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1. INTRODUCCION

1.1. FISIOLOGIA NORMAL DEL EMBARAZO.

Después de la concepcidn, la placenta, que deriva totalmente del feto,
crece e invade la pared del dtero. A través de la placenta, rica en vasos
sanguineos, hay un cambio de nutrientes y detritus metabdlicos entre el feto y
la madre via cordén umbilical que a su vez comunica vascularmente el feto con
la placenta. Teniendo los aportes necesarios, el feto crece dentro de la cavidad
amnidtica rodeado del liquido amnidtico. Las paredes de esta cavidad son el
amnios y el corién y al igual que la placenta se unen al ttero a través de la

decidua y el miometrio (figura 1).

Fetus

Chorioamniotic
membrane

- : Arwion . Cerion Owcidan W
L C e N/ PL &Y Sf, ™ .
Placenta — : . 4 ”!(,; . vl
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Figura 1. Estructura anatomica de la union fetoplacentaria y posibles lugares de

infeccion. (Tomado de Madianos PN et al. 2013)
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El éxito reproductivo de los mamiferos placentarios (euterios) depende
de la interaccién coordinada, el desarrollo y fisiologia de dos sistemas de
organos todavia fisicamente opuestos: la placenta y el utero. La placenta
funciona como el reservorio de nutrientes primario y el érgano de intercambio
de gases del feto al desviar el flujo de sangre materna desde el ttero. Una vez
dentro de la placenta, la sangre materna intercambia nutrientes, gases y
productos metabdlicos de desecho con sangre fetal corriendo a través de una
vasculatura fisicamente separada que se conecta al feto a través del cordén
umbilical. El tGtero proporciona una fuente rica de vasos sanguineos y un
sustrato celular (la decidua) que capacita a la placenta para el flujo de sangre
materna de una manera que es hemostaticamente sostenible a lo largo de la

gestacion (Figura 2A-D).

Figura 2. Estructura histologica de la placenta de tercer trimestre. Vellosidades coriales
con adecuado desarrollo vascular a diferente magnificacion (A-C). Area de placenta con

zona decidualizada (D) (Hematoxilina-eosina).
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1.1.1. Inmunologia de la interfase materno-fetal.

Se considera que las células inmunes que residen en la interfaz entre la
placenta y el utero, desempefian muchas funciones trascendentes en el
embarazo. Erlebacher (Erlebacher A. 2013) ha puesto de manifiesto que la
composicién y funciéon de estas células se controla localmente por el estroma
uterino especializado (la decidua) que rodea al embriéon implantado. La
funcién de dichas células inmunes (células NK, macréfagos, células dendriticas
y células T) estd regulada en la decidua. Pueden aumentar o disminuir en

namero contribuyendo asi, de manera diversa, al éxito o fracaso del embarazo.

Las interacciones entre los componentes estromales y vasculares de la placenta
y el atero no se producen de forma aislada sino que estdn sujetos a una
regulacion paso a paso por parte de las células inmunes maternas que pueblan
la decidua. La composicion y funcién de estas células es altamente especializada
no so6lo para fomentar el desarrollo y la funcién de la placenta, sino también
para reducir al minimo las posibilidades de que la placenta sea reconocida
como extrafia y atacada como un aloinjerto (tolerancia). Ademéds, la funcién de
células inmunes dentro de la decidua ejerce un papel defensivo para combatir

posibles infecciones (Erlebacher A. 2013).

Existe un vinculo emergente entre la composicion y la funcién inmune
celular en la interfase materno-fetal y las caracteristicas intrinsecas del
desarrollo de la decidua. La implicacién de este vinculo es muy importante en
complicaciones del embarazo, tales como, el aborto espontdneo recurrente,
parto prematuro (PP), restriccién del crecimiento intrauterino (CIR) y la pre-
eclampsia (PE), las cuales tienen un componente de desarrollo que se origina
desde el interior del estroma uterino, pero que se hace evidente a través de la

accion de los leucocitos deciduales (Erlebacher A. 2013).

Las caracteristicas inmunolégicas intrinsecas del atero gravido, la forma
en que la inflamacion contribuye a la implantacion, las formas en que el trafico

bidireccional de leucocitos a través de la placenta afecta a los compartimentos
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inmunes maternos-fetales y los mecanismos de tolerancia, pueden ser
consultadas en excelentes revisiones de estos temas (Salmon JE & de Groot PG.
2008; Dekel N et al. 2010; Mold JE & McCune JM. 2012; Nelson JL. 2012; Munoz-
Suano A et al. 2011; Taglauer ES et al. 2010).

Una linea importante de investigacion, llevada a cabo por patélogos
especialistas en placenta, ha sido la de correlacionar diversas complicaciones
del embarazo humano con lesiones inmunopatolégicas especificas de la
placenta y la decidua. Un reto importante de este enfoque ha sido distinguir
entre lesiones inmunolégicas, que son las causas subyacentes de las
complicaciones del embarazo, y los que son secundarios a las complicaciones y
deslindar los hallazgos en ratones y en seres humanos, porque aunque los
estudios en ratones han proporcionado avances clave en muchas areas de la
medicina no son tan préximos en el caso de embarazo. En este sentido, el
embarazo humano y murino, si bien son similares en algunos aspectos (por
ejemplo, un modo de hemocorial de placentacién y la acumulacién decidua de
las células NK), también son muy diferentes en otros aspectos, potencialmente
claves (Moffet A & Loke C. 2006; Maltepe E et al. 2010). Ademas de las
diferencias obvias en la anatomia de la placenta y la duracién de gestacion (20
dias frente a 9 meses), una diferencia fundamental es que el trofoblasto
placentario no invade profundamente las arteriolas deciduales en ratones,
mientras que en el caso de los seres humanos, el trofoblasto sustituye
temporalmente las células endoteliales maternas a lo largo de todo el trayecto
de los vasos en el lecho de implantacion hasta el miometrio (el musculo liso del
ttero) en los seres humanos. Como ejemplo podemos resaltar que el resultado
de la limitada invasion trofoblastica de las arteriolas maternas que caracteriza al
retraso del crecimiento intrauterino y la pre-eclampsia son patologias que no
puden ocurrir en los ratones. Otras diferencias de cada especie, inmunolégicas
y no inmunolégicas, pueden dar lugar a diferentes mecanismos patogénicos de
aborto espontaneo y PP. Por lo tanto, lo que se conoce acerca de las
subpoblaciones de células inmunes de la interfase materno-fetal y su papel en el

ratén no son superponibles exactamente para los seres humanos. Una revisiéon
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de las semejanzas y las diferencias fundamentales que existen entre estas

subpoblaciones entre especies es recogida por Erlebacher (Erlebacher A. 2013).

La interfase materno-fetal es la interfaz entre la mucosa uterina y los
tejidos extraembrionarios de los embriones en desarrollo (Red-Horse K et al.

2004; Cartwright JE et al. 2010).

El trofoblasto constituye el tipo de célula principal de los tejidos
extraembrionarios, que por un lado contribuye a la formacién de la placenta y
por otro, ala formacién de las membranas corioamniéticas. La mucosa uterina
no es un sujeto pasivo en la implantacién del embrién, sino més bien se somete
a una reaccion de tejido especializado denominado decidualizacién que apoya
el desarrollo y la funcién de la placenta (Dey Sk et al. 2004; Gellersen B et al.
2007). La decidualizacién implica un programa de diferenciacion radical en
fibroblastos endometriales asociados con los cambios en la morfologia celular y
la expresion génica. En los seres humanos, los cambios deciduales se producen
en cierta medida a lo largo de todo el endometrio durante la fase secretora del
ciclo menstrual, incluso en la ausencia de la implantacién. Los constituyentes de
las células inmunes de la interfase materno-fetal son, pues, las células inmunes
maternas que pueblan la decidua (Figura 3). Tanto los estudios de citometria de
flujo como los de inmunotincién de tejidos, han demostrado que en el primer
trimestre los leucocitos deciduales humanos son principalmente células NK
(70%) y macréfagos (20%) (Trundley A & Moffet A. 2004; Bulmer JN et al 2010).
La proporcion de células T es mas variable (10-20%) y las células B y las células
NKT son raras. Trabajos en ratones han revelado también, una complicacion
potencial en la determinacién de la composicién de leucocitos deciduales por
citometria de flujo, ya que algunas poblaciones estan presentes principalmente
en el compartimento intravascular en lugar de en el parénquima del tejido. Esta
cuestion no es probablemente tan importante para las células NK y los
macrofagos deciduales pero es claramente relevante para los monocitos
(Tagliani E et al. 2011) y las células T (Nancy P, Tagliani E et al. 2012).

Sorprendentemente, un gran nimero de monocitos parecen estar activamente
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retenidos dentro del compartimento vascular de la decidua a través de la
interacciéon estable con células endoteliales especializadas que expresan
moléculas de adhesion afines (Kruse A et al. 1999). El significado fisiol6gico de

este hallazgo no esta aclarado en la actualidad.
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Figura 3. Células inmunes maternas en la interfase materno-fetal. (Tomado de

Erlebacher A. 2013)

En definitiva, en la inmunologia del embarazo las funciones respectivas
de los dos tipos principales de células de la interfase materno-fetal, las células
asesinas naturales (NK) y macréfagos, asi como el comportamiento de las
células dendriticas (DC) y las células T, es generar inmunotolerancia para
evitar un posible rechazo y luchar contra las enfermedades infecciosas

(Erlebacher A.2013).

A medida que el feto crece, el aumento de las necesidades de nutrientes
y la disminucién de espacio, se convierten en pardmetros criticos para la
supervivencia de la madre y el feto. Por lo tanto, como avances del parto, los

niveles en el liquido amniético de la prostaglandina E2 (PGE-2) y de citoquinas
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inflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la IL-1p
aumentan constantemente hasta que se alcanza un nivel umbral critico para
inducir la ruptura de las membranas del saco amnidtico, contraccién uterina,
dilatacion cervical y parto (Haram K et al. 2003). Por lo tanto, el parto normal es
controlado, entre otras, por vias de sefializacién propias de la inflamaciéon que
pueden ser modificadas por estimulos externos, incluyendo la infeccién y

factores de estrés inflamatorios.

1.1.2. Mecanismos patogénicos de resultados adversos del parto.

Un gran ntmero de estudios asocian un aumento local y sistémico de
biomarcadores de la inflamacién con los resultados adversos del parto (RAP).
Niveles elevados de IL-1§3, IL-6, TNF-a, PGE-2, fibronectina y a-fetoproteina en
el fluido amniético se han asociado con RAP, mientras que otros biomarcadores
tales como metaloproteinasas (MMP), estriol, elastasas, proteasas, fosfolipasas,
prolactin-mieloperoxidasa y el inhibidor tisular de la MMP (TIMP) -1 han sido
evaluados, pero con resultados no concluyentes (Inglis SR. 1997; Gursoy M et
al. 2010). También se ha observado que un aumento en los niveles séricos
maternos de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-a,
también se asocian con PP y/o bajo peso al nacer (BPN) (Greig PC et al. 1997;
Von Minckwitz G et al. 2000; Turhan NO et al. 2000; Giicer F et al. 2001; Hitti J
et al.2001). Por otra parte, la proteina C-reactiva (CRP), que es un reactante de
fase aguda sintetizado por el higado en respuesta a las citoquinas pro-
inflamatorias, y por lo tanto un marcador de inflamacién, también se asocia con

partos pretérmino (PP) (Pitiphat W et al. 2005).

Ademas de en PP, se ha demostrado que niveles elevados de CRP se
asocia con un mayor riesgo de otras complicaciones en el embarazo tales como
retraso en el crecimiento intrauterino (CIR) (Tjoa ML et al. 2003) y pre-
eclampsia (Teran E et al. 2001). La pre-eclampsia afecta en primer lugar a la

embarazada antes que al feto. Se manifiesta con un aumento de las cifras de




PERIODONTITIS COMO FACTOR DE RIESGO DE PARTOS PREMATUROS Y/O BAJO PESO

presion sanguinea y con proteinuria materna y estd asociada con altos niveles
de citoquinas pro-inflamatorias. (Herrera JA et al. 2007). Por dltimo, la
elevacion en el suero de PCR, IL-6 y TNF-a en las mujeres con diabetes mellitus
gestacional (DMG) sugieren un papel importante de los mediadores de la
inflamacién en la etiologia de RAP. Se sabe que la IL-6 y TNF-a interfieren con
la sefalizacién de insulina y también son antagonistas de la insulina. Por lo
tanto, la produccion continua de elevados niveles de IL-6 y TNF-a puede
interferir con el metabolismo de hidratos de carbono, y por consiguiente, causar
intolerancia a la glucosa que pueden dar lugar a la DMG (Hillier SL et al. 1995;
Nigro G et al. 2011).

