métodos de secrecdo para o
diagndstico de doengas sistémicas e orais tem sido objeto de estudo de varios
pesquisadores com o objetivo de aumentar seu uso com exames complementares.

Palavras-chaves: Saliva; Diagnostico; Doengas bucais; Doengas sistémicas.

Daniela Pereira Lima



29
2.2 Abstract

Saliva has become an important resource for evaluating physiological and pathological
conditions in humans. Thee use of saliva has many advantages, including a simple and
non-invasive method of collection and easy, low-cost storage. With the addition of
modern techniques and chemical instrumentation equipment, there has been an increase
in its use for laboratory investigations, applicable for basic and clinical analyses in
medical and dental areas. The value of these secretion methods for oral and systemic
disease diagnostics has been the object of study for several researchers with the aim to
increase its use with complementary exams.

Keywords: Saliva; Diagnostic; Oral diseases; Systemic diseases.
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2.3 Introducéo

A saliva é uma secrecdo aquosa encontrada na boca, representada por uma
complexa mistura de produtos secretorios (organicos e inorganicos) de glandulas
salivares e de outras substancias provenientes da mucosa da orofaringe, vias areas
superiores, refluxo gastrintestinal, fluido do sulco gengival, restos alimentares e
componentes derivados do sangue. -2

Caracteriza-se por ser um dos mais complexos, versateis e importantes fluidos
do corpo, suprindo um largo espectro de necessidades fisioldgicas. No trato digestdrio, a
saliva tem importante papel na fisiologia esofagiana, na digestdo e na protecdo das
células géstricas. Na boca participa efetivamente na mastigacdo, fala, degluticdo,
sensibilidade gustativa, lubrificacdo dos tecidos, protegdo das mucosas contra a invasao
de diversas substancias, atividade antibacteriana, antifingica e antivirética, maturagdo
pbs-eruptiva e regulacdo do balanco i6nico na remineralizagdo do esmalte, deposigdo da
pelicula adquirida e limitagdo da difuséo de 4cidos. > *°

A agua é o componente salivar em maior quantidade, representando 99% de sua
constituicdo. Os componentes sdlidos, moléculas inorgénicas e organicas, encontram-se
dissolvidos no constituinte aquoso e varia amplamente de um individuo para outro e no
mesmo individuo diversas vezes durante o dia. A parte inorganica é composta por ions
fracos e fortes sendo que 0s mais importantes sdo: Na+, K+, Cl-, Ca2+, HCO3, Mg2+,
NH3. Dentre 0os componentes organicos, destacam-se produtos de secregdo corporal
(uréia, éacido urico e a creatinina); produtos de putrefacdo (putrecinas, cadaverinas;
lipideos como colesterol e acidos graxos); e proteinas, sendo que mais de 400 tipos ja
foram identificadas. As mais relevantes sdo de origem glandular (a-amilase, histatinas,
cistatinas, lactoferrinas, lisozimas, mucinas e PRPs) e derivadas do plasma (albuminas,
IgAs, transferinas). ©

A anélise salivar vem se tornando um importante recurso para avaliar as
condi¢bes com implicagdes fisioldgicas e patoldgicas. Sendo um instrumento Gtil no
diagndstico de doencas, principalmente a sua origem, composicao, fungdes e interagao
com os sistemas organicos. Além do fato de possuir um método simples e ndo invasivo
de coleta, um armazenamento facil e de baixo custo se comparada a coleta de sangue.
Aliado a adig8o de técnicas modernas e aparelhos de instrumentagdo quimica observam-
se, atualmente, a ascensdo do seu uso para investigacdes laboratoriais com
aplicabilidade em finalidades bésicas e clinicas das &reas médica e odontoldgica. O

valor dessa secrecdo como meio de diagnéstico de doencgas orais e sistémicas tem sido
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objeto de estudo de diversos pesquisadores com o intuito de acrescentar uma
possibilidade de exame complementar. 8 9 1°

A apreciagdo crescente da saliva como um espelho que possa refletir as
caracteristicas internas normais e os estados de doenca de um individuo é ainda
recente’. A possibilidade da utilizagdo desse importante fluido corporal como um
espécime para a realizagdo de diagnosticos deve-se a permuta existente com substancias
que compdem o liquido plasmético. Tal mecanismo ocorre basicamente devido a
existéncia de uma fina camada de células epiteliais separando os ductos salivares da
circulagéo sistémica fazendo com que as substancias possam ser transferidas para a
saliva através de transporte ativo, difusdo pelos poros das membranas (ultrafiltracdo) ou
por difusdo passiva a favor de gradiente de concentracéo. **

A habilidade de uséa-la para monitorar o estado da salde e da doenga de um
individuo é um objetivo altamente desejavel para a promocéo da salde e a pesquisa de
cuidado em salde. Os recentes avangos cientificos e tecnoldgicos estdo produzindo
melhoras continuadas em aspectos como a determinacdo dos componentes salivares, a
obtengdo de amostras comparativas e 0 aumento da especificidade e da sensibilidade
dos procedimentos utilizados. Estes progressos apontam para uma nova era, em que 0
diagnéstico molecular na cavidade bucal terd grande importancia. ** Nesse sentido, o
presente trabalho tem por objetivo discorrer sobre atuais estudos na literatura cientifica

envolvendo a saliva como recurso auxiliar como ferramenta de diagndstico.
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2.4 Revisao de Literatura:

Doengas infecciosas

Os anticorpos, produzidos devido a resposta imunolégica a infec¢des, séo a base
de muitos testes de diagndstico em virologia. Estas moléculas estdo presentes na saliva
oriundas das glandulas salivares e do soro sanguineo. H& a predominancia de
imunoglobulina A (IgA) secretora, derivada dos plasmadcitos das glandulas salivares e
representa o principal mecanismo de resposta imune especifica da saliva. ** Por outro
lado, as imunoglobulinas M (IgM) e G (1gG) sdo derivadas do soro através do fluido
crevicular gengival. Os anticorpos que agem contra microrganismos e Seus
componentes podem ser detectados na saliva e assim representam um importante meio
para diagnéstico de infecg@es virais agudas e infecgdes congénitas. ™

A cérie dentaria € uma doenca infecciosa caracterizada pela destruigdo
localizada dos tecidos dentais devido & acéo das bactérias na qual atinge um grande
ndmero de individuos no mundo. Nas Ultimas décadas, um grande interesse tem sido
colocado na utilizacdo da saliva em testes bacteriolgicos visando a indicacdo do risco
de carie. ™ '° Estes testes se baseiam na identificacdo e quantificacdo na saliva de
espécies bacterioldgicas de Lactobacilos (LB) e Streptococcus mutans, uma vez que
estes desempenham um papel significativo no desenvolvimento dessa doenca.
Identificando os individuos mais susceptiveis a essa doenca através de testes salivares,
poderia fortalecer as medidas preventivas a fim de evitar que essa enfermidade se
instale. " Qutra doenca infecciosa da cavidade oral que pode ser diagnosticada por esta
via é a candidose através da presenca de Candida spp na saliva. *®

A utilizacéo da saliva como meio de diagnostico da doenca periodontal, bem
como de sua evolucdo e monitoramento, tem sido cada vez mais estudado. 19 Essa
entidade patoldgica é causada por grupos microbianos especificos que envolvem 0s
tecidos periodontais de suporte e protecéo; tendo, como conseqiiéncia, a degradacdo do
colageno tecidual, resultando na destrui¢do progressiva do ligamento periodontal e 0sso
alveolar. ?° Vérios estudos j& correlacionaram o aumento dos niveis de imunoglobulinas,
com a presenca de patégenos em pacientes com doenca periodontal. % % Além dessas
moléculas, as analises compreendem: enzimas, constituintes do fluido gengival,
componentes bacterianos e seus produtos, compostos volateis e caracteristicas

fenotipicas. Todorovic e colaboradores %

analisando a saliva de pacientes com
periodontite, demonstraram aumentos significativos da atividade de enzimas (aspartato

e alanina aminotransferase, lactato desidrogenase, creatina quinase, fosfatase acida e
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alcalina, y-glutamil transferase) associadas com injaria e morte celular tecidual,

concluindo que a atividade das enzimas salivares, como marcadores bioquimicos, pode
ser Uteis no diagnostico, prognostico e evolugdo da doenca periodontal. Pesquisa
realizada por Takane e colaboradores ** analisou a substancia 8-OHdG relacionada com
a destruicdo de tecidos periodontais em amostras de saliva de 78 pacientes com tal
enfermidade, antes e apds o tratamento. Conclui-se que esse marcador indicou a real
condigéo periodontal dos sujeitos pesquisados.

Estudos que utilizam a saliva para o diagnostico da AIDS utilizando anticorpos

2. 26 tem demonstrado sucesso e

especificos como marcadores bioldgicos,
reprodutibilidade. Esse mecanismo possibilitou a realizagdo do primeiro teste rapido
para a deteccdo da infecgdo HIV-1, sendo utilizado até hoje em pesquisas, mostrando
elevada sensibilidade e especificidade, 99,4% e 99,4%, respectivamente. > Em Cuba
ano de 2007, comparou-se o diagnostico de HIV-1, utilizando a saliva, em 125 pacientes
soros positivos, com o exame soroldgico. A sensibilidade e especificidade foram de
100% apontando essa ferramenta como alternativa na confirmacdo de anticorpos contra
o HIV-I. %

Neste sentido, o Centro para Controle e Prevengdo de Doengas dos EUA (CCD)
vem utilizando esse mesmo principio para deteccéo do virus da AIDS, disponibilizando
0 resultado em apenas 20 minutos. Tal situagdo tem sido extremamente importante uma
vez que foi observada uma maior probabilidade dos individuos se submeterem ao
exame devido ao fato do mesmo ser facil e o resultado rapido. Desta forma, estudos
mostraram que quando 0s testes convencionais sdo usados, 0 que exige normalmente
que os pacientes retornem em duas semanas para buscar o resultado, aproximadamente
um terco das pessoas testadas nunca retornam. No Brasil, a Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria) aprovou recentemente o teste de deteccdo de HIV por via oral
utilizando a saliva. O exame é capaz de detectar o HIV tipos 1 e 2 com 99% de precisdo.
Este teste sera usado em centros de saude, hospitais, clinicas e laboratorios. A rapida
deteccdo também ajuda na prevencdo da doenga j& que a maioria das pessoas que fica
sabendo que estdo infectadas pelo HIV toma cuidados para evitar a transmissdo e obtém
cuidados de salde que podem prolongar a qualidade de sua vida. % Através de
entrevista com usuérios de drogas injetaveis, populagdo especialmente vulneravel a
infeccdo por HIV, verificou-se que os participantes sdo receptivos a possibilidade de
realizar o teste rapido e consideraram este método como a melhor opgéo aos testes

convencionais disponiveis. Adicionalmente, o fato do método ndo requerer coleta de
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sangue via venosa foi considerado uma vantagem, especialmente para aqueles que tém

veias lesadas em decorréncia da injecéo de droga, que referiram medo de agulha ou de
retirar sangue da veia. *°

A hepatite, doenga que causa inflamacgéo no figado, quando de etiologia viral,
pode ser diagnostica pela saliva. Van der Eijk e colaboradores, ¥ elaboraram o primeiro
relatorio quantitativo preciso de medi¢des de niveis de DNA do virus da Hepatite B
(VHB) na saliva e comparou com 0s niveis no sangue. E os resultados do estudo
mostraram que a saliva é uma fonte de VHB. Em 2000, Zhevachevsky e colaboradores,
%1 ja haviam realizado a mesma observacéo. Ao analisar o valor do diagnéstico, através
da saliva, de pacientes com Hepatite B, comprovando seu papel como um elemento
investigativo. Um método desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa Brasileiro
(FIOCRUZ-Fundagdo Oswaldo Cruz) identifica casos de Hepatite A mesmo em
pessoas infectadas que se encontram no periodo de janela imunoldgica. Isso é possivel
gracas a utilizacdo da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em amostras de saliva. A
eficiéncia do método foi comprovada demonstrando que o fluido oral apresenta maior
viremia do que as amostras de sangue: a frequéncia de virus nas amostras de saliva foi
de 37%, enquanto a analise de soro indicou uma taxa de 32%. Esse teste mostrou—se
muito importante com aplicabilidade para a detecgéo precoce do virus e para controle de
possiveis surtos. *2

O uso da saliva como meio para diagndstico da infeccdo por Helicobacter pylori
(espécie de bactéria que infecta o revestimento mucoso do estbmago humano podendo
causar Ulceras pépticas, gastrite e cancro) parece ser uma possibilidade atrativa para
estudos epidemioldgicos da infecgdo em criangas quando se considera a natureza ndo
invasiva do exame. E rotina se utilizar testes para identificagio de Helicobacter pylori a
partir de amostras de bidpsias géstricas. Porém métodos invasivos demandam altos
custos, além de serem mais dificultosos. A tecnologia da PCR também nesse caso,
provou ser altamente sensivel e especifico sendo considerado como escolha para
detectar o DNA do Helicobacter pylori na boca utilizando os marcadores biol6gicos
encontrados na saliva. %

Amostras de saliva também podem ser utilizadas no diagnéstico laboratorial de
rubéola através da detecgdo de imunoglobulina M especifica (IgM ). Oliveira e
colaboradores. 3* em 2000, mostraram que anticorpos IgM, especificos contra rubéola,
foram encontrados em 84,4% das amostras salivar e a especificidade do teste foi de