Como los mediadores inflamatorios juegan un papel critico en la
patogénesis de los RAP, las infecciones genitourinarias han sido involucradas
en los RAP. La infeccién intrauterina puede estar confinada a la decidua
(deciduitis), = o extenderse al espacio entre el amnios y el corion
(corioamnionitis), con infecciéon del liquido amniético. Por otra parte, puede
implicar la placenta (villitis), el tejido conectivo del cordén umbilical (funisitis)
y el feto (sepsis). Los microorganismos pueden llegar a la cavidad amniética: (1)
por via ascendente de la vagina y el cuello uterino, (2) por diseminacién
hematogena a través de la placenta, (3) por introduccién accidental en
procedimientos invasivos (amniocentesis) y (4) por propagacion retrograda a
través de las trompas de Falopio. (Goldenberg RL et al. 2008). La infeccion
intrauterina podria representar del 25-40% de PP, sin embargo, este porcentaje
podria estar subestimado debido a las dificultades en las técnicas de cultivo en
estos tejidos y a la presencia de infecciones subclinicas. (Goldenberg RL et al.
2000, 2008; Han YW et al. 2009). Tratamientos tempranos de infecciones
urinarias y vaginales demostraron una disminucién en la incidencia de pre-
eclampsia, sugiriendo que las infecciones, también tienen un papel patogénico

en esta enfermedad (Herrera JA et al. 2001).

Vale la pena sefialar que se han observado elevados niveles de PGE-2 en

el liquido amniético incluso en ausencia de infeccion clinica o subclinica del
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tracto genital y se ha postulado que la mayoria de los casos de PP son causados
probablemente por una infeccion de origen desconocido. (Romero et al. 1988).
Por lo tanto, varias infecciones de las vias no genitales, tales como pielonefritis,
bacteriuria asintomdtica, neumonia y apendicitis, se han asociado con la

predisposicion a tener un PP (Romero R et al. 1989; Goldenberg et al. 2005).

1.1.3. Recién nacidos prematuros y/o de bajo peso
1.1.3.1. Definicion

La Organizacion Mundial de la Salud define el parto prematuro o
pretérmino como aquel que ocurre antes de cumplirse las 37 semanas de
gestacion y considera que el recién nacido (RN) tiene un bajo peso al nacer
cuando éste no alcanza los 2500 g. Dado que la edad gestacional y el peso al
nacimiento se relacionan directamente, con frecuencia un RN prematuro tendra
un bajo peso al nacer, y nos referiremos entonces a un parto prematuro con bajo

peso al nacer (PP/BPN) (World Health Organization, 1950).

1.1.3.2. Epidemiologia del parto prematuro y/o bajo peso (PP/BPN).

A pesar del progreso alcanzado en la Medicina Perinatal en las dos
tltimas décadas, el problema del nacimiento prematuro se considera en
diferentes foros internacionales como el problema de Salud Publica mas
importante del mundo (Romero R et al. 1988). Los nacimientos pretérmino
asociados a bajo peso al nacer representan la mayor causa de mortalidad
(Grandi C et al. 1992) y morbilidad perinatal (Grandi C et al. 1982), neonatal
tardia y postneonatal (Sarasqueta P et al. 1988).

La prematuridad es responsable del 60- 80 % de las muertes neonatales de los
recién nacidos (RN) sin malformaciones. Como el riesgo de morbimortalidad
en los nacimientos cercanos al término es bajo, la mayor atencién esta focalizada

en el PP precoz (menor de 32 semanas). Si bien los nacimientos en este grupo
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representan del 1-2 % de todos los partos, ellos son responsables de cerca del 50
% de la morbilidad neurolégica a largo plazo y del 60 % de la mortalidad
neonatal (Goldenberg RL et al. 2002). Los que sobreviven tiene problemas para
la adaptacion a la vida extrauterina, asi como una mayor prevalencia de
diversos trastornos durante los primeros afios de vida (problemas
neurolégicos, anomalias congénitas y problemas de comportamiento)
(McCormik MC et al. 1985). Ademds, en muchos casos requieren
hospitalizacién prolongada y gravosa, a lo que se debe agregar los costos a la
sociedad en términos de discapacidad, y de las consecuencias emocionales,

psicoldgicas y financieras para las familias de estos RN.

Las principales complicaciones a corto plazo asociadas a la prematuridad
son: sindrome de dificultad respiratoria, hemorragia intraventricular,
leucomalacia  periventricular, enterocolitis ~ necrotizante, displasia
broncopulmonar, sepsis y persistencia del ductus arterioso. En cuanto a la
morbilidad a largo plazo se destaca la paralisis cerebral, el retardo mental y la
retinopatia del prematuro. El riesgo de estas patologias se relaciona
directamente con la edad gestacional y el peso al nacer. Por ejemplo, la parélisis
cerebral se presenta en aproximadamente el 2 por mil del total de nacimientos,
siendo 40 veces mas alta la probabilidad de presentarla en un PP.
Aproximadamente el 8 al 10 % de los RN vivos con peso menor a los 1000
gramos desarrollaran pardlisis cerebral. Estos recién nacidos ademas tienen
tasas més altas de retardo mental y discapacidad visual, asi como alteraciones

en el comportamiento neurolégico (Hack M et al. 1994).

Las tasas de mortalidad neonatal han disminuido en los dltimos afios
debido a la mejoria de los cuidados intensivos neonatales y a un mejor acceso a
los servicios de salud; actualmente sobrevive mas del 50 % de los neonatos de
25 semanas, y mas del 90 % de los neonatos por encima de las 28 a 29 semanas.
En EEUU, se han descrito tasas de supervivencia del 20- 30% en RN de 22 a 23
semanas; sin embargo, estos RN presentan a menudo déficit neurolégico a largo

plazo, ya que a medida que aumenta la edad gestacional desde las 22 a las 28
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semanas, existen mejores resultados tanto en la supervivencia como en un
mejor desarrollo neurolégico. Los mayores beneficios en retrasar el parto se

observan en esta etapa. (Hack M et al. 1999).

La prevalencia de prematuridad en los EEUU es del 11 %, mientras que
en Europa varia entre 5 y 7 % (Goldenberg RL et al. 2002). En nuestro medio la
prevalencia de PP es del 9%, al considerar los nacidos vivos en Espafia, se
encuentra una caida anual en la media del peso al nacer de 9 gramos desde el
afio 1981. A pesar de los avances en la atencioén obstétrica, estas cifras no han
disminuido en los dultimos 40 afios. De hecho, en algunos paises
industrializados han aumentado levemente. Datos del Centro Nacional de
Estadistica en Salud de EEUU y del March of Dimes revelan un aumento del
0.6% de PP entre 1986 y 1990 y un aumento del 0.4% entre 1990 y 1996.
(National Center for Health Statistics. Washington DC, 1996).

1.1.3.3. Etiologia del parto prematuro.

No se conocen todas las causas que contribuyen al PP (Saling E. 1997) y
asi, hasta un 35% de causas idiopaticas (figura 4) se describen como
responsables de este tipo de patologia, dentro de las cuales podrian estar las
infecciones locales y/o a distancia, que colonizan el tracto genitourinario,
originan una infeccién subclinica y desencadenan el parto. Un 30% de causas se
debe a la interrupcion selectiva del embarazo por causas médicas y el 35%
restante se debe a rotura prematura de membranas (RPM) y anomalias
placentarias entre las que se encuentra la placenta previa, el abruptio placentae
(desprendimiento prematuro de la placenta) y el CIR . CIR es un término que se
utiliza para definir a un feto que es mas pequefio de lo normal durante el
embarazo debido a un problema placentario o a problemas intrinsecos del feto:
anomalias cromosdmicas, infecciones fetales... No son fetos pequefos sin mas,
sino que disminuye la velocidad a la que deberian crecer dentro del tdtero

materno y por eso tienen BPN. La causa mas frecuente es un problema en la
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placenta. Otras causas que también pueden causar CIR son las alteraciones
genéticas, las malformaciones fetales, infecciones de la madre durante el
embarazo y la tension arterial elevada. También el consumo de tabaco, el
alcohol y drogas. Solamente una tercera parte de los RN que son pequefios al
nacer y tiene bajo peso presenta CIR. Los dos tercios restantes son RN mads

pequefios de la media normal (University of Virginia. Health System).

La utilizacién de corticoides para estimular la maduraciéon pulmonar; de
antibiéticos para el tratamiento de infecciones y de agentes tocoliticos para el
control de las contracciones uterinas, y asi retrasar el momento del parto, no se
ha traducido en una reduccién significativa del PP ni de la morbimortalidad
neonatal asociada a su uso. Esto sugiere que el PP es un sindrome, consecuencia
de varias condiciones fetales y maternas. Requiere por lo tanto, un abordaje
terapéutico también variado y especifico para cada causa (King JF et al. 1988,

Beard RW et al. 1985).

ACTIVACION Infeccién / Inflamacién
PATOLOGICA
* Sobredistension | | lequemia

PARTO
PREMATURO

Incompetencia
Cervical

Figura 4.Causas idiopidticas del parto prematuro. (Tomado de Gomez R et al. 1995)
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1.1.3.4. Factores de riesgo para parto prematuro y/o bajo peso (PP/BPN).

Entre los factores de riesgo para BPN estudiados tradicionalmente se encuentra:

1.1.3.4.1. Pregestacionales:

Raza de la madre. En EEUU la raza es un factor de riesgo significativo
de PP. Las mujeres de raza negra tienen una tasa de prematuridad del
16 al 18%, comparado con el 7 al 9% en mujeres blancas. La
contribucién relativa de las diferentes causas de PP varia segun la

raza (Meis PJ et al. 1987).

Edad de la madre. Las mujeres menores de 17 afios y mayores de 35

afios, tienen mayor riesgo de presentar PP (Mercer BM et al. 1999).

Baja talla y peso de la madre. Tanto la ganancia de peso escasa como
la excesiva, y el bajo indice de masa corporal (menos de 19.8 Kg/m?)
aumentan el riesgo de PP (Wen SW et al. 1990). El peso al nacer es
mayor cuanto mas altos son el peso materno, la talla y el indice de
masa corporal (IMC) previo a la gestacion. Las variaciones del peso
materno previo a la gestacion explicarian el 11% de las variaciones
del peso al nacer y las variaciones de la talla materna el 9%. El IMC
previo a la gestacion tiene una relacion directa con el peso del RN

siendo mds bajo en las mujeres con IMC menor de 19 (delgadez)

(Lopez JI et al 2004).

1.1.3.4.2. Gestacionales:

Antecedentes de PP. Sigue siendo uno de los factores de riesgo mas
importantes. El riesgo de recurrencia de un PP en mujeres con
antecedentes de prematuridad, oscila entre 17% y 40% y parece
depender de la cantidad de PP previos. Esta descrito que una mujer
con PP previo tiene 2.5 veces mds riesgo de presentar un PP

espontaneo en su proximo embarazo. Cuanto mdas temprana es la
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edad gestacional en que se produjo el PP anterior, mayor el riesgo de
un nuevo PP espontdneo y precoz (Mercer BM et al. 1999).

e Enfermedades sistémicas graves.

e Consumo de tabaco (o tabaquismo pasivo) y drogas. El hébito de
fumar juega un papel mucho mas significativo en el retardo del
crecimiento intrauterino que en el PP (Peraza Roque GJ et. al 2000).
Sin embargo, las mujeres fumadoras tienen 20-30% mas probabilidad
de tener PP . Se ha demostrado que los hijos de las mujeres
fumadoras pesan al nacer un promedio de 200g - 300g menos que los
descendientes de mujeres no fumadoras. Las madres fumadoras
tienen dos veces mas probabilidades de tener un RN de bajo peso
(Peraza Roque GJ et al. 2000) Los productos toxicos del cigarrillo
inducen deterioro del lecho vascular y alteracién circulatoria, lo que
interfiere con la oxigenacién y nutricion fetal.

e Consumo de café. S6lo hay consenso entre los investigadores en el
efecto del café cuando su consumo excede de los 100mg/diarios de
cafeina (teniendo en cuenta que se estima para la poblacién adulta de
Europa un consumo medio diario de 200 mg). Véase apartado de
discusién donde se habla de esta variable.

e Consumo de alcohol. El alcohol atraviesa la placenta y actta sobre el

feto, produciendo en el 85% de los casos deficiencias del crecimiento
pre y posnatal que no s6lo explican el RN con peso inferior a la edad
gestacional, sino también la pobre respuesta a la intervencién
nutricional durante toda la infancia (Alvarez Fumero R et al. 2001).
Es probable que los 160g menos de peso promedio vinculados a la
ingestion diaria de alcohol se expliquen en términos de restriccion del
crecimiento celular durante periodos criticos y su repercusion en el
desarrollo normal del citoesqueleto celular. No existe ningtn "nivel
seguro" documentado de ingesta de alcohol.

e Metrorragia en la segunda mitad del embarazo, sea por

desprendimiento de placenta marginal o placenta previa, es un factor



INTRODUCCION

de riesgo tan importante como el embarazo multiple. El sangrado en
el segundo trimestre no asociado con placenta previa o
desprendimiento, también se ha asociado de forma significativa al PP.
(Li X et al. 2000).

Embarazo mdultiple. Constituye uno de los riesgos mas altos de
prematuridad. Casi el 50% de los embarazos dobles y préacticamente
todos los embarazos multiples con mas de dos fetos, teminan antes de
completar las 37 semanas, siendo su duracién promedio, mas corta
cuanto mayor es el namero de fetos que crecen en el ttero de forma
simultanea (36 semanas para gemelares, 33 para los triples y 31 para
los cuadruples) (Peraza Roque GJ et al. 2000).

Longitud cervical corta (incompetencia del cuello uterino).

Falta de control prenatal.

Trauma accidental o provocado.

Larga jornada laboral con esfuerzo fisico exagerado.

Hipertension  esencial o adquirida durante el embarazo. La
hipertension arterial es considerada la causa mas frecuente de PP y
BPN después del embarazo maultiple, en la que el producto de la
gestacion se afecta tanto por la enfermedad como por los
medicamentos necesarios para su control (Soriano Llora T et al. 2004)
La aparicion de PE durante el embarazo comporta un aumento
importante de la morbimortalidad perinatal asocidndose con mayor
incidencia de sufrimiento fetal intraparto y CIR (18.8% en la PE leve y
37% en la grave) (Saling E et al. 2004)

Bajo nivel socioeconémico.

Deficit nutricional.

Infecciones. Existen estudios que sostienen que la principal causa del
PP es la infeccién vaginal ascendente, especialmente antes de las 32
semanas de embarazo y debido a ello centralizan el programa de
prevencion del PP en la detecciéon precoz de la infecciéon vaginal

(Smith CM et al. 2001). Mdaltiples estudios realizados han demostrado
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que la vaginosis bacteriana, las infecciones comunes del tracto
reproductor y la respuesta inflamatoria que éstas desencadenan se
asocian con PP y/o BPN. Estudios descriptivos, observacionales y de
intervencién, muestran la asociaciéon de infeccién materna por
Chlamydia Trachomatis, Estreptococo del grupo B, Gardnerella vaginalis y
Trichomona vaginalis, con PP. Mas de la mitad de los nacimientos-con
bajo peso en las mujeres sujetas a esos estudios, fueron atribuibles a la
presencia de una o madas infecciones identificadas en el tracto
urogenital (Peraza Roque GJ et al. 2000; Romero R et al. 1988;
McGregor JA et al. 1990; Hardy PH et al. 1984). Se calcula que el 22%
de todos los BPN se deben a vaginosis bacterianas y que el 44% de
RPM son consecuencia de vaginosis bacteriana. El riesgo se
incrementa més cuando se identifican dos o mds agentes infecciosos,
siendo significativamente mayor en las adolescentes (Romero R et al.
1993).

Incremento de embarazos conseguidos mediantes técnicas de

reproduccién asistida (National Center for Health Statistics. 1996).

1.1.3.4.3. Placentarios:

Desprendimiento prematuro de placenta normalmente implantada,

placenta previa, tumores en el cordén umbilical.

1.1.3.4.4. Fetales:

Anomalias congénitas, embarazo multiple, macrosomia fetal, muerte

fetal.

1.1.3.4.5. Uterinos:

Cuerpo extrano (dispositivo intrauterino), incompetencia cervical,

malformaciones, miomas, sobredistensién y trauma cervical.
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1.2. PERIODONTITIS
1.2.1. Concepto de enfermedad periodontal

El término enfermedad periodontal (EP) describe un grupo de
enfermedades de origen infeccioso y de etiologia multifactorial que se originan
a causa de las bacterias existentes en la placa dental y que producen
inflamacién de los tejidos periodontales terminando con la avulsién dentaria.
Los dos tipos mas comunes de EP son la gingivitis (inflamacién de la encia sin
pérdida de soporte 6seo ni formacion de bolsas periodontales) y la periodontitis
(inflamacién de la encia acompafiada de formaciéon de bolsas periodontales y

pérdida de soporte 6seo).

La periodontitis es una infeccién crénica iniciada y perpetuada por bacterias
gram-negativas, anaerobias o microaeréfilas, localizadas en los tejidos de
soporte dentarios, pero seran otros factores del hospedador, como la herencia,
el consumo de tabaco, la presencia de diabetes y otros factores de riesgo los que
influiran, actuando sobre el proceso inflamatorio, en la ocurrencia de la
enfermedad o la severidad de la misma, por encima de las bacterias. Las
bacterias son necesarias pero no son suficientes para explicar la periodontitis.
Dicho de otra manera, los signos clinicos de la periodontitis, se deben a
consecuencias del proceso inflamatorio y no a la presencia o efecto de las
bacterias. El promedio de progresiéon destructiva es de 0.05-1 mm por afio
(Offenbacher S et al. 1998), se provoca la pérdida de soporte 6seo del diente, y
por consiguiente la movilidad y caida del mismo, constituyendo la causa mas
frecuente de pérdida dentaria, superando a la caries dental, por encima de los
35-40 anos (Offenbacher S. 1998). Menos del 20% de la variabilidad en la
expresion de la periodontitis puede ser explicado por la presencia de bacterias
especificas (Grossi SG et al. 1994; Kinane DF. 1999). Por todo ésto, se considera
que la periodontitis es una enfermedad multi-factorial donde los factores que
actuan al inicio del proceso son diferentes de los factuores que condicionan las

manifestaciones clinicas y progresion de la enfermedad (Page RC et al. 1997).
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1.2.2. Epidemiologia de la enfermedad periodontal

Probablemente las infecciones bacterianas crénicas mas extendidas en el
ser humano sean las enfermedades del periodonto, los dientes y sus
complicaciones inflamatorias (Stypulkowska ] et al. 2002). La enfermedad
periodontal afecta a un porcentaje elevado (30-40%) de la poblacién adulta
(Irfan VM et al. 2001; Sheisham A et al. 2002; Dawson DV) y la periodontitis
severa compromete al 8-10% de dicha poblaciéon (Armitage GC. 2004). En
Europa la prevalencia de la periodontitis se considera baja (Sheiham A et al.
2002). Estos mismos autores describen que la proporciéon de europeos del Este
entre 35-44 afios con bolsas de 3.5-5.5 mm esté entre el 13-54%, siendo la media
del 45%. Para Europa Occidental la media se sittia en el 36% y si tenemos en
cuenta los adultos con bolsas profundas (>5.5 mm), la proporcién es menor del
10%; mientras que en algunos paises de la Europa del Este se sittia entre un 30-
40%.

En Espafia, la encuesta de salud oral (Llodra JC. 2010) nos revela que el

16% de los adultos jovenes presentan bolsas periodontales (ya sean moderadas
o severas) y en la cohorte de 65-74 afios dicha cifra se eleva al 29.2%. En cuanto
a la pérdida de inserciéon (PIE), el 19.7% de los adultos jovenes presenta una
pérdida entre 4-5mm y un 6% de mas de 6mm; ya en el grupo de 65-74 afos las
cifras son de 26.8% y 17.7% respectivamente. Este mismo autor refiere una
mejoria en las cifras si las comparamos con las tomadas en los periodos 1993-
2000 y 2000-2005.
Aun asi, valorando estas cifras podemos afirmar que la EP tiene una gran
repercusion en términos de salud publica, si bien es cierto que s6lo una minima
parte de la poblacion (4-11%) desarrolla las formas madés severas de la
enfermedad (Bravo-Pérez M et al. 2006).

En cuanto al sexo, la periodontitis tiene mayor prevalencia en hombres
(Albandar JM et al. 2002), se debe de matizar que la higiene oral, el estilo de
vida y las condiciones hormonales van a influir en esta incidencia. Este mismo

autor sefiala que la periodontitis es mas frecuente en la raza negra, pero otra
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vez habria que matizar que esta raza tiene peor higiene oral y condiciones

socioecondmicas.

1.2.3 Etiopatogenia de la periodontitis
1.2.3.1. Etiologia infecciosa.

La periodontitis se inicia por acciéon de un grupo de bacterias anaerobias
gram-negativas que a través de sus antigenos, lipopolisacéridos y otros factores
de virulencia suscitan una respuesta inflamatoria por parte del sistema
inmunitario del hospedador, tanto innato como adquirido. Esta respuesta se
traduce, por un lado, en la produccién de anticuerpos y la accién directa de
polimorfonucleares (PMN) contra las bacterias y, por el otro, en la produccién
de citoquinas y prostaglandinas que, junto con las metaloproteinasas y la
activacion del complemento provocan la destruccién del tejido conectivo y 6seo
de soporte. Esta destrucciéon ocasiona cambios macroscépicos, que se traducen
en signos clinicos, como la pérdida de insercién o el aumento de la profundidad
de sondaje que, a su vez, crean las condiciones ideales para perpetuar la
supervivencia y mantenimiento del biofilm subgingival. Tanto la respuesta
inflamatoria, inmunitaria y la destruccion tisular estdn influenciadas por
factores de riesgo genéticos y adquiridos o medioambientales (Consensus
Report, 1996). En la figura 5 se describe de manera esquematica el modelo

patogénico que se contempla actualmente para la periodontitis.

En la cavidad oral se han aislado alrededor de 700 especies bacterianas y
so6lo algunas de ellas o mas bien combinaciones de determinadas especies
(“clusters”), son las que ejercen un mayor poder patogeno. Estos complejos
bacterianos o “clusters” fueron estudiados por Socransky (Socransky SS et al.
1998), identificando varios grupos. De todos ellos, el grupo rojo (Tannerella
forsythia  (anteriormente denominado Bacteroides forsythus), Porphyromonas
gingivalis 'y Treponema denticola) se asociaba a casos con mayor grado de
sangrado gingival y profundidad de bolsa. En el consenso de 1996 (Consensus

Report, 1996) se describieron tres especies (1. forsythia, P. gingivalis y
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans (anteriormente denominado Actinobacillus
actinomycetemcomitans) como las mds comunmente asociadas a la mayoria de
casos de periodontitis. Otro concepto es el de “biofilm bacteriano”; las
comunidades bacterianas se adhieren a superficies organicas e inorganicas y se
comunican entre si por canales, que permiten el intercambio de metabolitos y
sefiales. Esta estructura organizada de las comunidades bacterianas va a

conferir resistencia a los antibidticos, antisépticos y a los mecanismos de

defensa del huesped (Socransky SS et al. 2002).
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Figura 5. Patogénesis de la Periodontitis. (Tomado de Hart TC et al. 1997)

Las bacterias ademas liberan productos metabdlicos como el amoniaco,
anhidrido sulftrico, etc. y proteasas capaces de digerir el colageno, la elastina y
otros componentes de la matriz intercelular. Dentro de estas proteasas se ha
estudiado la Arg-1 proteasa (gingivaina o gingipaina) producida por P.
gingivalis o la leucotoxina producida por A. actinomycetemcomitans (Mesa F et al.
2011) y se ha comprobado la alta capacidad de las mismas para inducir una

respuesta inflamatoria e inmunitaria por parte del huésped.
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1.2.3.2. Respuesta inmune innata

La primera reaccion frente a la agresion bacteriana va a ser una respuesta
inmune inespecifica mediada por un componente celular (PMN, macrofagos,
mastocitos y células dendriticas) y humoral (eicosanoides como prostaglandinas
y leucotrienos, citoquinas, interferén y el sistema del complemento).
Las bacterias en el surco gingival van a liberar una serie de productos como
lipopolisacaridos, peptidoglicanos, lipoproteinas, ADN, etc. que constituyen lo
que se conoce como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs).
Estos van a ser reconocidos como “extrafios al organismo” por los receptores
tipo toll-like (TLR), que forman parte de la familia de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) y constituyen la primera linea defensiva del
organismo. Después de dicho reconocimiento y por medio de complejas vias de
sefializacion intracelular (Akira S et al. 2004) van a activar la transcripcion de
citoquinas proinflamatorias en PMN, monocitos/macréfagos y células
dendriticas; desencadenando el proceso inflamatorio inmune innato. En
humanos se han descrito diez TLRs (Beutler B. 2004). De ellos el TLR-2 es el mas
expresado por las células del epitelio gingival y por los fibroblastos gingivales y
del ligamento periodontal (Kusumoto Y et al. 2004). En la figura 6 se muestra el
mecanismo de actuacion de las bacterias sobre estos receptores de las células

gingivales.