35

96%. Nokes e colaboradores, analisaram amostras de sangue e saliva de 853
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individuos de todas as faixas etarias de uma comunidade rural da Etidpia para detectar

anticorpos especificos para rubéola e demonstraram uma sensibilidade e especificidade
de 79% e 90%, respectivamente, das provas realizadas com saliva em comparagdo ao
sangue. Estes resultados indicam que a utilizagdo da saliva pode ser uma alternativa
vélida para obtencdo de espécimes clinicos na investigagdo de casos recentes dessa
doenca, especialmente nas atividades de vigilancia epidemioldgica e controle da virose.
Dengue é uma doenga virética transmitida pelo mosquito Aedes aegipty e a
infeccéo priméria do virus pode conduzir a uma doenca febril autolimitante, e a infec¢do
secundaria pode causar complicagdes sérias como febre de hemorrégica ou sindrome de
choque de dengue. * Niveis salivares de anticorpos especifico para dengue (IgM e 1gG)
demonstraram sensibilidade de 92% e especificidade de 100% no diagndstico de
infeccdo priméria e secundéria, além de os niveis salivares de 1gG serem Uteis para a
diferenciacéo entre a infecgdo priméaria e secundaria. *" Pesquisa realizada na india
também comprovou a mesma situacdo. O estudo em 80 pacientes com suspeita de
dengue e 25 controles mostrou uma boa correlagdo entre o diagnostico utilizando a
saliva e 0 exame convencional (através do uso de sangue venoso), concluindo que a
saliva possui marcadores efetivos para o diagndstico da dengue. ** Analisando-se a
cinética de trés marcadores soroldgicos (IgM, IgA e 1gG), saliva e urina em amostras de
pacientes adultos com infecgdo primaria ou secundaria de dengue, Vazquez et al.
concluiram que a IgE especifica poderia desempenhar um papel como um marcador

sorolégico em infecgdes secundarias. ¥

Doencas neoplasicas malignas

O DNA humano tem-se revelado ser Gtil como marcador biol6gico e sua
utilizacdo tem sido estudada para a deteccdo de alguns tipos de neoplasias. A maioria
dos espécimes utilizados para a investigacdo desse tipo de enfermidade é identificada
através de biopsias invasivas e geralmente quando é possivel a anélise, o tumor j4 esta
instalado ou mesmo em processo metastasico. Isto sugere uma necessidade imperativa
em desenvolver ferramentas novas de diagndstico que possibilitem a descoberta
precoce. A identificagdo de marcadores moleculares em fluidos corporais que predizem
o desenvolvimento de cancer em sua fase mais priméria ou pré-cancerigena constituiria
tal ferramenta. *° E neste sentido, alteragcbes mitocondriais no DNA humano tém sido
descritas em tumores. Um relatorio recente sugere que o carcinoma de cabega e pescoco

pode ser detectado utilizando DNA derivado da exfoliagdo de amostras de células da

Daniela Pereira Lima



36
mucosa oral colhidas na saliva .** Franzmann e colaboradores ** avaliaram o gene CD44

solivel na saliva como um potencial marcador molecular para cancer de cabeca e
pescoco. Concluiram que o exame pode ser efetivo para detectar esse tipo de cancer em
todos 0s estagios. Li e colaboradores, *° divulgaram que tumores malignos localizados
na regido de cabeca e pesco¢o podem ser diagnosticados pela saliva com uma preciséo
de 91% sendo importante para o diagndstico precoce aumentando a probabilidade de
sucesso no tratamento. O diagndstico de cancer de mama via amostra salivar ja possui
estudos avancados e Streckfus e colaboradores, **analisando amostras salivares de 30
pacientes, identificaram 49 proteinas que diferenciavam pacientes saudaveis daquele
com diagndsticos de cancer de mama. A pesquisa demonstrou que a presenca desse tipo
de tumor produz uma mudanca na quantidade e nas caracteristicas das proteinas
encontradas nas glandulas salivares. A andlise das proteinas da saliva também permitiu

distinguir se 0s tumores nos seios das pacientes eram ou ndo malignos.

Andlise forense

A capacidade de detectar o DNA humano na saliva também tem sido 0til na &rea
forense. A saliva pode ser encontrada em vérias situacdes dentro da cena de um crime
como as marcas de mordidas deixadas em objetos ou em vitimas de crimes violentos,
cigarros, selos postais, envelopes e outros objetos. ** Foi demonstrado que a saliva pode
ser potencialmente recuperada nessas ocorréncias. Estudo realizado por Anzai-Kanto e
colaboradores, ** obteve a saliva de voluntarios depositada na pele, recuperada para
extracdo e tipagem do DNA por PCR, para a posterior avaliagdo de sua utilizagdo e sua
contribuicdo na odontologia legal. Os resultados indicaram que procedimentos
padronizados utilizados para coleta e extracdo de DNA salivar podem ser utilizados
como um método para recuperar DNA em casos forenses, desde que haja quantidades
adequadas. Este estudo sugere que a andlise de saliva depositada sobre a pele pode ser
incorporada ao conjunto de provas de um inquérito criminal ja que possui um grande

poder discriminatorio.

Investigacdo de drogas farmacéuticas e drogas ilicitas

A difusdo de substancias entre liquidos corporais e a saliva proporciona a
utilizagdo desta para monitorar niveis de medicamentos farmacéuticos (litio,
carbamacepina, barbituricos, benzodiazepinicos, fenitoina, teofilina e ciclosporina

drogas licitas (alcool e tabaco) e ilicitas (maconha, cocaina e anfetaminas).*
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O litio, medicamento utilizado como escolha para o tratamento dos transtornos

de humor bipolar, com indices terapéuticos estreitos exige um monitoramento constante
de suas concentragdes no plasma para conseguir um melhor efeito terapéutico e reduzir
efeitos adversos e seu monitoramento através da saliva seria uma alternativa. *" Além de
ser medido no soro, o litio também pode ser determinado na saliva e nas hemécias.
Nesses casos, a sua representagdo numérica é feita em relagdo a concentracéo
encontrada no plasma ou no soro. A relacédo saliva-plasma de litio varia de 3 a 13, onde
as concentracdes séo bem mais elevadas na saliva. *

No caso de drogas licitas e ilicitas, sabe-se que o uso indiscriminado dessas
substancias em diversos segmentos da sociedade é um fendmeno mundial que tem
causado grande preocupagéo por parte de especialistas. Diferengas quanto ao padrdo de
uso e ao tipo de droga podem ser observadas de pais para pais, entretanto, 0os impactos
sobre a salde publica, a seguranca individual e a estrutura social sdo universalmente
negativos. Drogas licitas como o alcool e o tabaco, e ilicitas, como a maconha, a
cocaina e as anfetaminas, sdo utilizadas por milhdes de pessoas em todo o mundo,
geralmente com graves conseqiéncias para o usuério e a sociedade. Fatalidades ocorrem
ndo somente em virtude da intoxicacdo aguda ou crbnica, mas também devido as
alteragbes comportamentais e psicomotoras que essas substancias provocam em
usuérios. Nos ultimos anos, tem se observado um crescente interesse mundial do uso da
saliva para monitorar o uso de drogas por motoristas. A vantagem do uso da saliva esta
no fato desse fluido oral ser facilmente coletado de forma n&o-invasiva e sob
observacéo direta, o que dificulta a possibilidade de adulteracdo da amostra pelo doador.
Alternativamente ao sangue, a deteccdo na saliva poderia indicar, em poucos minutos,

se um motorista estaria dirigindo sob a influéncia de drogas. *°

Andlise Hormonal

O conhecimento de que h4 hormdnios esterdidais na saliva, e que podem ser
medidos, estad sendo usado por mais de 30 anos. Mas sO recentemente a tecnologia
alcancou essa informacdo, tornando possivel a determinacdo exata dos niveis dos
hormonios da saliva. As avaliacdes séo realizadas em amostras de sangue, mas a coleta
tem suas limitagdes. A maioria dos hormdnios do sangue (aproximadamente 95%) €
limitada as proteinas especificas que os carregam pela corrente sangliinea e podem ser
consideradas as fragcbes de armazenamento de hormonio. Os outros 5% representam

horménios livres - aqueles disponiveis para mover-se facilmente para seus 6rgdos alvo e

Daniela Pereira Lima



38
para cumprir suas funcbes. A saliva contém estes horménios livres que podem

facilmente ser medido para dar um retrato exato daqueles que estdo prontamente
disponiveis no tecido humano. Assim a detecgdo de alguns deles é importante, pois sua
variacdo na saliva pode ser indicativa de progressdo cancerigena ou suspeita de, por
exemplo, a Sindrome de Cushing, enfermidade que resulta da hipersecrecdo continua de
cortisol end6geno, gerando clinicamente, fraqueza da musculatura proximal,
osteoporose, equimoses espontaneas e hipocalcemia. Estrogenos também podem ser
verificados na saliva e a predicdo do parto prematuro realizado pela medida salivar do
estradiol é um teste aprovado pela FDA (Food and Drug Administration). O aumento
desse hormonio também ¢é indicativo de que a mulher encontra-se em periodo fertil e
realizando um auto-teste com um dispositivo comercialmente distribuido a mulher tem a
capacidade de monitorar o seu ciclo de fertilidade. %0 Além disso, sabe-se que alteragdes
hormonais podem levar a distirbios sisttmicos como o diabete mellitus, e esta doenca
pode contribuir para o quadro de periodontite devido &s mudancas vasculares, disfuncéo
de neutrdfilos, sintese de colagenos e pela predisposicéo genética, além de mudangas na
microbiota gengival, favorecendo assim a colonizacdo de bactérias Gram—Negativas
como a Prevotella e Phorphyromonas que na gestacdo estdo correlacionados a partos

prematuros. >3

Doencas auto-imunes

A sindrome de Sjogren é uma doenca auto-imune cronica, caracterizada por
disfuncdes nas glandulas salivares e lacrimais, ceratoconjuntivite seca, xerostomia, além
de anormalidades soroldgicas. Alguns procedimentos para o diagndstico dessa sindrome
incluem: sialografia, cintilografia salivar, bidpsias e testes soroldgicos. Embora sejam
Uteis, esses exames sdo invasivos, caros € nem sempre conclusivos. % Pesquisadores
tém mensurado concentragfes especificas de citocinas (grupo de moléculas envolvidas
na emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas imunes)
na saliva de pacientes com sindrome de Sjogren para a sua eventual utilidade em
diagnéstico. A interleucina (grupo de citocina) 2 e a 6 apresentam-se,
significativamente, elevados nos individuos que sofrem dessa doenga. Assim, alteragdes
nos perfis salivar dessas citocinas podem ser Uteis no diagndstico da Sindrome de

Sjégren como no monitoramento de sua progress&o. >
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Doencas Cardiovasculares

Doengas Cardiovasculares sdo as maiores causa de morte em todo mundo. *°
Marcadores presentes na saliva, como a amilase, foram utilizados para o
acompanhamento pos-operatorio de pacientes submetidos & cirurgia cardiovascular.
Trabalho de Adam e colaboradores *° indicou que a amilase salivar em niveis baixos em
pré-operatorio de pacientes com aneurisma da aorta esta associada com o aumento da
mortalidade. Outro como o de Samaranayake em 2007 *’ constatou que a atividade
salivar (alfa) amilase pode ser utilizada como um bom marcador de catecolaminas
durante a avaliagdo de pacientes em varias situagdes estressantes. Essas investigacoes
indicam a possibilidade da utilizagdo da saliva para avaliar a satide geral do organismo,
no entanto, sdo trabalhos em fase inicial de desenvolvimento com necessidade de

confirmacdo da sua utilidade geral.
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2.5 Discussao

As vantagens da utilizacdo da saliva para realizacdo de diagnosticos em relagéo
a outros espéecimes bioldgicos estdo na facil disponibilidade, uma coleta simples e ndo
invasiva, podendo ser realizada pelo proprio individuo, além de possuir um
armazenamento fécil e de baixo custo. Adicionalmente a essas vantagens, destaca-se a
indicacdo de seu uso em pacientes geriatricos, pediatricos, obesos, com deficiéncia
mental, presos entre outros visto que a coleta da saliva oferece uma alternativa néo
dolorosa, eliminando o estresse que o paciente possa sofrer .*°

O inconveniente principal da utilizacdo da saliva como liquido de diagndstico é
o fato de que algumas substancias submetidas a analise encontram-se geralmente em
quantidades mais baixas do que no sangue. A concentra¢do bioquimica dos compostos
na circulacdo sangiiinea é documentada, regularizada e definida em escalas de variacéo
com valores de referéncia. O plasma possui escalas estreitas com pouca variagdo.’
Entretanto, com novas técnicas altamente sensiveis, o0 nivel mais baixo dos compostos
analisados na saliva j& ndo é uma limitacdo. Alguns elementos que podem ser medidos
no sangue podem ser mensurados na saliva devido ao desenvolvimento da
nanotecnologia, que permite aos cientistas manipularem matérias em escala atomica. “°

O NIDCR (The National Institute of Dental and Craniofacial Research)
desenvolve programas utilizando a saliva como ferramenta de diagndstico visando
tornar esse sistema uma tecnologia vidvel que a conduzir para a comercializagdo. No
ano de 2003 esse instituto financiou uma pesquisa visando identificar o “DNA salivar”-
uma espécie de tabela periédica dos componentes salivares - atraves da catalogacéo
detalhada das proteinas salivares humanas das trés glandulas principais. Este seria um
recurso fundamental para elucidacdo de patogénias de doencas além de avaliar a
influéncia de medicagfes na estrutura, composi¢do, e na secrecdo de todos oS
constituintes salivares.