Cuando estos receptores se activan por los ligandos de lipopolisacaridos
y fimbrias de P. gingivalis, se inicia una sefal intracitopldsmica que involucra el
reclutamiento de la proteina MyDD88 que deriva en la sintesis de citoquinas
por parte de la célula. Una de estas citoquinas es IL-8 que es un factor
quimiotactico para PMN que son atraidos desde los vasos a la zona de
infeccién. Las células epiteliales tienen el papel regulador sobre la expresion de
moléculas de adhesién especifica (ICAM-1) que ayudan a los movimientos de
los PMN hacia el surco. Otra via de activaciéon de los TLRs es a través de los
ligandos end6genos (Yu L et al. 2010), uno de ellos son las proteinas de shock

térmico (HSP) que van a actuar sobre los TRL-2 y TRL-4 (Sheedy F et al. 2007).
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Nuestro grupo (Rizzo M et al 2012) ha realizado un estudio piloto de casos y
controles en pacientes con periodontitis moderada, que no presentaban
patologia hepatica o renal y que no estaban sometidos a ningtn tipo de
tratamiento médico o tratamiento periodontal. El resultado ha sido que los
sujetos con periodontitis mostraban niveles de HSP60 en suero maés elevados
(p<0.0001) que los controles y el andlisis de correlacion revel6 que dichos
niveles se correlacionaba con el grado de EP (r=+0.403, p=0.0434). En la figura 7

se representa esquematicamente este tipo de respuesta inmune.
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Figura 6. Receptores TLRs en la periodontitis con sus vias de serializacion. (Tomado de

Mesa F et al. 2011)
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Figura 7. Respuesta inmune innata en la periodontitis.(Tomado de Mesa F et al. 2011).

1.2.3.3. Respuesta inmune adaptativa

Corresponde a una respuesta especifica frente a un antigeno
determinado y se produce de una forma retardada y requiere algunos dias para
que aparezca. A priori esta respuesta es protectora frente a las bacterias y se
distingue un componente humoral (produccién de inmunoglobulinas) y
componente celular especifico.

Las células de Langerhans, que se encuentran en el epitelio del surco, van
a procesar el antigeno y lo hacen reconocible para el complejo mayor de
histocompatibilidad clase II (MHC); estimulandose los linfocitos T

colaboradores (L-Th) CD4, estos linfocitos activados y segun el tipo de
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citoquinas liberadas, pueden direccionar la respuesta hacia un fenotipo inmune
celular, respuesta Thl, mediante la secreciéon de Interferén-y (IFN-y) e IL-2, o
uno humoral, respuesta Th2, a través de la produccién de interleuquinas 4, 5, 6,
10, 13. La respuesta inmune celular esta representada por los linfocitos T
citotoxicos CD8, activados por IL-2, que se encargan de la lisis de células
infectadas por virus y/o bacterias, y los macréfagos, activados por IFN-y, que
secregan citoquinas IL-1, IL-6 y TNFa, PGE-2 y metaloproteinasas. En cambio,
la respuesta inmune humoral est4 constituida por los linfocitos B que producen
anticuerpos, cuya principal diana de accién son los patégenos extracelulares

(Teng YT et al. 2003).

1.2.3.4. Osteoinmunologia de los tejidos periodontales.

Se conoce que la destruccion del soporte 6seo por parte de los
osteoclastos estd regulada por los osteoblastos y otras células como los
fibroblastos del ligamento periodontal y fibroblastos gingivales a través del
equilibrio entre el ligando del receptor activador nuclear kappa p (RANKL) y la
osteoprotegerina (OP) (Mogi M et al. 2004). (Figura8).

La reabsorcién 6sea por parte de los osteoclastos requiere una sefial de
iniciacion proveniente de los osteoblastos y de células similares como
fibroblastos gingivales del ligamento periodontal. EI RANKL (antiguamente
denominado como “osteoclast differentiation factor” u ODF) se expresa en la
superficie de los osteoblastos e interacttia con el receptor especifico RANK en la
superficie de los osteoclastos y de los precursores monociticos circulantes. A
través de una secuencia de proteinas adaptadoras, los factores asociados con el
receptor del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (TRAF), la sefal se asocia
con la diferenciaciéon de precursores, fusiéon y formacién de osteoclastos
multicelulares y activacion (Kanamaru F et al. 2004) Los osteoblastos también
sintetizan factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) un factor
esencial en la vida de los osteoclastos y osteoprotegerina. Esta ultima actta
como un receptor soluble para el RANKL e inhibe la interacciéon entre RANKL

y RANK. Al igual que en otros muchos sistemas biolégicos, la cantidad relativa
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de RANKL y de osteoprotegerina regula la actividad de los osteoclastos. El
equilibrio puede estar afectado por factores sistémicos y locales como fuerza
mecdanica, citoquinas como TNF-a, IL- 1, PGE-2 y hormonas (estradiol, 1,25
dihidroxivitamina D3 y hormona paratiroidea [PTH]).
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Figura 8. Activacion osteoclastica a través de la via RANKL-Osteoprotegerina.(Tomado

de Mogi M et al. 2004).

1.2.4. Factores de riesgo de periodontitis

Como ha sido comentado, la periodontitis es una enfermedad
multifactorial y en su patogenia, desarrollo y progresion van a influir una serie
de factores. Estos se dividen en factores de riesgo genéticos y factores de riesgo

adquiridos o ambientales.
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1.2.4.1. Factores genéticos.

La genética va a condicionar la respuesta del huésped frente a las
agresiones bacterianas, explicando la susceptibilidad del mismo a desarrollar
una periodontitis. Un estudio en gemelos mono y bicigéticos, demostré que la
herencia puede suponer un 50% de riesgo para padecer periodontitis
(Michalowicz BS et al. 1991). Ciertas enfermedades de caracter hereditario
presentan alteraciones periodontales, tal es el caso del sindrome de Papillon-
Lefevre (Zhang Y et al. 2001) o la Neutropenia (Deas DE et al. 2003) con
alteracion en el nimero y funcién de los neutréfilos. Otra evidencia son los
estudios en familias que presentan periodontitis agresivas juveniles,
demostrandose que poseen uno o mdas genes autosémicos dominantes
asociados con el aumento de la susceptibilidad a padecer periodontitis (Page
RC et al. 1997).

Existen una serie de rasgos genéticos, como ciertos polimorfismos, que
predisponen al padecimiento de periodontitis (Nares S. 2003). Un polimorfismo
es una variante genética que aparece al menos en el 1% de los cromosomas de
una poblacién, dentro de los polimorfismos que se han estudiado con relacién a

la periodontitis, podemos distinguir:

1.2.4.1.1. Polimorfismo de la IL-1. Los pacientes positivos para el polimorfismo IL-
la/IL-1P muestran 2.7 veces mds riesgo de pérdida de dientes por EP (McGuire
MK et al. 1999).Y si ademés son fumadores, el riesgo de padecer periodontitis es
cuatro veces mds, OR 7.7 (Meisel P et al. 2002). Kornman sugiere que el 30% de
adultos con periodontitis tiene este genotipo y que tendran 18.9 veces mas de
sufrir una lesion severa que los pacientes con genotipo negativo (Kornman KS

et al. 1997).

1.2.4.1.2. Polimorfismo para los receptores Fc y Rllla. Es el tnico receptor que
reconoce las bacterias unidas a IgG2 y varios estudios han demostrado que su

presencia estd asociada a un mayor riesgo de padecer periodontitis (Kobayashi

T et al. 2001, Meisel P et al. 2001).
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1.2.4.1.3. Polimorfismo de la N-acetiltransferasa (NAT 2). Hay estudios que han
demostrado estar significativamente asociada a una mayor severidad en la

pérdida de hueso alveolar (Kocher T et al. 2002). Y el tabaco, va a exacerbar el

efecto de la NAT 2 sobre la progresion de la EP (Meisel P et al. 2000).

1.2.4.1.4. Polimorfismo de la IL-4. La interleuquina 4 es un potente regulador de la
funcién de los macréfagos y se ha comprobado que la aparicion de dicho
polimorfismo es més frecuente en pacientes con periodontitis agresiva que en

los controles (Michel ] et al. 2001).

1.2.4.1.5. Polimorfismo de los receptores de la vitamina D. Se ha comprobado la
asociacion de dicho polimorfismo con la homeostasis 6sea y el incremento del
riesgo de pérdida 6sea a nivel sistémico (osteoporosis).Se encontré una
asociacion significativa entre la distribucién del genotipo y la presencia de

periodontitis agresiva localizada (Henning BJ et al. 1999).

1.2.4.2. Factores de Riesgo Sistémicos. Diabetes.

Se consideran enfermedades sistémicas que afectan a la salud
periodontal y  enfermedades cuyo tratamiento médico va a tener una
repercusion en el periodonto. Diversos estudios han demostrado la asociacion
directa entre diabetes mellitus y periodontitis (Kinane DF et al 1997). Taylor GW
y colaboradores demuestran como pacientes con mal control de la glucemia
presentan una mayor pérdida de hueso alveolar que aquellos que tienen un
buen control de su glucemia (Taylor GW et al. 1998). Este mismo grupo
demuestra como los casos de periodontitis severas suponen un factor de riesgo
para un deficiente control de su glucemia, llegando a la conclusiéon de la
existencia de una relacién bidireccional entre diabetes mellitus y periodontitis

(Taylor GW. 2001).
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Dos meta-analisis de la diabetes como factor de riesgo de periodontitis,
ponen de manifiesto que la periodontitis aparece en edades mas tempranas en
los diabéticos, que la progresion es més rapida y con mayor pérdida dentaria y
que la OR de sufrir una periodontitis siendo diabético es de 2.9 (Khader YS et
al. 2006; Papapanou PN. 1996).

1.2.4.3. Factores de Riesgo Ambientales.

Estos factores se encuadran en lo que denominamos “estilo de vida”. El
tabaco ha sido el factor mas estudiado y que con mayor frecuencia se asocia a
periodontitis avanzada (Haber ]J. 1994). Se ha comprobado su efecto dosis
respuesta, es decir, a mayor consumo de cigarrillos al dia, mayor riesgo de
perder mas dientes por EP (McGuire MK et al. 1999). Su accién sobre el
periodonto se debe a que reduce la tensién de oxigeno y crea un ambiente
favorable para la colonizacién y crecimiento de bacterias Gram-negativas.
Ademas, influye sobre el sistema inmune afectando la funcién leucocitaria,
altera la quimiotaxis, la fagocitosis y reduce la produccién de anticuerpos
(Kenney EB et al. 1997; Kraal JH et al. 1997).

El estrés psicosocial se asocia significativamente con la periodontitis
(Moss ME et al. 1996). Se ha visto que tanto el impacto negativo de sucesos de la
vida, como el ndamero de ellos tiene también una asociaciéon significativa
(Croucher R et al. 1997). Incluso, este estrés, puede conllevar una respuesta
menos favorable a la terapia periodontal (Axtelius B et al. 1998). En cuanto a su
mecanismo de actuacién se debe a una depresion de la respuesta inmune

debido a un aumento de corticosteroides sitémicos (LeResche L et al. 2004).
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1.3. ENFERMEDAD PERIODONTAL Y SU ASOCIACION CON EL PARTO
PREMATURO Y/O DE BAJO PESO (PP/BPN)

1.3.1. Antecedentes de la Relacion.

Actualmente, se plantea que la infeccion gingival y periodontal, podria
tener consecuencias sistémicas. La evidencia sugiere asociaciones significativas
entre EP y otras condiciones no orales que incluyen enfermedades
cardiovasculares y PP. El impacto potencial de ésta asociacion, si es que se
prueba idefectiblemente su causalidad, podria tener significados en términos de
salud publica, ya que la EP severa afecta entre un 10-20% de la poblacién

general mundial y se considera una enfermedad prevenible y tratable.

En 1891, Miller publicé la teoria de "infeccién focal", cuya hipétesis se
basaba en que los focos orales de infeccion podian ser los responsables de un
gran nimero de enfermedades sistémicas como la endocarditis, neumonia y
septicemia. (Miller. 1891) Sin embargo, la falta de evidencia cientifica de una
teoria basada sobre una base empirica, la conden¢ al olvido. En la década de
1990, el grupo de Stevens Offenbacher (Offenbacher S et al. 1996b) utilizando
un modelo de bacteriemia sobre hdmster e imitando una infeccién focal en
embarazadas, demostraron que las bacterias periodontales, especificamente
anaerobias Gram-negativas, actuarfan como un reservorio crénico de
endotoxias y lipopolisacaridos, que estimularian la liberaciéon constante de
mediadores inflamatorios y citoquinas con capacidad de difundir
sistematicamente a través de la sangre a la unidad feto-placenta e inducir RAP.
Por lo tanto, los autores propusieron que una infeccion oral como la
periodontitis puede actuar como un reservorio infeccioso a distancia afectando
a los resultados del embarazado (Collins JG et al. 1994 a,b). Al tratarse de un
modelo animal muchos investigadores han tratado de dilucidar si esta via
causal también se puede aplicar a seres humanos. Offenbacher y colaboradores
publican en 1996, el primer articulo, demostrando la asociacién de la infeccién

periodontal como factor de riesgo de PP (Offenbacher et al. 1996b), desde
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entonces, 189 publicaciones, en toda la literatura internacional, han intentado
demostrar la asociacién periodontitis - prematuros y/o bajo peso con OR que
oscilan entre 7.1 y 3.5. (Estrategia de basqueda en Pub-Med (términos Mesh):
“Periodontal Diseases” [MeSH] AND ”“Low Birth Weight” [MeSH] OR
“Preterm” [MeSH]. Aunque hay un gran ntimero de estudios epidemiolégicos y
de intervencién que han demostrado la relaciéon entre EP y PP, los resultados
son contradictorios (Xiong X et al. 2007; Polyzos NP et al. 2010). Estudios
iniciales de asociaciéon entre EP materna y PP cuestionaron este efecto y
pensaron que estas pacientes podian tener vaginosis clinicas o subclinicas
responsables de estos resultados. Las revisiones sisteméticas y meta-analisis
existentes hasta la fecha sugieren que esta diversidad se debe en parte a la
metodologia utilizada en cada caso. Esto puede explicar por qué después de 17
afios de investigacion, la comunidad cientifica no puede hacer frente con

certeza a la asociacion entre EP y PP.

1.3.2. Mecanismo patogénico.

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que ocurre lejana a la
unidad feto-placentaria. En un intento de contener o eliminar esta infeccion, las
células huésped activan una respuesta inflamatoria local contra estas bacterias y
sus numerosos factores de virulencia (por ejemplo, lipopolisacaridos (LPS)). Sin
embargo, varios estudios informan de que citoquinas proinflamatorias,
bacterias periodontales y/ o sus factores de virulencia pueden entrar en el
torrente sanguineo y difundir por todo el cuerpo, lo que provoca la induccién
de wuna respuesta  inflamatoria sistémica y/o wuna infeccién ectdpica
(Guntheroth WG. 1984, Han YW et al. 2006, 2010, Témoin S et al. 2012). Dentro
de este modelo patogénico hipotético se distinguen dos vias. A) la via directa,
donde las bacterias periodontopatégenas y sus productos difunden a la unidad
fetoplacentaria donde se inicia una infeccién ectdépica con una repuesta
inflamatoria mediada por citoquinas inflamatorias y sus mediadores originando

una complicaciéon del embarazo. B) la via indirecta, donde las citoquinas
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inflamatorias y sus mediadores producidos en la encia, entran en la circulacién
sanguinea hasta alcanzar por un lado a la unidad feto-placentaria y por otro al

higado donde estimulan la produccién de reactantes de fase aguda (figura 9).
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Figura 9. Posibles mecanismos biologicos que asocian la periodontitis con RAP.

(Tomado de Madianos PN et al 2013).

1.3.3. Evidencia en estudios humanos.

La periodontitis se debe principalmente a la presencia de bacterias Gram-
negativas. Socransky y colaboradores dividieron estas bacterias en complejos
microbianos o clusters que clasificé por colores. Los complejos "azul", "verde",
"amarillo" y "parpura" incluyen principalmente bacterias que colonizan el surco
periodontal en las primeras etapas de la formacion de placa dental. A medida
que el biofilm se hace mas patégeno aparecen los organismos de la agrupacion
"naranja" (Campilobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus
micros, Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens) proporcionando el hébitat

necesario para la posterior colonizacién y establecimiento de la bacterias mas
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agresivas, el complejo rojo (P. gingivalis, T. forsythia y Treponema denticola)

(Socransky et al.1998).

Durante el embarazo, debido a los cambios hormonales hay una
tendencia a la EP con aumento de bacterias anaerobias en el surco gingival tales
como F. nucleatum, T. denticola, T. forsythia, C. rectus, Eikenella corrodens y
Selenomonas sputigena (Carta G et al. 2004). Varios estudios han tratado de
evaluar si la presencia y el ntimero de periodontopatégenos especificos se
asocian con PP (Contreras A et al. 2006; Skuldbel T et al. 2006; Lin D et al.
2007). Aunque ciertas especies tienen un claro efecto virulento sobre la unidad
feto-placentaria, debido al amplio nimero y diversidad de bacterias orales, es
dificil identificar el potencial efecto patogénico de las mismas en los RAP, tanto

si se examinan individualmente como formando parte del biofilm.

Un aspecto controvertido es confirmar si los patégenos periodontales
y/o sus productos pueden llegan a la unidad feto-placentaria. Especialmente
durante el embarazo, los cambios hormonales debidos a los elevados niveles de
estrogenos y progesterona aumentan la permeabilidad vascular en los tejidos
gingivales y, como consecuencia, bacterias y/o sus productos (endotoxinas)
pueden difundir a través de los tejidos méas facilmente (bacteriemias). Pruebas
que indiquen que los patégenos periodontales y sus productos pueden alcanzar
la unidad feto-placentaria se derivan en parte a partir de datos inmunolégicos.
Una vez la madre se expone a bacterias periodontopatogenas se produce una
respuesta inmune innata del huésped que intentard contener y resolver la
infeccion, si este mecanismo no tiene éxito, tendra lugar una respuesta inmune
adaptativa mas eficaz que se inicia con la produccién de anticuerpos especificos
bactarianos. En primer lugar, se forman anticuerpos especificos IgM vy, a
continuacion, por cambios en el isotipo, Ig M es convertida en IgG. Al ser la
periodontitis una infeccién crénica, los anticuerpos IgG maternos pueden pasar
al feto a través de la placenta. En el ttero, el feto no es inmunocompetente, por
lo que suele puede tener respuesta mediante anticuerpos IgM cuando es

invadido. En este contexto, Madianos y colaboradores encontraron una



INTRODUCCION

asociacion entre la aparicion de IgG especifica para organismos orales en el
suero materno y una disminucién del PP con aumento del peso al nacer.
También hubo una tendencia general a que las embarazadas con partos a
término tenfan RN con mayor prevalencia de anticuerpos IgG en suero ante los
complejos rojos y naranjas en comparacion con embarazadas con PP. Ante la
presencia de microorganismos bucales maternos, la falta de una IgG como
respuesta materna protectora, podria aumentar la exposiciéon fetal a estas
bacterias y conducir al PP (Madianos P et al. 2001). Boggess y colaboradores
encontraron que un tercio de las mujeres embarazadas presentaban IgM
positiva frente al menos a uno de los cinco organismos orales probados y esto se
asoci6 a un mayor riesgo de PP y sangrado vaginal. No se pudo determinar si el
sangrado vaginal facilita la diseminacion de las bacterias periodontopatégenas
a la unidad fetoplacentaria o si es inducida por la exposicion del feto a los
patégenos orales (Boggess KA et al. 2005, 2006). Por dltimo, un estudio piloto
de Lin y colaboradores, revelaron que las madres que tiene PP tienen
significativamente disminuidos los niveles de IgG en suero contra P. gingivalis
en comparacion a madres con partos a término (Lin D et al. 2007; Ebersole JL et
al. 2009). Otros estudios demuestran diferencias o incluso los resultados
opuestos en relacion a los niveles de anticuerpos y los resultados adversos en el
embarazo. Jarjoura y colaboradores han encontrado niveles similares de
anticuerpos séricos contra los patégenos orales entre las puérperas con PP y/o
BPN (Jarjoura K et al. 2005). Mientras, Ebersole y colaboradores encontraron
anticuerpos séricos elevados contra F. nucleatum en las puérperas que habian

sufrido una pérdida fetal.

De los resultados anteriores, es interesante destacar que ningan estudio
ha puesto en duda hasta ahora la plausibilidad de la hipétesis de que la
exposicion fetal a los periodontopatégenos puede causar complicaciones en el
embarazo. Sin embargo, el papel de los anticuerpos séricos de la madre contra
estas bacterias sigue siendo debatido con una doble interpretaciéon. Por un lado,
los bajos niveles de anticuerpos de IgG en suero podrian sugerir una

inadecuada proteccién contra los patdégenos orales que pueden llegar de
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manera mas facil a la barrera feto-placentaria y contribuir a que el embarazo
tenga complicaciones. Por otra parte, los niveles elevados de anticuerpos IgG en
suero podria indicar un aumento de la exposicion bacteriana sistémica o un
fenotipo hiper-inflamatorio que puede predisponer a que estas mujeres tengan
una mayor respuesta inflamatoria fetal. Otra evaluacion mas directa de que los
patégenos periodontales pueden pasar a la unidad feto-placentaria se deriva de
los datos generados por técnicas de laboratorio tales como PCR y técnicas
inmunohistoquimicas. Concretamente, Leén y colaboradores han encontrado
que de nueve bacterias probadas, s6lo P.gingivalis parecia invadir la cavidad
amniotica al detectarse en el fluido amnidtico de mujeres con amenaza de PP
(Leon R et al. 2007). También se han encontrado P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans en mujeres con PP o PE (Barak S et al 2007; Katz ] et al.
2009; Swati P et al. 2012). En un caso de PP, la Bergeyella sp. fue identificada en
el liquido amniético (Han et al. 2006). F. nucleatum es también una de las
bacterias mas comunes aisladas en el liquido amniético de pacientes con PP y/o
bajo peso y membranas intactas. (Romero R et al. 1988b; Cahill R] et al. 2005;
Tateishi F et al. 2012). P. gingivalis, F. nucleatum y Capnocitofaga se han
encontrado en aspirados gastricos neonatales obtenidos de embarazos
complicados que indican una posible transmisién bacteriana a los 6rganos
fetales (Mayatepek E et al. 1991; Gonzales-Marin C et al. 2011). Curiosamente,
los patégenos periodontales también se han detectado en tejidos amniéticos de
mujeres con embarazos normales (Katz ] et al. 2009). Y otros estudios han
demostrado que es posible aislar bacterias consideradas como patdgenos
periodontales en personas sin EP (Ximénez-Fyvie LA et al. 2000). Sobre esta
base, se desconoce que factores son los que determinan una vez que los
periodontopatégenos pasan a la unidad feto-placentaria, las complicaciones del
embarazo o si los pardmetros de EP como la profundidad de sondaje, son

siempre buenos indicadores de riesgo o no para los PP.

Aunque los principales patdgenos periodontales poseen factores de

virulencia especificos que puedan colonizar, evadir las defensas e invadir
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tejidos del hospedador (Madianos P et al. 2005), llegando vivos a la unidad

feto-placentaria, dos preguntas muy interesantes surgen a partir de aqui:

1.3.3.1. ;Cémo llegan las bacterias orales al tejido fetoplacentario?

Diversos estudios han demostrado que las bacterias Gram-negativas
anaerobias estdn presentes y vivas en el ambiente aerobio del torrente
sanguineo durante bacteriemias transitorias después de un procedimiento
terapéutico dental, no esta claro si las bacterias pueden alcanzar y colonizar la
unidad feto-placentaria (Lafaurie GI et al. 2007). Hasta la fecha, aunque F.
nucleatum se aisla comtnmente a partir de la unidad feto-placentaria en
complicaciones del embarazo, s6lo un estudio ha logrado cultivar una cepa de
esta bacteria a partir de placenta, pulmoén y estbmago de una muerte infantil a
término (Han YW et al. 2010). EI mismo tipo clonal de la bacteria oral Bergeyella
sp. se hall6 en el biofilm subgingival y en la cavidad amniética de mujeres con
PP, mientras que no se aisl6 en la vagina (Han YW et al. 2006). Sin duda,
dificultades en las técnicas de cultivo hacen que no seamos capaces de hacer
crecer a la mayorfa de las bacterias que viven dentro de nuestro organismo
(Han YW et al. 2009). En este sentido, investigadores que estudian las
asociacion periodontitis y enfermedades cardiovasculares, solo han podido
detectar P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans vivos en placas ateroscleréticas,
en un solo estudio (Kozarov EV et al. 2005). Estos dos tltimos estudios, apoyan
la plausibilidad biolégica de una transmisiéon hematégena y el establecimiento
de un nuevo foco de infeccién con bacterias vivas distante a los tejidos

periodontales.