O desafio em fazer com que o diagnostico com a utilizagdo da saliva torne-se
uma realidade clinica estd em estabelecer uma fundamentacéo cientifica e validacBes
clinicas necessarias para posiciona-la como uma tecnologia altamente exata e praticavel

atingindo uma avaliagéo definitiva.
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2.6 Conclusotes

1. Asaliva é um fluido corporal com elevada importancia para situagdes fisiologicas e
patoldgicas do organismo humano;

2. Em vaérias situacBes a saliva j& contribui na investigacdo laboratorial, dentre elas, o
diagndstico de doengas com envolvimento de agentes bioldgicos infecciosos, neoplasias
malignas, monitoramento drogas farmacéuticas e drogas ilicitas, doengas auto-imunes,
analise hormonal e no auxilio da medicina legal,

3. A vantagem da utilizagio salivar em diagndsticos laboratoriais reside no fato da sua
disponibilidade, coleta facil, ndo invasiva, armazenamento simplificado e de baixo
custo;

4. O inconveniente no seu uso esta no fato de que as concentragdes dos seus
marcadores bioldgicos se encontram em niveis mais baixos em relagdo ao plasma e
ainda ndo ha valores de referéncia. O desenvolvimento de alta tecnologia

(nanotecnologia) est4 sanando tal situagao.
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Capitulo 2

“Procurando o bem para o0 nossos semelhantes
encontramos 0 nosso.”
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Doenca periodontal, diabete mellitus e hipertensdo em gestantes usuérias do

Sistema Unico de Satde (SUS).
Periodontal disease, diabetes mellitus and hypertension in pregnant women, users
of Brazilian Health System (SUS).

3.1 Resumo

Objetivo - avaliar a associagdo entre doenga periodontal, diabete mellitus e hipertensdo
arterial em gestantes usuarias do Sistema Unico de Satde (SUS). Métodos — a amostra
consistiu de 86 mulheres, com idade gestacional entre 0 4° e 0 7° més, submetidas ao
atendimento pré-natal em Unidades Bésicas de Saude (UBS). A condicdo periodontal
foi avaliada por 2 pesquisadores calibrados ( Kappa = 0,91) pelo do indice Periodontal
Comunitério (IPC). A afericdo da pressdo arterial foi realizada por profissionais das
proprias UBS, utilizando-se esfigmomandmetro e o teste de glicemia foi realizado a
partir de amostra de sangue colhida do dedo médio, com lanceta descartavel adaptada a
um lancetador (Accu-Chek Softclix Pro; Roche, USA), para a aferigdo utilizou-se um
monitor de glicemia (Accu-Chek Advantage 11, Roche, USA).Os dados foram anotados
em ficha numerada, ndo permitindo a identificagdo das pacientes. Posteriormente, 0s
mesmos passaram por analise estatistica, sendo aplicado o teste Exato de Fisher para
avaliar a existéncia de associacéo entre as varidveis glicemia e doenca periodontal. No
teste foi adotado o nivel de significancia de 0,05. Resultados — A maioria das gestantes
apresentaram salde periodontal (58,1%), 41,9% dos sujeitos da pesquisa mostraram
pelo menos um sinal de doenga periodontal, sendo que 31,4% apresentaram gengivite e
10,5% periodontite. A hiperglicemia foi detectada em 51,2 % e n&o foi encontrado valor
de pressdo arterial superior ao considerado normal. Conclusdo - ndo se verificou
associagéo significativa entre a presenca de doenca periodontal, alteracdo de glicemia e
hipertenséo arterial nas gestantes participantes da pesquisa.

Palavras-chaves: Doenca periodontal; Gestacdo; Diabete mellitus; Hipertenséo arterial.
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3.2 Abstract

Purpose: To evaluate the association among periodontal disease, diabetes mellitus and
arterial hypertension in pregnant women users of the Brazilian Health System (SUS).
Methods: The sample consisted of 86 women, with pregnant age between the 4™ and 7"
month, submitted to pre-natal attendance in Health Basic Unities (HBUS). Periodontal
condition was evaluated by 2 calibrated researchers (Kappa = 0.91) through the
Community Periodontal Index (CPI). A sphygmomanometer was used to check the
arterial pressure, what was accomplished by the professionals from the HBUs; glycemia
test was accomplished through a blood sample collected from the middle finger with a
disposable lancet adapted to a lance device (Accu-Chek Softclix Pro; Roche, USA), and
for checking the glycemia level, a glycemia monitor was used (Accu-Chek Advantage
I, Roche, USA). Data were written on a numbered register form, avoiding patient
identification. After, the same data were statistically analyzed through the Fisher Exact
Test, in order to evaluate the existence of association between the variables blood
glucose and periodontal disease. In this test, a significance level of 0,05 was adopted.
Results — Most of the pregnant woman presented periodontal health (58,1%); 41,9% of
the research subjects showed at least one sign of periodontal disease, with 31,4%
presenting gingivitis and 10,5% periodontitis. Hyperglycemia was detected in 51,2%
and it was not found a value of arterial pressure higher than what is considered to be
normal. Conclusion: it was not verified a significant association among the presence of
periodontal disease, glycemia alteration and arterial hypertension in pregnant women

who comprised this research.

Key words: Periodontal diseases; Pregnancy; Diabetes mellitus; Hypertension.
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3.3 Introducéo

No Brasil, a disseminacéo, de forma mais ampla, do programa de atencdo pre-
natal ocorreu com a implantacdo do Programa de Atencgdo Integral & Satde da Mulher
(PAISM), em meados da Gltima década de 80. Desde esse periodo, tém ocorrido
mudancas significativas quanto ao aumento da cobertura e da média do nimero de
consultas, bem como quanto ao inicio mais precoce do pré-natal. * Entretanto, verifica-
se que ainda ocorre um numero elevado de mortes de mulheres e criangas por
complicages durante gestacdo e o parto. > * As causas mais fregiientes de morte
materna estdo associadas a hipertensdo arterial propria da gravidez (eclampsia),
hemorragia, infeccdo e aborto, sendo em sua grande maioria passiveis de serem
prevenidas e /ou controladas. 24

Desta forma, visando um o melhor atendimento a gestante o Ministério da Saude
criou as Diretrizes Bésicas de Atendimento Pré-Natal na rede de atengdo priméria a
Saude, e entre as acgOes desenvolvidas durante o pré-natal estd o atendimento
odontolégico. °

O pré-natal compreende um conjunto de atividades que visa a promogéo da
saude das mulheres em periodo gestacional e dos recém-nascidos e o estabelecimento de
acOes adequadas a prevencdo, ao diagnostico e ao manuseio clinico de problemas
obstétricos que venham a ocorrer, ou de enfermidades previamente existentes. Assim, a
assisténcia pré-natal tem ocupado historicamente um espaco relevante na atengdo a
satide da populagdo. °

Ha evidéncias de que os niveis de mortalidade materna e perinatal s&o
influenciados pelas condigBes de vida e pela qualidade da assisténcia obstétrica e pré-
natal. ° Pesquisas sugerem que a assisténcia pré-natal pode contribuir para a reducéo da
ocorréncia de prematuridade e do baixo peso ao nascer. *®

A ocorréncia de doenca periodontal, ou seja, a inflamag&o dos tecidos de suporte
dos dentes, durante a gestagdo pode estar associada a pré-eclampsia ° e constitui um
fator de risco significante para o nascimento de criangas prematuras de baixo peso ao

nascer ° além de ser um fator de risco para doencas cardiovasculares, diabetes e

infeccBes respiratorias. * *
Na gestacdo, as doencas hipertensivas, com nimeros superiores a 130/90 mmHg,
continuam sendo as maiores causas de mortalidade materno-fetal nos paises em

desenvolvimento e sio responsaveis por 60% das mortes maternas obstétricas diretas. *?
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Entre os tipos presentes na gravidez destacam-se as manifestacdes especificas, isto é, a

pré-eclampsia e a hipertenséo gestacional. 2

De grande relevancia também, o diabete mellitus pode ser responsavel por
complicagbes neonatais como: membrana hialina, macrossomia, hipocalcemia,
hiperbilirrubinemia, policitemia e hipomagnesemia em até 25% dos recém-nascidos de
maes portadoras de diabetes, aléem de malformagdes congénitas que superam em quase
trés vezes aquelas observadas na populagéo geral destacando-se como a principal causa
de mortalidade perinatal. **

Para o controle do diabetes mellitus, o Grupo de Trabalho do Diabetes
Gestacional (GTDG) do Brasil, reconhecendo a facilidade do rastreamento pela
glicemia de jejum, sugere a realizacdo desse exame a partir da 20% semana de gestacdo,
tendo como ponto de corte 85 mg/dL. Destaca, ainda, a importancia do mesmo ja na
primeira consulta de pré-natal, em portadoras de fatores de risco para o diabete melito.
15, 16

O objetivo do presente estudo foi avaliar a associagdo entre doenga periodontal,
diabetes mellitus e hipertensio arterial em gestantes usuérias do Sistema Unico de

Saude (SUS) que realizam pré-natal.
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3.4 Material e Métodos

Trata-se de um estudo caso controle, realizado nos municipios de Aragatuba e
Birigui, SP, Brasil. A amostra consistiu de mulheres, gestantes, com idade gestacional
entre 0 4° e 0 7° més, submetidas ao atendimento pré-natal nas Unidades Bésicas de
Saude (UBS) entre 06 de dezembro de 2007 el7de junho de 2008, perfazendo um total
de 86 pacientes.

Os dados foram anotados em ficha numerada, ndo permitindo a identificacdo da
paciente.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP-FOA
sob n° 2007-02032 tendo participado as gestantes que livremente consentiram apds

serem esclarecidas quanto aos objetivos e métodos da mesma.

Avaliacéo da condicdo periodontal

Foi avaliada a condigdo periodontal utilizando-se o indice IPC (indice
Periodontal Comunitério), proposto pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) ' para
levantamentos epidemioldgicos de salde bucal, classificando como: ausente, leve
(presenca de sangramento gengival) e severo (presenca de bolsa periodontal). O exame
foi realizado por 2 pesquisadores previamente calibrados (Kappa = 0,91), com as
gestantes sentadas em cadeira comum sob iluminagdo natural, utilizando a sonda
periodontal modelo da OMS e espelho clinico.

Os pesquisadores seguiram os critérios adotados pela OMS, 1987, no qual a
boca foi dividida em sextantes definidos pelos dentes: 18-14, 13- 23, 24-28, 38-34, 33-
43 e 44-48. A presenca de dois ou mais dentes sem indicagdo para exodontia (por
exemplo, comprometimento de furca, mobilidade e outros problemas) foi pré-requisito
ao exame do sextante. Os procedimentos do exame foram iniciados pela é&rea
distovestibular passando-se pela area média entdo para a area mésiovestibular. A sonda
foi introduzida levemente no sulco gengival ou na bolsa periodontal, ligeiramente
inclinada em relacdo ao longo eixo do dente, sequindo a configuracdo anatomica da
superficie radicular. Os dados coletados durante o exame periodontal foram registrados
no formuléario especifico.
Os cddigos utilizados no IPC séo *:

0 - Sextante higido;
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1 - Sextante com sangramento (observado diretamente ou com espelho, ap6s

sondagem);

2 - Célculo (qualquer quantidade, mas com toda a &rea preta da sonda visivel);
3 - Bolsa de 4mm a 5mm (margem gengival na rea preta da sonda);

4 - Bolsa de 6mm ou mais (area preta da sonda ndo esta visivel);

X - Sextante excluido (menos de dois dentes presentes);

9 - Sextante nao examinado.

Avaliacéo da glicemia capilar

Em seguida foi realizado o exame para verificagdo dos niveis de glicemia no
sangue. Para tanto, obteve-se uma amostra de sangue (uma gota), colhida do dedo
medio, utilizando-se uma lanceta descartivel adaptada a um lancetador (Accu-Chek
Softclix Pro; Roche, EUA), proprios para uso hospitalar, que evitam o risco de
contaminagdo tanto do paciente quanto do profissional que realizarou a coleta. A
glicemia foi aferida utilizando um monitor de glicemia (Accu-Chek Advantage II,
Roche, USA). Gestantes que apresentaram os valores glicemicos a cima de 85 mg/dL,

foram consideradas com valores alterados. ** 16

Avaliacéo da presséo arterial

Para a afericdo da pressdo arterial foi utilizado esfigmomandémetro e realizada
por profissionais de enfermagem da propria UBS Sendo adotado o valor de normalidade
para hipertenséo medidas inferiores a 130/90 mmHg. **

Quando se verificava que as pacientes apresentavam doenca periodontal,
hiperglicemia e/ou hipertenséo, os pesquisadores entravam em contato com o medico da

UBS para que as gestantes fossem encaminhadas para tratamento.

Andlise estatitica
A andlise estatistica utilizada para avaliar a existéncia de associagdo entre as
varigveis glicemia e doenca periodontal foi o teste Exato de Fisher. No teste foi adotado

o nivel de significancia de 0,05.
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3.5 Resultados

Entre as 86 gestantes que constituiram a amostra do estudo, verificou-se que 36

(41,9%) apresentaram pelo menos um sinal de doenca periodontal. (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo numérica e percentual das gestantes, segundo a presenca doenga
periodontal. Aracatuba/Birigui, SP, 2008.