Otra via con sentido biolégico pero sin evidencia cientifica, seria la
transferencia oro-genital y posterior ascension a través de la vagina y el cérvix,
como decimos, hasta la fecha no hay evidencia cientifica que apoye esta
hipotética via. Desde un punto de vista ecolégico, no es facil para las bacterias

orales establecer una colonizacién en la vagina como resultado de contactos
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orales por la teoria de “resistencia a la colonizaciéon”, donde un cambio en la
flora necesitaria contactos muy repetidos con grandes dosis de inoculaciones
exégenas. Mas investigaciones son necesarias para confirmar esta atn

hipotética via pero con plausibilidad biolégica.

1.3.3.2. Una vez que llegan las bacterias, ;permaneceran en forma plancténica

o desarrollan un biofilm?

Recientemente, se ha podido demostrar la presencia de particulas en el
liquido amniético, reconocidas como "lodo de liquido amnidtico", que se
asociaban con la presencia de bacterias e inflamacion intra-amniotica. El uso de
microscopia electronica proporciono evidencia de que este lodo era realmente
una biopelicula (Romero R et al. 2008). Por otra parte, el andlisis con
microscopio electrénico de transmisién en placentas murinas infectadas con F.

nucleatum revelaron la formacion de colonias de bacterias lo que apoya la teoria

de formacion de biofilm (Han YW et al. 2004).

1.3.4. Evidencia en Estudios Animales y Experimentales.

La mayoria de los estudios para explicar la asociacién de periodontitis y
RAP se han llevado a cabo en hembras gestantes de roedores (hamster, ratones
y conejos). Los modelos de periodontitis se han conseguido inyectando las
bacterias y/o sus productos en sangre periférica, simulando una bacteriemia
con infeccién aguda o en depdsitos subcutdneos creando un foco de infeccién a
distancia, simulando una infecciéon crénica. Ambos modelos tienen limitaciones
en cuanto a remedar una infecciéon como la periodontal, donde las bacterias son
mdultiples y organizadas en un biofilm y aqui se tratarfa de una monoinfeccién.
El primer experimento en hamsters Golden demostré que la inoculacién i.v.de
P. gingivalis antes y durante el embarazo, se tradujo en un incremento de
malformaciones, retardo en el crecimiento y reabsorciones (andlogos a abortos

espontdneos), la frecuencia y severidad de las RAP fueron dosis dependientes
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(Collins JG et al. 1994a), hay que tener en cuenta que estas dosis inoculadas
representan una mayor cantidad de patdégenos que las bacteriemias que se
producirian en wuna periodontitis. P. gingivalis o C. rectus inyectados
subcutaneamente producen retardo en el crecimiento uterino y abortos
espontaneos en ratones (Lin D et al. 2003a; Offenbacher S et al. 2005, Yeo A et al.
2005). Inyeccién i.v. de F. nucleatum en ratones se tradujo en PP y nacimientos
muertos (Han YW et al. 2004), se detecta en los vasos sanguineos placentarios y
debido al flujo lento de los senos venosos, invade las células endoteliales y
prolifera en los tejidos de alrededor terminando por alcanzar el liquido
amniotico. Estos datos confirman que la bacteria puede sobrevivir en un
ambiente rico en oxigeno como es la circulacion sanguinea. La colonizaciéon
experimental de la placenta con P. gingivalis tiene como resultado la induccién
de una respuesta inflamatoria local, con incremento de IL-2 e IFN-y, mientras
IL-10 se ve reducida, indicando un cambio en el equilibrio Th1/Th2. IL-6 y
TNF-a estan también elevadas después de la estimulacion de células deciduales
humanas con F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis y estas

citoquinas se asocian con RAP (Keelan JA et al. 2010).

Histopatolégicamente la respuesta inflamatoria se acompafia de un
incremento en el infiltrado inflamatorio de neutréfilos en la decidua, se han
descrito casos de necrosis decidual por F. nucleatum (Offenbacher et al. 2005, Liu
et al. 2007). La infeccién por C. rectus ocasiona la mayor alteraciéon en la
estructura de la palcenta con disminucién del tamafio del laberinto, area de la
placenta donde tiene lugar el cambio de nutrientes y detritus entre el feto y la
madre (Offenbacher et al. 2005). Esta disminuciéon de volumen puede implicar
una insuficiente nutricién del feto y consecuentemente retardo en el crecimiento
y BPN. Ademads, un dafio estructural en la placenta puede alterar el normal
flujo de sangre entre el feto y la madre con alteraciéon de la presién sanguinea y

desarrollo de PE.
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1.3.5. Estudios Epidemioldgicos mas relevantes, de Intervenciéon y Meta-

analisis.

Dentro de los estudios epidemiolégicos mds importantes, cabria sefialar
un estudio prospectivo, realizado en la universidad de Alabama sobre 1300
mujeres, donde concluye que la EP en las embarazadas es un factor de riesgo de
PP independiente de los factores de riesgo obstétricos tradicionales. Estos
investigadores observaron que el incremento de la severidad de la periodontitis
en las embarazadas aumenta el riesgo de PP con unas odds ratio que oscilaron

en un rango de 4 a 7 (Jeffcoat MK et al. 2001).

El grupo chileno de Lépez y colaboradores publicaron dos estudios de
intervencién, en los que se demuestra una asociaciéon entre tratamiento
periodontal durante el embarazo y reduccién del riesgo de PP/BPN. En el
primero, realizado a 390 embarazadas divididas en dos grupos de intervencion,
se observé una tasa del 10.2% de PP entre las madres no tratadas de
enfermedad periodontal frente a una tasa del 1.8% entre el grupo que recibi6
tratamiento periodontal antes de la vigésimo octava semana del embarazo, una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001). El segundo, sobre 870
embarazadas, divididas a su vez en dos grupos, en uno se traté la gingivitis
antes del parto y en el otro después del parto, concluyeron que en las
embarazadas tratadas preparto se redujo de manera significativa (OR ajustada
de 2.76; 95%CI 1.29 - 5.88; p =0.008) el nimero de PP y BPN (L6épez NJ et al.
2002a, 2005).Este grupo ha publicado una definicion de periodontitis racional y
la mas seguida por los demas investigadores, consiste en la presencia de cuatro
o mas dientes con uno o mas sitios con profundidades de sondaje de 4 mm o

mayor acompafiado por 3 mm o més pérdida de insercion.

La definiciéon de periodontitis es de capital importancia, no se puede
comparar una misma patologia si se mide de forma diferente, por ejemplo,
cuando se analizan estudios de casos y controles y transversales donde la
periodontitis es definida como variable dicotémica, la asociacién con PP es mas

clara que cuando la periodontitis se mide como variable continua. En este
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sentido, en 2008 Manau y colaboradores publican un analisis de regresion
logistica en el que concluyen que la definicion de EP empleada en cada estudio

influye en la asociacién de ésta con los PP y/o BPN (Manau C et al. 2008).

Un estudio de Mitchell-Lewis y colaboradores encontré que las madres
que recibieron tratamiento periodontales experimentaron una menor
incidencia, aunque no estadisticamente significativa, de prematuridad, en
comparacion con aquéllas que no habian recibido terapia periodontal (Mitchell-

Lewis D et al. 2001).

Un estudio que analizé muestras de suero de cordén umbilical encontré
que el 33% de los RN con bajo peso al nacer tuvieron una prevalencia
significativamente mayor de seropositividad para IgM contra bacterias
periodontal, F nucleatum, C rectus y P gingivalis vs un 17.9% de muestras
positivas en RN a término. Estos resultados sugieren que los fetos fueron
expuestos a infeccion o desafio inmunolégico por bacterias periodontales
provenientes de la madre. La IgM no atraviesa la placenta, por lo que la IgM

especifica contra patégenos periodontales fue de origen fetal y no materno

(McGaw T. 2002).

Entre el afio 2005 y el 2012, estudios epidemiolégicos, principalmente de
casos y controles con embarazadas de diferentes partes del mundo se han
publicado con resultados discrepantes sobre dicha asociacién. Lunardelli ,
Gomes- Filho y Bassani en embarazadas brasilefias (Lunardelli AN et al. 2005,
Gomes Filho LS. et al 2007, Bassani DG et al. 2007, ), Moreu y colaboradores en
mujeres espafiolas (Moreu G et al. 2005), Noack y colaboradores en poblacién
alemana (Noack B. et al 2005), Buduneli y colaboradores en mujeres turcas
(Buduneli N et al. 2005) y Daveport y colaboradores, en embarazadas residentes
en Londres (Daveport ES et al. 2002), no encontraron que la periodontitis fuera
mas severa entre las embarazadas con RAP. Por el contrario Vettore y
colaboradores (Vettore MV et al. 2008a, b) encontraron profundidades de
sondaje mayores en las puérperas con PP que en las del grupo control pero sin

diferencias significativas en los niveles de insercién o en el sangrado. En 2009
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Cruz y colaboradores (Cruz SS et al. 2009) examinaron a 548 mujeres en Brasil
demostrando una odds ratio significativa para esta asociaciéon. Saddki y
colaboradores (2008) concluyé que la periodontitis era un factor de riesgo
significativo para los PP junto con el nivel de educacion de la madre. Rakoto-
Alson y colaboradores (Rakoto-Alson S et al. 2010), Vogt y colaboradores (Vogt
M et al. 2010) y Al Habashneh y colaboradores (Al Habashneh R et al. 2013)
también encontraron una asociacion positiva. Es cierto que, el disefio de los
estudios como las medidas de la exposicion y andlisis de los resultados no
siguen el mismo criterio entre todos los autores, lo que podria ser una
explicacion a la discrepancia de resultados encontrados, por ejemplo, uno de los
factores que no tiene en cuenta el estudio de Daveport, es el cuidado bucodental
que las madres reciben durante el embarazo, aspecto éste de importancia para
el andlisis ya que las caracteristicas sociodemograficas de las poblaciones
estudiadas eran muy diferentes. No obstante, la mayoria de los mismos
concluyen sus resultados aconsejando la realizacién de nuevos estudio para

clarificar dicha asociacion.

En febrero de 2005, Khader y Ta'ani, publican el primer meta-anélisis
existente sobre el tema, basado en dos casos-controles y tres estudios
prospectivos, llevado a cabo por dos investigadores independientes que
siguieron el mismo protocolo estandarizado. Concluyen que la EP en las
embarazadas incrementa significativamente el riesgo de PP y/o BPN, por lo
que aconsejan promover una buena higiene oral en las visitas rutinarias
prenatales, mientras que no encuentran una evidencia convincente, por lo
menos en los estudios analizados, de que el tratamiento periodontal durante el
embarazo reduzca el riesgo de PP y aconsejan la realizacion de nuevos ensayos
clinicos, randomizados, controlados y ciegos (Khader YS & Ta’ani Q. 2005). En
febrero de 2007, aparece publicado el segundo meta-analisis en una revista de
ginecologia, donde los autores, Vergnes y Sixou, concluyen que aunque parece
probable la asociacién, para ser confirmada se necesitan ensayos clinicos con

mas pacientes, bien disefiados y multicéntricos (Vergnes JN & Sixou M. 2007).
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La Asociacion Pan-helénica de Investigacion Médica Continua en Atenas,
Grecia y de la Universidad de Milan, Italia, publican en American Journal of
Obstetrics & Gynecology de 2009, el tercer meta-andlisis de estudios
aleatorizados y controlados. Compararon el tratamiento periodontal (cepillado,
raspado y alisado radicular) con la ausencia de tratamiento o profilaxis en
mujeres embarazadas con  enfermedad periodontal. Los investigadores
concluyen que el tratamiento con cepillado y raspado durante el embarazo
reduce significativamente la tasa de PP y podria reducir la tasa de RN de bajo
peso al nacer, sugieren que el beneficio del tratamiento estd relacionado con la
disminucién de la concentracién de patégenos en la cavidad bucal y la
consiguiente reduccion del transporte de organismos al liquido amniético y las

membranas corionicas (American Journal of Obstetrics & Gynecology. 2009).