Doenca Periodontal n %
Ausente 50 58,1
Sangramento (leve) 27 31,4
Presenca de bolsa superficial/ 09 10,5

Profunda (severo)

Total 86 100,0

Durante a realizagdo do exame nenhuma das 86 gestantes apresentou aumento da
pressao arterial acima de 130/90mmHg
A Tabela 2 mostra a distribuicdo de glicemia alterada. A hiperglicemia foi

detectada em 51,2 % das gestantes no momento do exame realizado.

Tabela 2. Distribuicdo numérica e percentual das gestantes, segundo a presenga de

alteracdo de glicemia no momento do exame. Aragatuba/Birigui, SP, 2008.

Alteracdo de Glicemia n %
Presente 44 51,2
Ausente 42 48,8
Total 86 100,0

A tabela 3 mostra a classificagdo das 86 gestantes, segundo o status de presenca

de alteragdo de glicemia e a presenga ou auséncia de doenga periodontal no momento da
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realizacdo do exame. N&o houve associacdo estatisticamente significante entre as

proporgdes (p= 0,3440).

Tabela 3. Distribuicdo das 86 gestantes, segundo o status de glicemia alterada e a

presencga ou auséncia de doenga periodontal. Aracatuba/Birigui, SP, 2008.

Variaveis Glicemia alterada Glicemia sem alteracdo Amosta (n)
n % n N
Condicdo periodontal
Com doenca 17 38,7 19 45,3 36
Sem doenga 27 61,3 23 54,7 50
Total 44 100% 86 100% 86
p=0,3440
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3.6 Discussao

Nas Ultimas décadas a salde da mulher tem sido alvo de atenclo especifica,
prova disso € a implantacdo do Programa de Assisténcia Integral & Saude da Mulher
(PAISM), implantado em meados dos anos 80, com o intuito de atender & mulher de
forma irrestrita. Entre seus objetivos estdo a reducdo dos riscos referentes ao pré-natal e
ao parto. !

Os resultados do presente estudo ratificam a importancia e a eficiéncia do
PAISM uma vez que a maioria das gestantes ndo apresentou alteragbes da presséo
arterial nem de glicemia, dois grandes problemas que costumam ocorrer durante a
gestacdo, j& que sdo contempladas com a assisténcia prestada pelo Programa de
Assisténcia Integral & Satde da Mulher.

O atendimento odontoldgico foi inserido entre as acbes propostas pelo
Ministério da Saude, através da criacdo das Diretrizes Béasicas de Atendimento Pré-
Natal, na rede de atencdo primaria a Salude, dada a necessidade de cuidados bucais
durante a gestacéo.’

Essa necessidade baseia-se em dois motivos principais: as gestantes devem se
alimentar corretamente e, por isso, ndo seria admissivel que apresentassem dor e/ou
mobilidade dentaria, e infec¢Bes periodontais poderiam se disseminar pela corrente
sanguinea e estimular a producéo de citocinas inflamatérias. '° Esse tipo de atendimento
ocorre nas Unidades Basicas de Salde-UBS de Aracatuba e Birigli, SP, mostrando que
0s municipios acompanham as politicas de saude coletiva.

A prevaléncia da doenca periodontal na gravidez foi observada em alguns

20.21 yariando de 61,7% a 97,8%, valor muito cima dos 41,9% encontrado nesse

estudos,
trabalho, indicando que a assisténcia odontoldgica clinica e a educagéo em saude bucal,
durante a gestacdo, podem interferir diretamente na melhora das condi¢bes de saude
dentéria e periodontal, uma vez que as gestantes participantes do estudo assistiam
palestras de orientacdo de salde bucal nas Unidades Bésicas de Salde ou nas
dependéncias da Faculdade de Odontologia de Aragatuba—FOA-UNESP e se submetiam
a consulta odontoldgica nas UBSs.

@2 afirmam que a

Estudos realizados como de Kunnen et al.*® e Vergnes
doenca periodontal, durante a gestacdo pode estar associada a pré-eclampsia. Por outro
lado, em pesquisa reunindo 345 pacientes (115 casos e 230 controles) ndo se encontrou
sustentacdo para a relagéo de risco, sugerindo que outros estudos talvez tenham falhas

metodoldgicas, como tamanho amostral inadequado e analises estatisticas
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inapropriadas. > Da mesma forma, o presente estudo ndo conseguiu observar essa

associacdo, uma vez que nédo foi encontrada alteracéo de pressdo arterial em nenhuma
das gestantes pacientes com doenga periodontal.

Também néo foi encontrada associacdo estatistica entre a presenca de doenca
periodontal e diabete mellitus (alteracdo glicémica), o que estd de acordo com 0s

2 que suportam a hipétese de que mulheres com diabete

resultados de Novak et a.
gestacional podem estar em maior risco de desenvolver doengas periodontais mais
severas do que as mulheres gravidas sem diabete gestacional.

Estudo realizado por Chapper et al.?® demonstrou que pacientes com diabete
gestacional e obesidade pré-gestacional apresentaram significativamente mais gengivite
e perda de insercdo periodontal que aquelas com IMC (indice de Massa CorpGrea) pré-
gestacional normal, ressaltando ainda que o tratamento periodontal deva ser considerado
na determinacdo de futuras recomendacdes de controle metabdlico para esse grupo
especial de pacientes.

Ha evidéncias de que os niveis de mortalidade materna e perinatal s&o
influenciados pelas condigBes de vida e pela qualidade da assisténcia obstétrica e pré-
natal. ° Esses fatores foram determinantes para a implantacéo das Diretrizes Bésicas de
Atendimento Pré-natal e a inser¢do do atendimento odontoldgico.

Todas as gestantes examinadas eram participantes de programas de pré-natal, o
que poderia justificar a ndo ocorréncia de hipertensdo decorrente da gravidez, a baixa
ocorréncia de diabete gestacional e doenca periodontal, além disso, ndo houve

associacao estatistica entre doenca periodontal e glicemia alterada.
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3.7 Conclusdo

Com base na metodologia adotada e nos resultados obtidos, a hipertenséo
arterial decorrente da gestacdo ndo foi observada em nenhuma das mulheres
participantes da pesquisa, a prevaléncia de doenca periodontal foi baixa, ndo havendo
associagéo significativa entre a existéncia da doencga periodontal e alteragéo de glicemia

nas gestantes participantes da pesquisa.
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Capitulo 3

“O poder nasce do querer.

Sempre que o homem aplicar a veeméncia e
perseverante enegia de sua almaa um fim,
vencera os obstaculos, e, se ndo atingir o alvo fara,
pelo menos, coisas admiraveis”.

Dale Carnegi
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Ocorréncia do complexo vermelho de Socransky em gestantes com e sem doenca

periodontal.
Occurrence of Socransky red complex in pregnant women with and without

periodontal disease.

4.1 Resumo

A doenga periodontal é complexa, multifatorial, sua patogénese estd associada a
microrganismos especificos e em sua maioria, anaerobios obrigatdrios Gram-negativos.
Fatores moduladores como alteragdes hormonais durante a gravidez podem agravar essa
doenga. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a presenca do complexo vermelho
de Socransky (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia)
e P. intermedia pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em gestantes com e sem
doenca periodontal, bem como sua relagdo com a pressdo arterial e glicemia capilar.
Participaram deste estudo caso controle 86 gestantes, sendo 50 com periodonto
saudavel, 27 com gengivite e 9 com periodontite. A pressdo arterial e glicemia foram
avaliadas e devidamente registradas. Os espécimes clinicos do sulco gengival ou bolsa
periodontal foram coletados por meio de cones de papel absorvente esterilizados. A
extracdo de DNA foi realizada pelo kit Easy-DNA e a presenca das bactérias foi
detectada por PCR com iniciadores e sondas especificas para cada microrganismo. Os
dados obtidos mostraram que a pressdo arterial de todas as gestantes estava em niveis
normais, 51% apresentou hiperglicemia e essas duas varidveis ndo estavam associadas
as condicOes periodontais e/ou presenca de microrganismos. O complexo vermelho de
Socransky ndo estava presente em gestantes com periodonto sadio, entretanto, estava
presente nas gestantes com gengivite 3,7% e em maior porcentagem em gestantes com
periodontite 33,3%.

Palavras Chaves: Complexo Vermelho de Socransky; Gestagédo; Doencga Periodontal
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4.2 Abstract

Periodontal disease is complex, multifactorial, and its pathogenesis is associated to
specific microorganisms, most of them strictly anaerobic Gram-negative. Modulating
factors such as hormonal alteration during pregnancy may aggravate this disease. Thus,
the purpose of this study was to verify the presence of the Socransky red complex
(Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola and Tannerella forsythia) and P.
intermedia by polymerase chain reaction (PCR) in periodontally healthy pregnant
women and pregnant women with periodontal disease, as well as its relation with
arterial blood pressure and capillary glycemia. This case control study included 86
pregnant women, being 50 pregnant women with healthy periodontium, 27 with
gingivitis and 9 with periodontitis. Arterial pressure and glycemia were evaluated and
orderly recorded. Clinical specimens from the gingival crevice or periodontal pocket
were gathered with sterilized absorbent paper cones. DNA extraction was accomplished
through the Easy-DNA Kit test and the presence of bacteria was detected by PCR with
primers and specific probes for each microorganism. The obtained data showed that the
arterial pressure of all pregnant women was found in normal levels, 51% presented
hyperglycemia and these two variables were not associated to periodontal conditions
and/or presence of microorganisms. The Socransky red complex was not present in
pregnant women with healthy periodontium; however, it was present in pregnant
women with gingivitis (3,7%) and in a higher percentage in pregnant women with
periodontitis (33,3%).

Keywords: Socransky Red Complex, Pregnancy, Periodontal Disease.
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4.3 Introducéo

As doengas periodontais séo, geralmente, desordens infecciosas cronicas de
carater enddgeno e varios microrganismos estdo envolvidos em sua patogénese, em
especial, bactérias anaerobias estritas Gram-negativas. ' % * Essas entidades patolégicas
complexas e multifatoriais podem se apresentar na forma de processos inflamatérios
destrutivos contribuindo para destruicdo progressiva dos tecidos de suporte dos
elementos dentais, culminando com a perda destes. 24,56

A AMERICAN ASSOCIATION OF PUBLIC HEALTH DENTISTS
SUBCOMMITTEE OF PREVENTIVE PERIODONTOLOGY, em 1984, considerou as
doengas periodontais como as principais causas da perda de elementos dentais na
populacdo adulta e um dos mais sérios problemas sdcio-econdmicos e de saude publica
mundiais, tais consideracbes sdo enfatizadas por Albandar 2002 2 Bronw e
colaboradores 2002 7 e Petersen e colaboradores 2005 é. Segundo Bodet e colaboradores
2007 °, o desenvolvimento da doenca periodontal depende tanto da viruléncia das
bactérias envolvidas, bem como do nivel da resposta imune do hospedeiro. Varios
autores relatam que as doencas periodontais estdo associadas ao biofilme dental e a sua
evolugdo depende de fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como condi¢des sistémicas,
uso de drogas antimicrobianas, stresse, tabagismo, higienizagdo, entre outros e sua
progressdo pode acelerar com o decorrer do tempo. > * *° Esses fatores intrinsecos e
extrinsecos sdo também denominados de fatores moduladores ou de risco e estdo sendo
estudados arduamente para que se possam esclarecer os mecanismos de patogénese e
assim adotar estratégias preventivas adequadas. > **

Ha mais de 500 espécies bacterianas presentes na cavidade oral * e os
microrganismos anaerobios obrigatorios constituem o grupo numericamente mais

significativo da microbiota autoctone do homem ** 4

e cumprem um importante papel
em muitas infecgdes monomicrobianas e mistas, dentre elas, as doengas periodontais.

A presenca de um biofilme com potencial patogénico é essencial para o
desenvolvimento dessa doenga, bem como para a sua evolugdo. Nesse sentido, alguns
autores relataram que as periodontopatias nos humanos e em outros mamiferos estéo,
predominantemente, associadas a microrganismos anaerébios Gram-negativos. * *°

Com o intuito de verificar a colonizacdo dos biofilmes bucais e elucidar a
patogénese desses processos infecciosos, Socrasky e colaboradores 1998 ° e Socransky
e Haffajee 2002 " descreveram seis complexos microbianos que se instalam no biofilme

subgengival de individuos adultos. Esses autores verificaram que os complexos
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amarelo, azul, verde e violeta sdo constituidos por grupamentos de bactérias que tém

capacidade de aderir & 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, sendo muitos deles considerados até benéficos. Segundo os autores, esses
complexos basais fornecem receptores e criam condicOes ecoldgicas para a implantagéo
das bactérias do complexo laranja implicadas com a patogénese das doencas
periodontais e entre essas bactérias estd Prevotella intermedia. O complexo laranja
precede e cria condicdes para a implantacdo do complexo vermelho que é formado pelas
espécies de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia,
aceitas como agentes etioldgicos da periodontite crénica, relacionados com o aumento
de profundidade de bolsa e com a presenca de sangramento a sondagem.