A finales de 2009 Bryan y colaboradores publican un estudio de
intervenciéon en el que tratan a 823 mujeres embarazadas con enfermedad
periodontal a las cuales se les toma una muestra de suero para determinar
Proteina C-reactiva, Prostaglandina E2, Metaloproteinasa 9, Fibrinégeno,
Endotoxina, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a. Este estudio concluye con que el
tratamiento periodontal antes de la semana 21 en mujeres embarazadas no
reduce los marcadores de inflamacion, anteriormente mencionados, a nivel
sistémico (suero). En mujeres embarazadas con periodontitis los niveles de
estos marcadores entre 13-17 y 29-32 semanas de gestaciéon no estdn asociados

con un mayor riesgo de PP y/o BPN (Bryan S. 2009).

En 2010, Guimaraes y colaboradores, en un estudio sobre 1207 mujeres
realiza un andlisis de regresion logistica para cada una de las dos definiciones
de enfermedad periodontal que considera. 1) 4 6 mas dientes con al menos una
localizacién que muestre > 4mm de profundidad de sondaje y una pérdida de
insercion clinica = 3 mm. 2) Al menos una localizacién que muestre > 4mm de
profundidad de sondaje y de pérdida de insercién clinica. Concluye que en

ambos casos la EP esta asociada con el PP (Guimaraes AN et al. 2010).
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Posteriores meta-andlisis (Kunnen A et al. 2010; Chambrone L et al.
2011a, b; Corbella S et al. 2011) no han aportado datos sustanciales a dicha

asociacion.

Desafortunadamente, a pesar de los esfuerzos de muchos y la
publicacion de tantos estudios, no hay consenso entre la existencia o relevancia
de tal asociacién. Esto ha sido atribuido principalmente, y como hemos dicho en
otras partes de esta memoria, a las variaciones étnicas y sociodemogréficas de
las poblaciones evaluadas, que introducen diferentes factores de confusion en el
analisis y a las variaciones en la definicién de la periodontitis en los estudios.
Por otro lado, y llegado a un consenso en este primer escaléon de la relaciéon, un
segundo escalén que cabria aclarar serian los mecanismos patogénicos de dicha
relacion, dada las diferentes vias propuestas, todas ellas plausibles desde el
punto de vista biolégico. Queda demostrado por tanto la controversia existente

con respecto a la asociacion entre periodontitis y PP y/o BPN.

1.4. IMPLICACIONES DE SALUD PUBLICA.

El indice de PP toma especial relevancia, entre los paises del sur de
Europa, como Espana, donde la edad para la maternidad se ha retrasado
significativamente hasta pasados los 35 afios (Zeitlin ] et al. 2013). En nuestro
pais la tasa de PP alcanza el 8% sobre el total de nacimientos, muy cerca del
maximo europeo, situado en torno a los diez puntos porcentuales. El indice de
nacimientos prematuros en embarazos multiples es del 40-60%, frente al 5-10%
para embarazos con tnico hijo, que son los incluidos en este trabajo. Los PP y/o
BPN estdn asociados con una alta morbi-mortalidad perinatal y ocasionan un
costo socioeconémico elevado. Los PP tienen un mayor riesgo de mortalidad y
morbilidad con alteraciones motoras y de desarrollo cognitivo en la infancia
que los RN a término. En los paises desarrollados, entre dos tercios y tres

cuartas partes de las muertes neonatales ocurren en el 6-11% de los RN vivos


http://elpanorama.hola.com/noticia/2012062935834/descienden-los-nacimientos-en-espana-y-aumenta-la-edad-media-de-maternidad/
http://elpanorama.hola.com/noticia/2012062935834/descienden-los-nacimientos-en-espana-y-aumenta-la-edad-media-de-maternidad/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeitlin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23700966
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antes de las 37 semanas de gestacion (EURO-PERISTAT project in collaboration
with SCPE, EUROCAT and EURONEOSTAT. 2008).

Los RN con menos de 32 semanas de gestacion se encuentran
particularmente en alto riesgo de presentar resultados adversos, con tasas de
mortalidad infantil del 10-15% y de paralisis cerebral del 5-10%, (Larroque B et
al. 2008).

El PP entre la 32 y 36 semanas de gestacion también se asocia con pobres
resultados en el nacimiento y durante la infancia con predisposicion y mayor
riesgo de desarrollo de enfermedades crénicas y con una mayor mortalidad

(Gouyon JB et al. 2010; Boyle EM et al. 2012).

Un estudio propiciado por la Unién Europea en 19 paises (tabla 1)
(Zeitlin ] et al. 2013) indica que se ha registrado un aumento de las tasas de PP
en las ultimas dos décadas. Este hecho ha sido confirmado también

recientemente por un estudio mundial de la OMS (Blencowe H et al. 2012).

De confirmarse tal asociacién y por las implicaciones sanitarias, sociales
y econémicas del PP y /o BPN, el Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos estima un porcentaje de riesgo de prematuridad atribuible a la EP de un
18% que supone un coste hospitalario anual de 5.500 millones de dolares
dedicados al cuidado de estos RN (Lunardelli AN et al. 2005). Se haria muy
necesaria la introduccién dentro de las prestaciones del Sistema Nacional de
Salud, del tratamiento periodontal en su fase I o desinflamatoria que incluirfa
instrucciones en higiene dental, limpieza dental con ultrasonidos y raspado y
alisado radicular por cuadrantes, procedimientos ante los que el odontélogo
general se encuentra suficientemente adiestrado con su formacion de pregrado.
En Espafa, segin el REAL DECRETO 63/1995, de 20 de enero, sobre
ordenacion de prestaciones sanitaria del Sistema Nacional de Salud, la atencién
primaria a la salud buco-dental comprende solo la exploracién y el detartraje

de la cavidad oral a mujeres embarazadas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeitlin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23700966
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Tabla 1. Porcentajes de PP en 19 paises europeos 1996-2008. (Tomado de Zeitling | et
al. 2013)

Table 1. Rates of preterm birth from 1996 to 2008 in 19 European countries

Country: region/ Al live births Singleton live births Multiple live births
AFES

n 1996 2000 3004 2008 n 1996 32000 2004 2008 n 1906 2000 2004 32008
(2008) % % % % (20080 % % % % {2008 % % % %

Aartria 7720 91 100 114 111 15066 1.9 84 9.4 a7 2654 582 675 T46 T78
Balgiwm: Flanders 69187 70 78 81 ] 66 672 52 6.0 6.3 6.2 2515 517 559 604 573
Czedh Republic 119 455 54 1.7 83 114 722 4.2 6.0 6.3 4733 423 527 G575
Estonia 16031 55 5% 5% 6.2 15 506 4.9 54 4.9 4.6 525 385 462 476 510
Finland 59486 5.8 6.1 5.6 5.5 57 767 45 4.7 4.4 43 1719 465 4%4 445 475
France® 14 696 5.4 6.2 6.3 BB 14 261 45 4.7 5.0 5.5 435 405 482 443 42
Gearmany: 3 Lander 215 634 28 92 90 208 383 1.0 7.2 7.0 7251 617 618 642
reland 75 246 54 55 59 72 589 4.5 4.4 4.3 2657 418 423 499
Lithuania 31 287 53 5.3 5.3 59 30510 45 4.6 4.5 4.7 77 413 426 427 494
Malta=* 4152 60 72 67 020 5.0 5.8 53 132 %5 51.7 500
the Nethedands 175 160 7.8 7.7 14 714 168 A29 6.2 6.0 5.7 5.7 6331 511 475 482 G506
Nowway 60 744 6.4 68 71 6.7 58 674 53 5.4 5.5 53 2070 434 439 492 483
Poland 414 480 68 6.3 6.8 66 404 452 61 5.5 58 5.5 10028 431 440 502 512
Partugal 103 597 T.0 59 68 90 100705 6.3 4.9 54 74 2892 459 496 549 635
Slovakia 53624 51 54 63 68 52227 44 45 52 56 1397 403 463 498 522
Sovenia 21 816 6.0 68 70 74 21050 48 5.1 5.2 54 766 541 574 554 623
Spain a7 oM 71 77 80 B2 400474 62 &3 64 63 16620 422 504 530 539
Sweden®* 108 B6S 6.1 64 63 54 10579 5.0 52 5.2 48 3066 441 434 452 433
LK Scotland 58 275 1.0 74 16 .7 56 423 58 6.1 6.3 6.1 1852 531 516 555 550

*Data from France come from a nationally representative sample of births, and the years are 1995, 1998, 2003, and 2010.
**2009, nstead of 2008 data,

@ 2013 The Authors. BAOG: An Intemabonsd Jownal of Obstetrics & Gynaecology publshed by John Wiley and 5o on behalfl of the
Roval College of Obstetricians and Gynascalogits

1.5. BIOMARCADORES CON EXPRESION EN PLACENTA

Estudios recientes se han centrado en el mecanismo de asociacion entre
la EP y los RAP. Hay una gran cantidad de evidencias que demuestran que las
bacterias periodontales frecuentemente entran en la circulaciéon (Katz | et al.
2009; Hasegawa-Nakamura K et al. 2011), y que un periodonto infectado puede
también actuar como reservorio de citoquinas proinflamatorias, como la
interleuquina IL-1p (Sert T et al. 2011; Offenbacher S et al. 1996b ), TNF-a) (Sert
T et al. 2011; Politano GT et al. 2011) y la IL-6 (Politano GT et al. 2011), que han
demostrado incrementarse con los RAP. Ademéds, el deterioro del equilibrio
entre citoquinas antiinflamatorias, como la IL-10, y las citoquinas
proinflamatorias, como la IL-1p, puede contribuir tanto a al proceso

fetoplacentario como a la EP. La PGE-2 es otro de los mediadores inflamatorios



INTRODUCCION

que se encuentra aumentado en la periodontitis y, que ademas, juega un papel
fundamental en el inicio del parto fisiologico, asi como en el PP, donde sus
niveles suelen estar incrementados (Offenbacher S et al. 1996b). La PGE-2 es un
eicosanoide vasoactivo producido por los macréfagos y los fibroblastos en el
fluido crevicular gingival de pacientes con periodontitis crénica, y es
considerado el principal mediador inflamatorio en la destrucciéon del hueso
alveolar. La ciclooxigenasa (COX)-2 es un enzima capaz de producir
prostaglandinas, como la PGE-2, a partir del acido araquidénico como
respuesta a estimulos inflamatorios. La expresion de COX-2 ha sido detectada
en tejido gingival de pacientes con EP, considerandose un marcador de
enfermedades inflamatorias crénicas, incluida la periodontitis crénica (Mesa F

et al. 2013, Schaefer AS et al. 2010; Ho YP et al. 2008; Loo WT et al 2011).

Durante el embarazo, los vasos sanguineos maternos uterinos se someten
a una remodelacién vascular drédstica para acomodar el aumento del flujo
sanguineo utero-placentario, que apoya el crecimiento y el desarrollo de la
placenta y el feto. El flujo sanguineo utero-placentario adecuado es esencial
para la perfusiéon placentaria normal y esencial para la salud del feto, la
supervivencia y el éxito de embarazo. Investigaciones recientes indican que al
igual que los vasos sanguineos del ttero, los cambios drasticos en el sistema de
vasos linfaticos uterinos también tienen lugar en el proceso de remodelado
vascular durante el embarazo. (Red-Horse K, 2006, 2008). Por ello es importante
el estudio de factores proangiogénicos como VEGFR y podoplanina/D2-40 las
variaciones en su expresion y su posible implicaciéon en resultados adversos del

embarazo.

Hay varios estudios en relacion con el mecanismo de asociacion entre la
EP y los RAP. Sin embargo, recientemente, la atencion se esta centrando en el
papel de procesos esenciales, como la angiogénesis y la vasculogénesis, tanto en
la progresion de la EP como en los RAP. La angiogénesis es un proceso esencial
en el desarrollo de la placenta y es considerada un componente integral en la

patogénesis de varios trastornos, como la artritis reumatoide, la retinopatia
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diabética, la psoriasis y los tumores. La angiogénesis esta regulada tanto por
citoquinas, como por la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PIGF), factores angiogénicos
importantes y componentes esenciales del desarrollo de la placenta. Los
miembros de la familia de VEGF regulan la angiogénesis, el flujo sanguineo, la
degradacion de la matriz extracelular y la permeabilidad vascular. VEGF y
PIGF median este proceso a través de la estimulacion de los receptores celulares
endoteliales, como el VEGFR1 y el VEGFR2, existentes en la superficie celular
en formas solubles. En estudios recientes llama la atencién el rol de los
miembros de la familia VEGF y sus receptores, VEGFR1 y VEGEF2, en la
patogénesis de los RAP. También ha sido recogido que VEGF puede estar
asociado con la etiologia de la EP, ya que VEGF aumenta la permeabilidad

vascular y la angiogénesis (Sert T et al. 2011; Horton AL & Bogges KA. 2012).