As espécies correspondentes aos géneros Prevotella e Porphyromonas
caracterizam-se por serem bastonetes anaerébios obrigatorias, Gram-negativas,
pleomarficos, imoveis e ndo esporuladas, podendo ser sacaroliticas ou assacaroliticas,
respectivamente. Em meio solido, formam col6nias lisas, brilhantes, convexas,
circulares e podem produzir pigmentagao escura, o seu periodo de incubacéo esté entre
07 a 14 dias. *® Esses microrganismos tém sido observados em processos extrabucais,

como infecgdo naso-faringea, pulmonar, apendicite, peritonite intra-abdominal ** %,

doenca periodontal cronica, gengivite UGlceronecrosante, gengivite gravidica %' e

correlacionados a partos prematuros.?? 2

Treponema denticola € uma espiroqueta movel, anaerdbia obrigatoria Gram-
negativa, altamente proteolitica, que foi descrita por Brumpt em 1925. ** Esse
microrganismo  estd associado & gengivite ulceronecrosante, periododntite,

pericoronarite aguda, abscesso perirradicular agudo * %% %/

compondo, juntamente com
P. gingivalis e T. forsythia o complexo vermelho de Socransky.'® ?® T. denticola
também foi detectada em lesdes arteriosclerdticas, infeccbes pulmonares e
endodonticas. 2 30 3% 32

Tannerella forsythia foi relatada por Tanner e colaboradores, em 1979 % como
sendo uma bactéria Gram-negativa, fusiforme, frequentemente encontrada em conjunto
com P. gingivalis em casos de periodontite cronica. 2 Segundo Kadowaki e
colaboradores 2004 **, essa bactéria tem uma ocorréncia maior em adultos e esta
presente em numero elevado em sitios com sangramento & sondagem daqueles que ndo
apresentam sangramento. Além desses aspectos, Sharma e colaboradores 2005 *°

relatam que T. forsythia esta associada a perda de 0sso alveolar.
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Durante a gestagéo, algumas mulheres podem desenvolver a diabete gestacional

que também é um fator modulador da doenca periodontal. % *" 3 Segundo Xiong e
colaboradores 2006 *° a diabete gestacional pode aumentar o risco de eclampsia, parto
prematuro e até mesmo causar injdrias ao bebé.

Logo, verifica-se que a gestante apresenta alteragdes fisiologicas que podem
favorecer a colonizagdo e implantagdo do complexo vermelho de Socransky e de
Prevotella intermédia, microrganismos que estdo intimamente associados a diversas
modalidades de doenca periodontal, como a gengivite e doenca periodontal cronica. 2 *
5,21

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) estd sendo muito utilizada como
ferramenta para deteccdo de microrganismos exigentes como aqueles do complexo
vermelho de Socrasky, bem como para a caracterizagdo e identificacéo desses. “°

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia do complexo
vermelho de Socransky bem como de P. intermedia em gestantes com e sem doenca
periodontal por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e verificar associagéo

entre esses microrganismos a alteragdo de glicemia e/ou pressdo arterial.
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4.4 Material e Métodos

Trata-se de um estudo caso controle, realizado nos municipios de Aragatuba e
Birigui, SP, Brasil. A amostra consistiu de 86 mulheres, gestantes, com idade
gestacional entre 4° e o 7° més, submetidas ao atendimento pré-natal nas Unidades
Bésicas de Salde (UBS) dos municipios de Aragatuba-SP e Birigui-SP, perfazendo um

total de 86 pacientes.

Avaliacéo da condicdo periodontal

Foi avaliada a condigdo periodontal utilizando-se o indice IPC (indice
Periodontal Comunitério), proposto pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) para
levantamentos epidemiolégicos de saude bucal, classificando como: ausente, leve
(presenca de sangramento gengival) e severo (presenca de bolsa periodontal). O exame
foi realizado por 2 pesquisadores previamente calibrados (Kappa = 0,91), com as
gestantes sentadas em cadeira comum sob iluminagdo natural, utilizando a sonda
periodontal modelo da OMS e espelho clinico.

Os pesquisadores seguiram os critérios adotados pela OMS, 1987, no qual a
cavidade bucal foi dividida em sextantes definidos pelos dentes: 18-14, 13- 23, 24-28,
38-34, 33-43 e 44-48. A presenca de dois ou mais dentes sem indicacdo para exodontia
(por exemplo, comprometimento de furca, mobilidade e outros problemas) foi pré-
requisito ao exame do sextante. Os procedimentos do exame foram iniciados pela area
distovestibular passando-se pela area média e entdo para a area mésiovestibular. A
sonda foi introduzida levemente no sulco gengival ou na bolsa periodontal, ligeiramente
inclinada em relacdo ao longo eixo do dente, sequindo a configuragdo anatdmica da
superficie radicular. Os dados coletados durante o exame periodontal foram registrados
na ficha clinica da paciente.

Os caddigos utilizados no IPC s&o:

0 - Sextante higido;

1 - Sextante com sangramento (observado diretamente ou com espelho, apds
sondagem);

2 - Célculo (qualquer quantidade, mas com toda a &rea preta da sonda visivel);

3 - Bolsa de 4mm a 5mm (margem gengival na rea preta da sonda);

4 - Bolsa de 6mm ou mais (area preta da sonda ndo esta visivel);

X - Sextante excluido (menos de dois dentes presentes);

9 - Sextante nao examinado.
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Avaliacéo da presséo arterial

Para a afericdo da pressdo arterial foi utilizado esfigmomandémetro e realizada
por profissionais de enfermagem da propria UBS. Sendo adotado o valor de

normalidade para hipertensio medidas inferiores a 130/90 mmHg. *

Avaliacéo da glicemia

O exame de glicemia foi realizado a partir de uma amostra de sangue (uma gota)
que foi colhida do dedo médio, utilizando-se uma lanceta descartavel adaptada a um
lancetador (Accu-Chek Softclix Pro; Roche, EUA), proprios para uso hospitalar, que
evitam o risco de contaminagédo tanto do paciente quanto do profissional que realizou a
coleta. A glicemia foi aferida utilizando um monitor de glicemia (Accu-Chek
Advantage 11, Roche, EUA). Gestantes que apresentaram os valores glicémicos a cima

de 85 mg/dL, foram consideradas com valores alterados. ** *®

Coleta dos espécimes clinicos

Para a coleta dos espécimes clinicos do sulco gengival ou bolsa periodontal foi
realizada a antissepsia do elemento dental com clorexidina (0,12%), seguida do
isolamento relativo com roletes de algod&o. Os espécimes clinicos foram coletados com
o0 auxilio de trés cones de papéis absorventes esterilizados (N* 30, Endopoints Ind.
Com. Ltda., RJ.), introduzidos no sulco gengival ou na bolsa periodontal, onde
permaneceram por 10 segundos. ** Em seguida, os cones foram transferidos para
criotubos com aliquotas de 0,3 ml de &gua ultra-pura. Os tubos foram mantidos em

nitrogénio liquido até 0 momento do processamento laboratorial.

Deteccao dos microrganismos
A extracdo do DNA da espécie em estudo foi realizada utilizando-se o kit Easy-
DNA (Invitrogen, SP) .

A deteccdo foi realizada por PCR utilizando-se iniciadores especificos. A
amplificacdo do DNA foi realizada em volumes de 25 pl, contendo 2,5 ul de 10 X de
tampéo PCR, 1,25 ul de MgCI2 (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM) (Invitrogen), 0,25
ul de Platinum Taq DNA polimerase (0,5 U) (Invitrogen), 1,0 ul de cada iniciador (0,4
uM), 7 ul de &gua ultra-pura Milli-Q esterilizada e 10 ul de DNA (ng). A amplificacdo

foi realizada em termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400)
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programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); 35 ciclos de 94°C (1 min.), 52°C (1 min.),

72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.).

Os iniciadores e a temperaratura de anelamento utilizados, descritos por

Ashimoto e colaboradores 1996 *°, estio na tabela abaixo relacionada.

Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencional.

- - ) B Temp.de
Iniciadores especificos Oligonucleotideos
anelamento*

L 5-TGTAGATGATCATCTGATGGTGAAACC-3’ 0
P. gingivalis 60°C
5’-ACGTCATCGGCTACCCACCTTCCTC-3"

. . 5’-TTTGTTGGGTGACCCAGTAAAGCGGG-3’ 0
P. intermedia 55°C
5’-TTCAACCGATCTCTGTATCCCCTGCGT-3’

. 5’-TAACCGACTTCGTTATGTGCTCATTTACAT-3’
T. denticola 55°C
5’-CAAAGAAGCATAATCGCCTCTTCTTCTTA-3’

. 5’-GCGTATGTAAATCGGAACCTGCCCGCA-3’ 0
T. forsythia 60°C
5’-TGCACTACGTTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’

Em todas as reagdes foram utilizadas como controles positivos, as cepas ATCC
25611 e como controles negativos a mistura dos reagentes com agua ultra-pura. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
brometo de etidio (0,5 png/ml) e fotografados sobre transiluminador com luz UV com

camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120).

Andlise estatistica

Para a andlise dos resultados foram aplicados testes ndo paramétricos, levando-
se em consideracdo a natureza das variaveis estudadas.

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel para a rejeicdo da hipotese de
nulidade, assinalando-se com um asterisco o0s valores significantes.

Foi realizado o teste Exato de Fisher para verificar se alteragdes de glicemia e/ou
pressdo arterial foram significativas entre as gestantes, suas diferentes condigdes
periodontais, bem como para verificar a presenga do Complexo Vermelho de Socransky

e de Prevotella intermedia nessas condicdes.
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4.5 Resultados

Entre as 86 gestantes que constituiram a amostra do estudo, verificou-se que 50
(58,1%) nédo apresentaram sinais de doenga periodontal, 27 (31,4%) apresentaram
gengivite e 09 (10,5%) apresentaram a periodontite. (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo numérica e percentual das gestantes, segundo a presenca doenga
periodontal. Aracatuba/Birigui, SP, 2009.

Doenca Periodontal n %
Ausente 50 58,1
Leve/ 27 31,4

presenca de sangramento gengival

Severo/ 09 10,5
presenca de bolsa periodontal

Total 86 100,0

Em relagdo a pressdo arterial, verificou-se que todas as gestantes estavam com a

pressdo arterial nos indices de normalidade. (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de glicemia e pressdo arterial (mm/Hg) e ocorréncia de: P. gingivalis, T.
denticola, T. forsythia, P. intermedia em gestantes com as diferentes condi¢Ges periodontaisl,
Aracatuba, Birigui, SP 20009.

Condicdo L P. T. T. P.
periodo%wtal PA Glicemia gingivalis  denticola  forsythia  intermedia
GSs1 100 x 60 77 0 0 0 0
GS2 90 x 60 76 0 1 0 1
GS3 100 x 70 74 0 0 1 0
GS4 100 x 70 76 0 0 0 0
GS5 100 x 60 65 0 0 0 1
GS6 90 x 60 64 1 0 0 0
GS7 90 x 60 86 0 0 0 0
GS8 100 x 60 67 0 0 1 0
GS9 90 x 60 87 0 0 0 1
GS10 110x 70 87 0 1 0 1
GS11 90 x 60 89 1 0 0 0
GS12 110x 70 77 0 0 0 1
GS13 90 x 60 81 0 0 0 0
GS14 90 x 60 72 0 0 0 0
GS15 100 x 70 71 0 0 0 0
GS16 130 x 80 97 0 1 0 0
GS17 90 x 60 119 0 0 0 0
GS18 100 x 60 72 0 0 0 0
GS19 90 x 60 122 0 1 0 1
GS20 90 x 60 71 0 0 0 0
GS21 120 x 80 88 0 0 0 0
GS22 110x 70 98 1 0 0 0
GS23 110x 70 103 0 0 0 0
GS24 110x 70 102 0 0 0 0
GS25 100 x 60 107 0 0 0 0
GS26 100 x 60 128 0 0 0 0
GS27 100 x 60 82 0 0 0 0
GS28 110 x 60 97 0 0 0 1
GS29 100 x 70 76 0 0 0 1
GS30 90 x 70 84 0 0 0 0
GS31 110x 70 90 0 0 1 0
GS32 90 x 60 83 1 0 1 0
GS33 120 x 80 95 0 0 0 0
GS34 120 x 80 88 0 1 0 0
GS35 100 x 60 86 0 0 0 0
GS36 110 x 80 98 0 0 0 0
GS37 110 x 80 81 0 0 0 0
GS38 110 x 60 73 0 0 0 0
GS39 120 x 70 77 0 0 0 0
GS40 120 x 80 86 0 0 0 0
GS41 110 x 60 82 0 1 0 0
GS42 130 x 70 72 0 0 0 1
GS43 110 x 80 108 0 0 0 1
GS44 120 x 70 63 0 0 1 0
GS45 120 x 80 66 0 0 0 0

Daniela Pereira Lima



GS46
GS47
GS48
GS49
GS50
GGl
GG2
GG3
GG4
GGb
GG6
GG7
GG8
GG9
GG10
GG11
GG12
GG13
GG14
GG15
GG16
GG17
GG18
GG19
GG20
GG21
GG22
GG23
GG24
GG25
GG26
GG27
GP1
GP2
GP3
GP4
GP5
GP6
GP7
GP8
GP9

100 x 60
120 x 80
110 x 80
120 x 80
110x 70
100 x 70
120 x 80

90 x 60
100 x 70
100 x 60

90 x 60
100 x 70
100 x 60
110x 70

90 x50

90 x50
100 x 70
110x 70
100 x 60
100 x 70
120 x 80
110 x 80
100 x 70
120 x 60
120 x 80
120 x 80
100 x 60
120 x 80
110 x 80
100 x 60
100 x 60
100 x 60
130 x 80
100 x 70
110x 70
120 x 80
120 x 80
120 x 80
120 x 80
120 x 80
120 x 80

82
109
89
82
94
59
90
82
89
86
87
108
106
84
93
86
92
76
87
82
93
63
74
97
83
89
79
87
77
79
76
67
105
66
80
91
71
72
80
77
89

P OPFRPPFPORFRPRPFPOPFRPOORPRPFPOOOOORPROOORPRPFPOOOOPRPRPOO0OO0OO0OO0OO0OO0O0OORrR,PF,OP

PRPOPFRPORFRPRPFPOORPRPFPOPFPOOOOORROORFRPPFPOPFPOORPROOOOOOOO0OO0OO0OOOoOOo

PRPPRPPRPORFRPORFRPORFPOOFRPROORFRPOO0OO0OFRPRO0OO0O0O0OO0OFrRPROPRPOO0OOOFRP,PFPOOOPFR,LROOO

72
Continuagéo

PRPPRPPRPPPOPRPOOCORFRPRO0OO0CO0OO0ORFRPROO0OFRPRO0O000OO0OFRPROO0OPFRPPFPOO0OO0OO0OO0ODO0OOPFrR,rROOOo

GS=gestante com periodonto sadio
GG=gestante com gengivite

GP=gestante com periodontite

0= ausente
1= presente
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A Tabela 3 mostra os valores da glicemia e o Grafico 1 demonstra a ocorréncia

da alterag@o glicémica entre as gestantes participantes da pesquisa, sendo que das 50
gestantes com peridodonto sadio, 23 (46%) ndo apresentaram glicemia alterada,
enquanto que das 27 gestantes com gengivite, 13 (48,15%) ndo apresentaram alteracéo
glicémica e das 9 gestantes com periodontite 6 (66,7%) ndo apresentaram alteragéo
glicémica no momento do exame. Neste trabalho ndo foi encontrada associa¢do

estatistica significante entre a glicemia alterada e doenca periodontal.

Gréafico 1. Ocorréncia da alteracdo glicémica entre as gestantes dos 3 grupos de
condicéao periodontal (saudavel, gengivite e periodontite). Aracatuba/Birigui, SP, 2009.

OGlicemia ndo alterada

B Glicemia alterada

Saudéavel Gengivite Periodontite

Verificou-se, também, que ndo houve associacdo estatisticamente significante
entre alteragdo glicémica e ocorréncia de Porphyromonas gingivalis nas condigdes de
periodonto saudavel, gengivite e periodontite (p= 0,5466; p= 0,2188; p= 0,75),
respectivamente, assim como ndo existiu também diferenca estatistica entre glicemia e
presenca de Treponema denticola nas mesmas condiges, (peridodonto sadio, gengivite
e periodontite, respectivamente p= 0,1562; p= 0,3918; p= 0,5105). Da mesma forma,
ndo se verificou essa associacdo para Tannerella forsythia (periodonto saudavel,
gengivite e periodontite, respectivamente p= 0,4056; p= 0,5; p= 0,6573), Prevotella
intermedia (periodonto saudavel, gengivite e periodontire, respectivamente, p= 0,5605;
p= 0,5570; p= 0,5833) e Complexo vermelho de Socranky (p=1; p=1; p=0,5).

No que se refere somente a ocorréncia dos microrganismos, notou-se que P.
gingivalis esta estava presente em 7 (14%) mulheres gravidas sem doenca periodontal, 6
(22,2%) com gengivite e em 6 (66,7%) gestantes com doenca periodontal (Tabela 4). E
porcentagens semelhantes foram encontradas para T. denticola e T. forsythia,
respectivamente, 12% e 12% de gestantes com salde periodontal, 29,7% e 29,6% de

gestantes com gengivite, e 55,5% e 66,7% de gestantes com periodontite (Tabela 4). P.
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intermedia foi encontrada em 11 (22%) gestantes com condicgéo periodontal saudavel, 6

(22.2%) mulheres gravidas com gengivite e 7 (77.8%) com periodontite (Tabela 4) e o
complexo vermelho de Socranky (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia) ndo foi encontrado em nenhuma mulher gravida com periodonto
saudavel participante da pesquisa, estava presente em apenas uma (3,7%) gestante com
gengivite e em 3 (33,3%) gestantes com periodontite (Tabela 4).

Desta forma, verificou-se que ndo houve diferenga significativa entre ocorréncia
de P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia, P. intermedia e complexo vermelho de
Socransky entre as gestantes com periodonto sadio e com gengivite (p=0,27; p=0,05;
p=0,05; p=0,59; p=0,35), respectivamente. Por outro lado had diferenga altamente
significante quando se compara a ocorréncia de P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia,
P. intermedia e complexo vermelho de Socransky entre gestantes com saude
periodontal e periodontite (**p=0,0022; **p=0,0078; **p=0,0013; **p=0,0022;
**p=0,0026), respectivamente. E ha diferenca significante entre gestantes com
gengivite e periodontite para P. gingivalis (*p= 0,02) e para o complexo vermelho de
Socransky (*p=0,040). Constatou-se que ndo ha diferenga estatistica entre gestantes
com periodonto sadio e com gengivite para T. denticola e T. forsythia (p=0,15;
p=0,058), respectivamente. Entretanto, h4 diferenca altamente significativa entre a
ocorréncia de P. intermedia entre as gestantes com gengivite e periodontite
(**p=0,0049). E todas as mulheres gravidas que apresentaram o complexo vermelho de

Socransky apresentavam também, P. intermedia.
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Tabela 4. Ocorréncia de: P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia, P. intermedia, e
complexo vermelho de Socranky em gestantes com e sem doenca periodontal,

Aracatuba, 2009.

Condigéo o ) )
eriodontal Saudavel Gengivite Periodontite
Bactéria (n=50) (n=27) (n=9)
P. gingivalis 7 (14,0%) 6 (22,2%) 6 (66,7%)
T. denticola 6 (12,0%) 8 (29,6%) 5 (55,5%)
T. forsythia 6 (12,0%) 8 (29,6%) 6 (66,7%)
P. intermedia 11 (22,0%) 6 (22,2%) 7 (77,8%)
Complexo Vermelho 0 (0%) 1 (3,7%) 3 (33,3%)

* p < 0.05= significante

** p < 0.01= altamente significante
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4.6 Discussao

As doengas periodontais afetam toda a populagdo mundial, sem distingdo de
sexo, idade ou etnia. Estéo associadas ao biofilme dental e a sua evolugéo depende de
fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como condi¢Bes sistémicas, uso de drogas
antimicrobianas, resposta do hospedeiro, higienizagdo, entre outros. *° Segundo Brown
e colaboradores 2002 ', as periodontopatias estdo entre as endemias humanas e se
manifestam de forma diferente entre os paises desenvolvidos e os em desenvolvimento,
visto que os servigos odontoldgicos, em especial, 0s periodontais sdo escassos nestes
Gltimos. Nesse sentido, Albandar e Rams 2002 ** relataram que a populacio de baixo
poder aquisitivo, geralmente, ndo tem acesso ao servi¢o odontoldgico e seus habitos de
higiene bucal sdo precérios, além disso, observaram que as periodontopatias tém uma
prevaléncia maior em africanos, seguidos dos hispanicos e asiaticos, embora acometam
todas as etnias.

Taani e colaboradores 2003 * estudaram as condicdes periodontais de gestantes
relacionado-as com condicfes sociodemogréficas e varidveis clinicas, como indice de
placa, indice gengival, profundidade de bolsa periodontal e nivel de inser¢do. Esses
autores verificaram que os sintomas das periodontopatias se agravaram durante a
gestacdo e estavam relacionados com baixo nivel de instrucdo, ressaltando a
importancia de programas preventivos e educativos para gestantes.

E sabido que as condigBes sistémicas podem agravar as doencas periodontais,
recentemente, alguns pesquisadores sugeriram que o contrario pode ocorrer, ou seja, que
a doenga periodontal pode acarretar alteracbes sistémicas, como no caso de gestantes
que desenvolvem a pré eclampsia. *" *® Nesse sentido, estudos afirmam que a doenca
periodontal constitui um fator de risco significante para o nascimento de criangas

23, 49, 50

prematuras de baixo peso ao nascer , além de ser um fator de risco para doengas

cardiovasculares, diabete e infeccdes respiratorias. 3% %>

Neste trabalho, verificou-se que 50 (58,1%) gestantes ndo apresentaram
sintomas de doenga periodontal, 27 (31,4%) apresentaram gengivite e 09 (10,5%)
periodontite, discordando dos resultados de Louro e colaboradores 2001 % e Kunnen e
colaboradores 2007 >* que encontraram valores bem maiores de ocorréncia de
periodontite, 61,7% a 97,8%, valores muito acima dos 10,5% encontrado nesse trabalho.
Por outro lado, Pitiphat e colaboradores 2008 *°, baseando-se em respostas de um
questiondrio aplicado e radiografias apresentadas pelas gestantes participantes do

Projeto Viva, relataram que somente 3,7% apresentaram periodontite, possivelmente,
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essa baixa incidéncia ocorreu devido ao fato de que as gestantes estavam inseridas em

um programa de atengdo e educacao a satde e ndo foi realizado um estudo clinico para
verificar a ocorréncia de gengivite.

Cabe ressaltar que Albandar e colaboradores 1998 *° relataram que mais de 82%
de toda populacdo norte-americana apresentava gengivite, porém, os valores
encontrados neste trabalho séo inferiores (31,4%), sendo que essa porcentagem foi
observada em gestantes, as quais seriam mais susceptiveis a essas doencas. Uma
possivel explicacdo para tal achado seria a participacdo das gestantes em programas de
pré-natal.

Quanto a periodontite, Pitiphat e colaboradores 2008 °° encontraram uma
porcentagem baixa (3,8%), entretanto, neste estudo, foi observada uma porcentagem
maior (10,5%), a qual poderia estar relacionada com a resposta imune do hospedeiro e
com sua etnia, pois Albandar e Rams 2002 ! relataram que os africanos, hispanicos e
asiaticos seriam mais susceptiveis do que os caucasianos, e a populacdo brasileira tem
uma descendéncia variada, sendo predominantemente africana.

Neste estudo, a baixa ocorréncia e progressdo dessas periodontopatias podem ser
explicadas pelo fato das Unidades Bésicas de Salde participantes da pesquisa
oferecerem programas preventivos, como palestras de orientagdo em salde bucal e
atendimento odontoldgico durante a gestacdo, que segundo Taani e colaboradores 2003
“® s30 importantes para o controle dessas doencas. Essas UBSs estdo inseridas no
Programa de Atencdo Integral & Saude da Mulher (PAISM), programa que compreende
um conjunto de atividades que visa a promog¢do da saude das mulheres em periodo
gestacional, dos recém-nascidos e o estabelecimento de a¢Bes adequadas a prevencao,
ao diagnostico e ao manuseio clinico de problemas obstétricos que venham a ocorrer, ou
de enfermidades previamente existentes; este tem favorecido muito a populacdo de
baixo poder aquisitivo. >’

Nesta pesquisa ndo se observou relagdo entre a pressdo arterial e salde
periodontal, gengivite e/ou periodontite, visto que todas as gestantes apresentam pressao
arterial de acordo com os indices de normalidade, fato que pode ser atribuido ao
programa de atengdo pré-natal, pois todas as mulheres gravidas participantes da
pesquisa faziam acompanhamento pré-natal nas UBSs, ou seja, estavam inseridas no
PAISM.

Em relagdo & ocorréncia de doenca periodontal e diabete gestacional

(intolerancia a glicose durante a gravidez), verificou-se que esta ocorreu na maioria das
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pacientes (51,2%), indo de encontro com os relatos de Friedlander e colaboradores 2007

%7 0s quais mostram que atualmente, a diabete gestacional ocorre em 7% das gestantes
norte-americanas, mas estd aumentando devido a obesidade, a qual estd intimamente
relacionada com a diabete e é epidémica nos Estados Unidos. Pesquisa realizada por
Dasanayake e colaboradores 2008 *® mostrou a prevaléncia de 8,3% de diabete
gestacional entre as pacientes examinadas e verificou que essa doenga se apresentava
em maiores propor¢des em mulheres com idade avancada que apresentavam um indice
de massa corporal mais elevado antes da gestacdo, corroborando com os dados de
Friedlander e colaboradores 2007. %

Estudo, realizado por Chapper e colaboradores, 2005 *°

, demonstrou que
pacientes com diabete gestacional e obesidade pré-gestacional apresentaram
significativamente mais gengivite e perda de inser¢do periodontal daqueles com IMC
(indice de Massa Corpérea) pré-gestacional normal, ressaltando ainda que o tratamento
periodontal deva ser considerado na determinacéo de futuras recomendagdes de controle
metabolico para esse grupo de pacientes, pois hd evidéncias de que os niveis de
mortalidade materna e perinatal sdo influenciados pelas condi¢des de vida e pela
qualidade da assisténcia obstétrica e pré-natal.

Diante do disposto, verificou-se que neste estudo a diabete gestacional
apresentou uma ocorréncia maior do que a encontrada no estudo de Friedlander e
colaboradores 2007. *" Entretanto, esses autores relataram que a diabete esta
aumentando nos ultimos anos. A discrepancia entre os resultados de Friedlander e
colaboradores 2007 *" e desta pesquisa poderia ser explicada por varios fatores, dentre
0s quais os niveis de normalidade de toleréncia & glicose que diminuiram, a falta de
informag&o da populagdo e a dificuldade de acesso ao servico de salde adequado.

Conquanto a porcentagem de diabete gestacional tenha sido elevada neste estudo
ndo foi observada nenhuma relagdo entre essa entidade patoldgica e as condicOes
periodontais (salde periodontal, gengivite e peridodontite), possivelmente porque as
gestantes estavam sob controle e se submeteram ao programa pré-natal, incluindo o
tratamento odontolégico.

Em estudo de Makiura e colaboradores 2008 %, verificou-se que 0s pacientes
com periodontite e diabete mellitus apresentaram alta porcentagem de P. gingivalis
(53,3%), T. forsythia (86,7%), T. denticola (63,3%) e P. intermedia (33,3%). Observou-
se, também, que as cepas de P. gingivalis possuidoras da fimbria tipo Il estavam

associadas com o nivel glicémico.

Daniela Pereira Lima



79
Neste trabalho, ndo foi observada associacdo entre alteracdo glicémica e

ocorréncia de Porphyromonas gingivalis nas condi¢des de periodonto saudavel,
gengivite e periodontite (p= 0,5466; p= 0,2188; p= 0,75), respectivamente. A auséncia
de associacdo também ocorreu com Treponema denticola nas mesmas condicdes,
(peridodonto sadio, gengivite e periodontite, respectivamente p= 0,1562; p= 0,3918; p=
0,5105). Da mesma forma, ndo houve relagdo entre a hiperglicemia com Tannerella
forsythia (periodonto saudavel, gengivite e periodontite, respectivamente p= 0,4056; p=
0,5; p= 0,6573), Prevotella intermedia (periodonto saudével, gengivite e periodontire,
respectivamente, p= 0,5605; p= 0,5570; p= 0,5833) e complexo vermelho de Socranky
(p=1; p=1; p=0,5), concordando com os dados de Dasanayake e colaboradores (2008)
55.

E interessante destacar que Makiura e colaboradores (2008) ® constataram a
associacédo entre hiperglicemia e a presenca desses microrganismos em gestantes com
periodontite, e nesta pesquisa ndo se pode observar tal fato, pois a maioria das gestantes
apresentou gengivite e aquelas com periodontite constituiram o grupo com menor
namero de voluntérias.

O presente estudo detectou o complexo vermelho de Socransky (P. gingivalis e
T. forsythia em 66,7% das gestantes com periodontite e T. denticola em 55,5%) e P.
intermedia (77,9%) por PCR, a partir de amostras coletadas com cones de papel
absorvente, 0s quais se mostraram apropriados para tal finalidade, e também para a
coleta de microrganismos de canal radicular. %0 Assim, os dados deste trabalho sdo
corroborados pelo de Makiura e colaboradores 2008 *°, que coletaram material de bolsa
periodontal com curetas e detectaram os microrganismos pela PCR, embora a forma de
coleta tenha sido diferente, os resultados foram muito proximos.

Estudos de Kaufman e Lamster 2000 ®, Kénénen e colaboradores 2007
Kulekci e colaboradores 2008 © obtiveram bons resultados na deteccdo de
microrganismos periodontopatogénicos a partir de amostras de saliva. Neste trabalho,
optou-se pela coleta com cones de papel absorventes porque esse tipo de coleta
mostrou-se rdpida, segura e facilitava o posterior processamento, uma vez que a coleta
de saliva exigiria frascos esterilizados previamente, aumentando assim, as fases de
processamento e conseqilentemente as possiveis falhas. Além disso, a coleta de saliva é
realizada, em aproximadamente, 5 minutos, sendo mais demorada quando comparada
com a coleta com cones de papel absorvente. Outra forma répida de coleta seria com a

utilizagdo de Salivette®, mas este dificultaria 0 processamento e é mais caro do o que 0
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uso de cones de papel absorvente. Adicionalmente, poderia haver diferencas entre a

saliva estimulada e n&o-estimulada, e acreditou-se que a coleta a partir do biofilme
subgengival refletiria melhor a composicdo da microbiota desse sitio.

Embora ndo se tenha observado relacdo entre hipertensdo e hiperglicemia com
as condigBes de satde periodontal nem presenca dos microrganismos, verificou-se que a
ocorréncia desses peridontopatogenos estava relacionada com a condigdo periodontal
das gestantes.

A intima relacdo desses microrganismos com a gengivite e periodontite pode ser
demonstrada neste estudo, onde P. gingivalis estava presente em 7 (14%) mulheres
gravidas sem doenga periodontal, 6 (22,2%) com gengivite e em 6 (66,7%) gestantes
com doenca periodontal, T. denticola estava presente em porcentagens semelhantes
(12% em gestantes com saude periodontal, 29,7% em gestantes com gengivite e 55,5%
em gestantes com periodontite), bem como T. forsythia (12% em gestantes com
periodonto sadio, 29,6% em gestantes com gengivite e 66,7% em gestantes
comperiodontite), e P. intermedia foi detectada em 22% de gestantes com condigdo
periodontal saudavel, 22.2% em mulheres gravidas com gengivite e 77.8% em gestantes
com periodontite. Esses resultados mostraram que esses microrganismos aumentavam
de proporgdes conforme a gravidade da doenca periodontal, o complexo vermelho de
Socranky (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia), foi
detectado em apenas uma gestante com gengivite (3,7%) e em 3 (33,3%) gestantes com
periodontite.

Assim, 0s resultados microbiologicos deste estudo corroboram com o0s
resultados de Griffen e colaboradores 1998 Socrasky e colaboradores 1998 16
Socransky e Haffajee 2002 '/, Holt e Ebersole 2005 ®°, Houde e colaboradores 2006 * e
Bodet e colaboradores 2008 ® os quais observaram a alta ocorréncia desses
microrganismos nas periodontopatias. Além de sugerirem que o complexo vermelho
estaria presente em maiores proporcdes em sitios com periodontite em progressao e
maior severidade, indicando que essas bactérias formam um consércio com potencial

altamente patogénico.
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4.7 Conclusdes

a) N&o houve associagéo entre as condigdes periodontais e/ou presséo arterial e

hiperglicemia;

b) Nao houve associagéo entre 0s microoganismos detectados e a presséo arterial

e/ou hiperglicemia;

c) O complexo vermelho de Socransky foi encontrado somente nos casos de

doenca periodontal e ndo esta relacionado com a presséo arterial e/ou hiperglicemia;

d) P. intermedia foi encontrada em maior nimero em pacientes com gengivite e

periodontite do que em condicOes de peridonto saudavel.
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Anexo A

Comité de Etica

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes GULIO DE MESQUITA FILHO”
R Campus de Aracatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 122/2007 )
CEP Aragatuba, 27 de setembro de 2007.

SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2007-02032

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favoravel da relatora que analisou o projeto “AVALIACAO DE ESTRESSE E
| GLICEMIA CAPILAR EM GESTANTES COM E SEM DOENCA PERIODONTAL
| DE UM MUNICIPIO DO INTERIOR DE SAQO PAULO-BRASIL” expede o seguinte

parecer:

Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugao
CNS 215, devera ser enviado relatdorio parcial em 27/09/2008 e o relatério final em

27/09/2009.

Prof. Dr. Stefan Fiy e Carv-\lh Dekon
Coordena or o CEP

Ciente.De acordo.

O O04/10/ OF
Ilma. Senhora
Dr*. DORIS HISSAKO SUMIDA LQ %M@WA &,;Walg
Aracgatuba-SP- Durls Hissako Suniida

Faculdade de Odontologia e Curse de Medicina Veterinaria -
Rua José Bonificio. 1193 CEP 16015-050 Aragatuba — SP
Tel (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa.unesp.br
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Anexo B

The International Journal of Infectious Diseases- Intru¢des aos

autores

Guide for Authors

Official Publication of the International Society for Infectious Diseases

Please click here. to submit your manuscript through our online submission system.

If you have any problem submitting your paper online please contact Annette Fowler at

1JID@elsevier.com

The International Journal of Infectious Diseases (1JID) is published bimonthly by the International
Society for Infectious Diseases. 1JID welcomes manuscripts in the following categories. Please note that
from May 2009 all accepted papers to the International Journal of Infectious Diseases will be

published online only due to the volume of manuscripts received:

Original articles on infectious disease topics of broad interest. We particularly welcome papers that
discuss epidemiological aspects of international health, clinical reports, clinical trials and reports of

laboratory investigations. Original articles should not exceed 5000 words in length.

Reviews on topics of importance to readers in diverse geographic areas. These should be comprehensive

and fully referenced. Maximum length 6000 words.

Perspectives are papers that advance a hypothesis or represent an opinion relating to a topic of current

interest or importance. They should be fully referenced, and should not exceed 2000 words in length.

Correspondence relating to papers recently published in the Journal, or containing brief reports of
unusual or preliminary findings. Maximum length 400 words, one table or figure and a maximum of 10

references.

Case Reports must be carefully documented and must be of importance because they illustrate or
describe unusual features or have important therapeutic implications. They should also include a brief but
complete review of the relevant literature. Maximum length 2000 words, should include an abstract and a

maximum of 2 tables or figures.
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Medical Imagery: We would like to invite authors to submit interesting images with a maximum of 500

words of explanation of the image and 10 references. Please note that it is imperative that appropriate

permissions have been sought from subjects for the image to be used.

Manuscript Submission

Manuscripts should be submitted online at: =+http://ees.elsevier.com/ijid

Covering letter: Manuscripts must be accompanied by a covering letter signed by ALL the authors stating
that the current "Instructions to Authors" have been read, thereby indicating compliance with those
instructions and acceptance of the conditions posed. The letter should state that the authors have seen and
agreed to the submitted version of the paper, that all who have been acknowledged as contributors or as
providers of personal communications have agreed to their inclusion, that the material is original and that
it has been neither published elsewhere nor submitted for publication simultaneously. In addition the
letter should state that if accepted, the paper will not be published elsewhere in the same form, in English

or in any other language, without written consent of the copyright holder.

A scanned image of the signed covering letter should be submitted via the online submission system. If

this is not possible the letter should be posted or faxed to the Editorial Office.

It is strongly advised for Authors to suggest three non-conflicted peer reviewers with expertise as much
for content as for methodology of their submission, with contact details including email address. This will

significantly help the editorial office in facilitating timely external peer review.

Conflict of Interest: manuscripts cannot be published until we have received a signed Conflict of Interest
Declaration form. You may obtain a Conflict of Interest Declaration document to be completed from the

link below or upon request from the IJID Editorial Office 1JID @elsevier.com. You are strongly advised

to provide the declaration at the time you first submit your paper. A scanned image of the signed
declaration should be submitted via the online submission system. If this is not possible the declaration

should be posted or faxed to the Editorial Office.

Conflict of Interest Declaration (pdf format) [To read the PDF file you must have Adobe Acrobat Reader

installed on your system. Download a free copy of Adobe Acrobat Reader.

http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html]

Upon acceptance for publication, manuscripts will become the permanent property of the International
Society for Infectious Diseases and may not be published elsewhere without the permission of the

Society.
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Manuscript format

General: The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use
the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics,
subscripts, superscripts etc. Do not embed 'graphically designed' equations or tables, but prepare these

using the wordprocessor's facility.

When preparing tables, preferably use a table grid and use only one grid for each individual table and not
a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts. Do not import the figures into the text
file but instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text. Each figure must be
submitted separately as requested at the file upload stage of submission. For further information on the

preparation of electronic illustrations, please refer to the "Tables and Figures" section.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the ‘spellchecker' function of your

wordprocessor.

The entire manuscript, including the abstract, acknowledgements, references, tables, figures, and legends,
must be double spaced, with a margin of at least 2.5 cm. On assignment to an editor, each manuscript will
be assigned a number, which will be provided to the author. The author should refer to this number in all
ensuing correspondence. All manuscripts (including correspondence) will be subject to peer review. A
rapid response to the authors will be more feasible if the manuscript is prepared as stipulated in the
Instructions to Authors. Expressions of Latin origin, for example, in vivo, et al., per se should not be in

italics.

Avrticles must be written in English. Authors may consider using a language editing service to improve
English language usage and written quality of a paper. A number of editing companies will provide their

services to our authors at competitive rates at =www.elsevier.com/locate/languagepolishing. Authors in

Japan kindly note that, upon request, Elsevier Japan will provide a list of people who can check and
improve the English of an article before submission. Contact our Tokyo office: Elsevier Japan, 4F
Higashi-Azabu, 1-Chome Bldg, 1-9-15 Higashi-Azabu, Minato-ku, Tokyo 106-0044, Japan, Tel.: (+81)
(3) 5561 5037; Fax: (+81) (3) 5561 5047; e-mail: jp.info@elsevier.com

Numbers and measurements: Use decimal points (not commas); use a space for thousands (10 000 and

above).

Title Page: The title page must include each author's full name and academic affiliations. The author to
whom correspondence concerning the manuscript and to whom requests for reprints should be directed
must be designated, as well as the corresponding address, telephone, fax, and e-mail. Manuscripts that

were presented as part of a meeting must include the title, location, and date of the meeting on the title
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page. Abstract: A structured abstract of 150 to 200 words must be provided as part of each manuscript,
except correspondence. The abstract should consist of four paragraphs, labelled with the following
headings: objectives, design or methods, results, conclusions, or alternative headings appropriate to the

format of the paper. The abstract should not refer to footnotes or references.
Keywords: Immediately after the abstract, provide a maximum of six keywords, avoiding general and
plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, ‘'of). Be sparing with abbreviations: only

abbreviations firmly established in the field may be used.

Acknowledgements: Place acknowledgements, including information on grants received, before the

references, in a separate section, and not as a footnote on the title page.

References: Indicate references by superscript numbers in the text.

Number the references in the list in the order in which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

1. Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2000;163:51-9.

Reference to a book:

2. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: Macmillan; 1979. Reference to a

chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ,

editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 1999, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than six authors the first six
should be listed followed by ‘et al." For further details you are referred to "Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997;277:927-934) (see also =+

http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm) References to personal communications and to

unpublished material must be incorporated, in parentheses, at the appropriate place in the text. References
to congress abstracts should be cited in the reference section if they have been published previously in an
official book of abstracts from the congress; otherwise they should be incorporated in the text. The author

is responsible for the accuracy and completeness of the references.
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Citing and listing of web references: Such article citations should include the DOI (digital object

identifier).

For example:

Boutayeb A, Twizell EH, Achouayb K, Chetouani A. A mathematical model for the burden of diabetes
and its complications. Biomed Eng Online 2004;3:20. doi:10.1186/1475-925X-3-20. The DOI is a
persistent identifier, which remains with the article even after it is published in print. See =+

http://www.doi.org for details.

If the reference does not have a DOI, the full URL should be given. Any further information, if known

(author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.

Style: For stylistic questions, authors are referred to the Chicago Manual of Style, 14th Edition, 1993,
published by the University of Chicago Press.

Abbreviations: Abbreviations in the text are discouraged. If a term appears repeatedly, however, an
abbreviation may be introduced parenthetically at the initial mention of the term and used thereafter in
place of the term. Abbreviations of conventional or Sl units of measurement may be used without

introduction.

References to drugs: The generic name of a drug should be used as a general rule; however, the full name
or the commercial name of the drug, as well as the name and location of the supplier, may be given in

addition if appropriate.

Tables and Figures: Data reported either in a table or in a figure should be illustrative of information
reported in the text, but should not be redundant with the text. Each table must be presented at the end of
the manuscript on a separate page and numbered in order of appearance in the text. The title of the table
must appear after the number. Each table must include appropriate headings. Footnotes, when necessary,

must be identified by letters. Units of measurement must be clearly indicated.

Figures should not be imported into the manuscript text file but submitted separately as requested at the
file upload stage of submission. A short detailed legend should be provided for each figure. All legends

must be collected together on a separate page following the body of the manuscript.

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then we will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. For further information on the preparation of electronic artwork, please see =+

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour figures to 'grey
scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in addition usable

black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

Photomicrographs should include a micron bar or other appropriate scale marking.

Bacterial nomenclature: Microbes should be referred to by their scientific names according to the
binomial system used in the latest edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (The Williams
and Wilkins Co.). When first mentioned, the name should be in full and written in italics. Thereafter, the
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Symbols for units of measurement must accord with the Systéme International (SI): However, blood
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GenBank/DNA sequence linking: Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running
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information can be found in the databases at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at
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For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in
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below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognise the relevant

texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.
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can result in a dead link. In the final version of the printed article, the accession number text will not

appear bold or underlined. In the final version of the electronic copy , the accession number text will be
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linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from

the article.
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ensure the widest possible dissemination of information. A letter will be sent to the corresponding author
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7869; Fax (+1) 215 238 2239; e-mail healthpermissions@elsevier.com . Requests may also be completed

online via the Elsevier homepage (=+ http://www.elsevier.com/locate/permissions).
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animals must state that their care was in accordance with institution guidelines.

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent which should
be documented in your paper. Patients have a right to privacy. Therefore identifying information,
including patients? images, names, initials, or hospital numbers, should not be included in videos,
recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the information is essential for
scientific purposes and you have obtained written informed consent for publication in print and electronic
form from the patient (or parent, guardian or next of kin where applicable). If such consent is made
subject to any conditions, Elsevier must be made aware of all such conditions. Written consents must be
provided to Elsevier on request. Even where consent has been given, identifying details should be omitted

if they are not essential. If identifying characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic
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Anexo C

Revista Brasileira de Saude Materno Infantil - Instrucbes aos

autores

Revista Brasileira de Saude Materno Infantil é uma publicacdo trimestral (marco, junho, setembro e
dezembro) cuja missdo € a divulgacdo de artigos cientificos englobando o campo da salide materno
infantil. As contribui¢des devem abordar os diferentes aspectos da salde materna, salide da mulher e
salde da crianga, contemplando seus maltiplos determinantes biomédicos, socioculturais e
epidemioldgicos. Sdo aceitos trabalhos nas seguintes linguas: portugués, espanhol e inglés. A selecdo
baseia-se no principio da avaliagdo pelos pares (peer review) - especialistas nas diferentes areas da saude

da mulher e da crianga.
Direitos autorais

Os trabalhos publicados sdo propriedade da Revista, vedada a reproducdo total ou parcial e a tradugdo
para outros idiomas, sem a autorizacdo da mesma. Os trabalhos deverdo ser acompanhados da Declaragdo
de Transferéncia dos Direitos Autorais, assinada pelos autores. Os conceitos emitidos nos trabalhos sdo

de responsabilidade exclusiva dos autores.
Comité de Etica
A declaracédo de Helsinki de 1975, em 2000 deve ser respeitada.

Também serdo exigidos para os artigos nacionais a Declaragdo de Aprovacdo do Comité de Etica
conforme as diretrizes da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e, para os artigos do

exterior a Declaragio de Aprovacio do Comité de Etica do local onde a pesquisa tiver sido realizada.
Critérios para aprovagdo e publicacdo de artigo

Além da observacdo das condicGes éticas da pesquisa, a selecdo de um manuscrito levard em
consideracdo a sua originalidade, prioridade e oportunidade. O rationale deve ser exposto com clareza
exigindo-se conhecimento da literatura relevante e adequada definicdo do problema estudado. Dois
revisores externos serdo consultados para avaliagdo do mérito cientifico. No caso de discordancia entre
eles, sera solicitada a opinido de um terceiro revisor . A partir de seus pareceres e do julgamento do
Comité Editorial, 0 manuscrito recebera uma das seguintes classificacOes: 1) aceito; 2) recomendado, mas
com alteragdes; 3) ndo aprovado. Na classificacdo 2 os pareceres serdo enviados aos(s) autor(es), que
terdo oportunidades de revisdo; na condi¢do 3, 0 manuscrito sera devolvido ao(s) autor(es); no caso de
aceite, o artigo serd publicado de acordo com o fluxo dos manuscritos e o cronograma editorial da

Revista.
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SecBes da Revista

Editorial

Revisdo apresentacdo do histérico da evolucdo cientifica e avaliacdo critica de um tema, tendo como
suporte para a investigacdo a literatura considerada relevante. Revisdes sistematicas sdo recomendadas

quando oportunas e terdo prioridade frente a revisdes narrativas.

Artigos Originais divulgam os resultados de pesquisas inéditas e permitem a reprodugdo destes
resultados dentro das condi¢Bes citadas no mesmo. Para os artigos originais recomenda-se seguir a
estrutura convencional: Introducdo: onde se apresenta a relevancia do tema, as hipéteses iniciais, a
justificativa para a pesquisa e o objetivo, que deve ser claro e breve; Métodos: descreve a populagdo
estudada, os critérios de selecdo e exclusdo da amostra, define as variaveis utilizadas e informa a maneira
que permite a reprodutividade do estudo, em relagdo a procedimentos técnicos e instrumentos utilizados,
além da andlise estatistica; Resultados: sdo apresentados de forma concisa, clara e objetiva, em seqiiéncia
légica e apoiados nas ilustracdes: tabelas e figuras - graficos, desenhos, fotografias; Discussdo: interpreta
os resultados obtidos e verifica a compatibilidade entre estes resultados e os citados na literatura,
ressaltando aspectos novos e importantes, vinculando as conclusdes aos objetivos do estudo. Aceitam-se
outros formatos, quando pertinente, de acordo com a natureza do trabalho. Os trabalhos deverdo ter no

maximo 25 paginas e recomenda-se citar até 30 referéncias bibliograficas.

Notas de Pesquisa relatos concisos sobre um tema original (maximo de cinco paginas).

Ponto de Vista opinido qualificada sobre salide materno-infantil (a convite dos editores).

Resenhas critica de livro publicado nos Gltimos dois anos ou em redes de comunicacao on line (maximo

de cinco paginas).

Cartas critica a trabalhos publicados recentemente na Revista (maximo de trés paginas).

Artigos especiais textos cuja tematica seja considerada de relevancia pelos Editores e que ndo se

enquadrem nas categorias acima mencionadas.

Forma e preparacao de manuscritos
Apresentacédo dos manuscritos

Os manuscritos encaminhados a Revista deverdo ser digitados no programa Microsoft Word for
Windows, em fonte Times New Roman, tamanho 12, em espaco duplo, impresso em duas vias,
acompanhados por um CD-Rom; podem também, ser enviados via e-mail.

Estrutura do manuscrito
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Pagina de identificacao titulo do trabalho: em portugués ou no idioma do texto e em inglés, nome e
endereco completo dos autores e respectivas instituicdes; indicacdo do autor responsavel pela troca de
correspondéncia; fontes de auxilio: citar o nome da agéncia financiadora e o tipo de auxilio recebido.

Pagina dos Resumos deverao ser elaborados dois resumos para os Artigos Originais, Notas de Pesquisa e
Artigos de Revisdo sendo um em portugués ou no idioma do texto e outro em inglés, o abstract. Os
resumos dos Artigos Originais e Notas de Pesquisa deverdo ter no maximo 250 palavras e devem ser
estruturados: Objetivos, Métodos, Resultados, Conclusdes. Nos Artigos de Revisdo o formato narrativo
dispensa o uso de resumo estruturado o qual devera ter no maximo 150 palavras.

Palavras-chave para identificar o contelido dos trabalhos os resumos deverdo ser acompanhados de trés a
dez palavras-chave em portugués e inglés. A Revista utiliza os Descritores em Ciéncias da Salde (DECS)
da Metodologia LILACS, e o seu correspondente em inglés o Medical Subject Headings (MESH) do
MEDLINE, adequando os termos designados pelos autores a estes vocabularios.

Pagina das Ilustragdes as tabelas e figuras (graficos, desenhos, mapas, fotografias) deverdo ser inseridas
em paginas a parte.

Pagina da Legenda as legendas das ilustragdes deverdo seguir a numeracdo designada pelas tabelas e
figuras, e inseridas em folha a parte.

Agradecimentos a colaboracdo de pessoas, ao auxilio técnico e ao apoio econdémico e material,
especificando a natureza do apoio.

Referéncias devem ser organizadas na ordem em que sdo citadas no texto e numeradas
consecutivamente; ndo devem ultrapassar o nimero de 30 referéncias. A Revista adota as normas do
Committee of Medical Journals Editors (Grupo de Vancouver), com algumas alteracoes; siga o formato
dos exemplos:

Artigo de revista

Lopes MCS, Ferreira LOC, Batista Filho M. Uso diario e semanal de sulfato ferroso no tratamento de
anemia em mulheres no periodo reprodutivo. Cad Saude Publica 1999; 15: 799-808.

Livro
Alves JGB, Figueira F. Doengas do adulto com raizes na infancia. Recife: Bagaco; 1998.
Editor ou Compilador como autor

Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York: Churchill Livingstone;
1996.

Capitulo de livro

Timmermans PBM. Centrally acting hipotensive drugs. In: Van Zwieten PA, editor. Pharmacology of
antiihypertensive drugs. Amsterdam: Elservier; 1984. p. 102-53

Congresso considerado no todo

Proceedings of the 7" World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North Holland; 1992.

Trabalho apresentado em eventos
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Bengtson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical informatics. In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7" World
Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North Holland;
1992. p. 1561-5

Dissertacao e Tese

Pedrosa JIS. Acdo dos autores institucionais na organizacdo da salde publica no Piaui: espago e
movimento [dissertacdo mestrado]. Campinas: Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas; 1997.

Diniz AS. Aspectos clinicos, subclinicos e epidemiolégicos da hipovitaminose A no estado da Paraiba
[tese doutorado]. Recife: Departamento de Nutricdo, Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal de Pernambuco; 1997.

Documento em formato eletronico

Pellegrini Filho A. La BVS y la democratizacion del conocimiento y la informacién en salud. 1999.
Disponivel em URL.: Http://www.bireme.br/bvs/reunido/doc/pellegrini.htm [2000 Jan 16]

Envio de manuscritos

Os trabalhos deverao ser encaminhados para:
Revista Brasileira de Satde Materno Infantil

Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira — IMIP
Secretaria Executiva

Rua dos Coelhos, 300. Boa Vista

Recife, PE, Brasil CEP 50.070-550

Tel / Fax: +55 +81 2122.4141

E mail: revista@imip.org.br

Site: www.imip.org.br
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