Por otro lado, desde que la reaccién autoinmune en la periodontitis fue
sugerida, se comenz6 a estudiar una familia de proteinas por su papel en la
respuesta inmune, las proteinas de choque térmico (HSPs) o chaperonas. Estas
proteinas presentan un alto grado de conservacién tanto en células eucariotas
como procariotas y aumentan rapidamente su concentraciéon cuando las células
son expuestas a estrés ambiental, como elevadas temperaturas. HSP tienen un
papel protector estructural y funcional ante las exposiciones medioambientales
adversas (Ziegert M et al. 1999) y participan en procesos fisioldgicos vitales en
la célula (plegamiento, ensamblaje y traslocacién de polipéptidos a través de la
membrana) y juega un papel en la reparacién de proteinas después del dafo

celular. Las HSP son expresadas en placenta (Ziegert M et al. 1999).

Las HSPs son agrupadas en familias en funcién de su masa molecular
(HSP90, HSP60, HSP70...), y son muy similares en bacterias y humanos. Las
bacterias periodontopatégenas pueden contribuir a la patogénesis de la EP a
través de diferentes mecanismos, como la producciéon de endotoxinas,
leucotoxinas, protesas...pero también muchos de estos microorganismos

pueden producir HSPs, reconocidas por el sistema inmune del huesped. Dada
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la similitud de las HSP humanas y bacterianas, se produce una reaccién
cruzada por parte de las células T, que reconocen tanto a unas como a otras,
pudiendo ser uno de los factores responsables de la inducciéon de la
autoinmunidad, con la consiguiente destruccién del periodonto (Mizuno N et
al. 2011; Saba JA et al. 2007) Este estado proinflamatorio instaurado en la madre

podria afectar al resultado del parto.

Por dltimo la determinacién de podoplanina ha sido objeto de este
trabajo. Podoplanina/D2-40 es un anticuerpo monoclonal desarrollado
recientemente y generado contra un antigeno M2A (Marks A et al. 1999). Una
sialoglicoproteina de superficie de 40 kDa asociada con neoplasia de células
germinales y gonocitos testiculares fetales. En patologia tumoral, D2-40 se ha
utilizado para detectar invasiéon linfatica en los tejidos tumorales.
Podoplanina/D2-40 reconoce especificamente la podoplanina humana, y se ha
demostrado como un marcador selectivo del endotelio linfatico; sin embargo, la
placenta carece de vasos linfaticos y muestra su expresion en células estromales
vellositarias (Wang Y et al 2011). La inmunorreactividad de D2-40/podoplanina
estd presente en placentas del primer, segundo y tercer trimestre (Wang Y et al.
2011). No hay un patrén anico de expresién de D2-40 en el estroma de las
vellosidades en la placenta humana. La podoplanina/D2-40 se expresa en la
placenta humana durante todo el embarazo y su expresiéon se reduce
significativamente en placentas de embarazos con PE. Esto sugiere que el
desarrollo podoplanina/ D2-40 se expresa en la placenta humana normal, y que
las alteraciones en la expresion de D2-40 durante la PE puede ser la base de

desequilibrios intersticiales visto en este trastorno del embarazo (Wang Y et al.

2011).
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2. HIPOTESIS Y PLANTEAMIENTO DEL
ESTUDIO

La periodontitis se consideraba en el pasado reciente como uno de los
procesos inflamatorios crénicos de etiologia infecciosa restringido a la cavidad
oral. Sin embargo, En las ultimas décadas revisiones sistematicas han
modificado este paradigma e indican que esta enfermedad oral puede tener

importantes efectos sobre patologias sistémicas de diferente naturaleza.

El creciente interés en encontrar posibles asociaciones entre la EP y
diferentes enfermedades sistémicas cronicas (Linden GJ et al. 2013), ha
propiciado el desarrollo de estudios prospectivos de cohortes, que muestran
que la EP esté asociada con un mayor riesgo de muerte prematura por cualquier
causa, sugiriendo la hipdtesis de que la periodontitis puede ser un factor de
riesgo independiente para otras enfermedades (DeStefano F et al. 1993; Garcia
RI et al. 1998; Linden GJ et al. 2012). Un gran cuerpo de trabajo de
investigacion sostiene que la periodontitis se constituye como factor de riesgo
independiente para el desarrollo de aterosclerosis incluyendo el infarto
cerebral (Wu TJ et al. 2000), la enfermedad coronaria cardiaca (Bahekar AA et
al. 2007; Humphrey LL et al. 2008; Friedewald VE et al. 2009; Kebschull M et al.
2010; Buhlin K et al. 2011); la diabetes (Demmer RT et al. 2008; Allen EM et al.
2011; Ide R et al. 2011; Preshaw PM et al. 2012) y con los RAP (Chambrone L et
al. 2011a, b; Matevosyan NR. 2011; Ide M y Papapanou PN. 2013).

En una reunién de trabajo celebrada en noviembre de 2012 en Segovia,
en la que participaron 90 destacados miembros de la Federacion Europea y la
Asociacion Americana de Periodoncia, analizaron las repercusiones sistémicas
mas evidentes de la periodontitis segtin la documentacién cientifica disponible

hasta la fecha. Una de estas repercusiones es la relacion de la periodontitis con
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los PP y/o BPN. En el mundo, 15 millones de recién nacidos pretérmino nacen
cada afo, y el PP constituye hoy dia la segunda causa de mortalidad maés
comdn en nifios por debajo de los cinco afios, después de la neumonia. En
EEUU y a pesar de los esfuerzos de la sanidad publica, el porcentaje de PP se ha
incrementado del 9% al 12% en las altimas tres décadas que sumado al coste
econémico, social y sanitario como consecuencia de la alta morbilidad y de la
persitencia de secuelas en estos nifios, hace que nos enfrentemos a un

verdadero problema de salud publica.

Se han propuesto varias hipétesis que explicaria los posibles mecanismos
patogénicos que sustentarian la relacion periodontitis-PP y/o BPN, donde las
bacterias y/o sus productos vehiculizados a través de la sangre o por via
ascendente vaginal desencadenarian una respuesta inmune mediada por
citoquinas a nivel de la interfase fetoplacentaria. Hay evidencias
epidemioldgicas, para apoyar de forma plausible la relacién periodontitis-PP
y/o BPN, pero todavia esta evidencia se explica bajo propuestas e hipétesis, sin
que ninguna haya llegado a ser completamente demostrada. Sin embargo, un
consenso claro sobre este tema por parte de la reuniéon de expertos antes
comentada, es que el tratamiento periodontal no quirtargico, el raspado y
alisado radicular, no mejora los resultados adversos del parto en mujeres con

periodontitis.

El debate planteado sobre las posibles relaciones entre la periodontitis
materna durante el embarazo y los resultados adversos del mismo sigue
vigente, por este motivo, nos hemos planteado seguir profundizando en el
conocimiento y la magnitud de esta asociacién, para intentar identificar posibles
factores sistémicos o locales que puedan intervenir. Con tal finalidad se han

propuesto los siguientes objetivos.



OBJETIVOS






3.OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Valorar la influencia que ejercen variables sociosanitarias y ginecoldgicas
de una muestra de la poblacién general de embarazadas de nuestra drea sobre
la presentacién de partos prematuros y/o recién nacidos de bajo peso. Y de
forma especial, analizar dentro de las implicaciones sistémicas de la
periodontitis, la relacion de la patologia periodontal en embarazadas con los

resultados adversos del parto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

3.21. Establecer la frecuencia de enfermedad periodontal (gingivitis y
periodontitis) en la poblacién de embarazadas con parto a término y pretérmino
asi como con recién nacido con peso normal y bajo peso y comprobar si se
corresponde con la incidencia de la poblacién general para el intervalo etareo

analizado.

3.2.2. Determinar si la periodontitis constituye un factor de riesgo para
desencadenar un parto prematuro o la presentacion de un recién nacido de bajo
peso.
3.2.2.1 Determinar la relacion dosis/respuesta (gradiente biolégico) entre
gravedad de periodontitis y partos prematuros y/o recién nacidos de

bajo peso.
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3.2.3. Cuantificar los niveles de expresion sérica de diferentes citoquinas con
actividad proinflamatoria y antiinflmatorias en las gestantes y establecer la
posible existencia de asociacién con la presentaciéon de parto prematuro y/o

recién nacidos de bajo peso.

3.2.4. Realizar el estudio morfolégico de las placentas para identificar posibles
lesiones histopatologicas y establecer el inmunofenotipo mediante Ia
determinacién inmunohistoquimica de subpoblaciones leucocitarias presente en

las vellosidades coriales del tercer trimestre.

3.2.5. Comprobar si los niveles de expresion inmunohistoquimica de diferentes
biomarcadores de sefializacion en la placenta relacionados con inflamacién, la
generacion de vasos y el estrés oxidativo, sufren modificacién en funcién del
estatus de salud periodontal y si guardan relacién con resultados adversos del

parto.

3.2.6. Llevar a cabo un estudio microbiolégico de la cavidad oral de las
embarazadas con periodontitis de los grupos Control y Casos, identificando y
cuantificando las bacterias periodontopatogenas (A.actinomycetemcomitans,
P.gingivalis, P.intermedia, P.forsythia, P.micra, C.rectus, F.nucleatum) presentes en
el biofilm subgingival para comprobar si la posible existencia de un

determinado biofilm se asocia con resultados adversos del parto.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO Y SUJETOS DE ESTUDIO.

Se realiz6 un estudio observacional de casos y controles en embarazadas
ingresadas en el Hospital Materno Infantil Universitario Virgen de las Nieves
de Granada durante el periodo comprendido entre Julio de 2010 y Marzo de
2011. El estudio incluyé 244 puérperas. Los criterios de inclusién para
considerarlo del grupo Casos fueron embarazadas mayores de 18 afios con PP
(2259 dias de gestacion) y/o BPN (<2500 g). Los casos se incluyeron por
reclutamiento consecutivo entre los meses julio 2010 - Diciembre 2010. El grupo
control estuvo constituido por embarazadas mayores de 18 afios con gestacién a
término (>259 dias de gestacion) y normopeso del RN (> 2500 g). Las pacientes
para el grupo control se incluyeron consecutivamente durante los meses de
Enero de 2011 a Marzo de 2011. Los criterios de exclusién fueron embarazadas
menores de 18 afios, pacientes con enfermedades sistémicas no relacionadas
con el embarazo, embarazos mdltiples y/o la interrupciéon selectiva del

embarazo por causas médicas.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Virgen de
las Nieves. Por mediacion del Jefe de Servicio de Ginecologia obtuvimos el

permiso para examinar a las puérperas durante su estancia hospitalaria.

4.2. DESCRIPCION DE VARIABLES.
4.2.1. Variable respuesta.

Se considera como variable respuesta la existencia o no de un resultado

adverso del parto, entendiendo como tal, la presentaciéon de un PP y/o BPN. En
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general, la determinacion de la edad gestacional y el peso del RN se obtuvo de
la historia clinica neonatal y obstétrica donde quedan recogidas la fecha de la

tltima menstruacion y las diferentes pruebas ecograficas confirmatorias.

4.2.2. Variables explicativas.
4.2.2.1. Variables socio-demograficas.

e Edad materna (en afios).

e Raza: Blanca, gitana, negra, otras.

e Estado civil durante el momento del parto: Casada, soltera, separada,
viuda.

e Nivel socio-econémico. Para su medicion se siguié la Clasificaciéon de
Goldthorpe (modificada, Regidor E, 1995):
1. Clases I y II. Todos los profesionales y directivos (incluyendo grandes
propietarios), técnicos de alto nivel y supervisores de trabajadores no

manuales.

2. Clase III. Empleados no manuales de rutina de la administracion y del

comercio, personal de ventas y otros trabajadores de servicios.

3. Clase IV ab. Pequefios propietarios, artesanos auténomos y otros
trabajadores por cuenta propia con o sin empleados (que no pertenezcan

al sector primario).

4. Clase IV c. Campesinos y pequefios propietarios y otros trabajadores

auténomos del sector primario.

5. Clases V y VI. Técnicos de grado medio, supervisores de trabajadores

manuales y trabajadores manuales cualificados.

6. Clase VII a. Trabajadores manuales semicualificados y no cualificados

(que no pertenecen al sector primario).

7. Clase VII b. Campesinos y otros trabajadores del sector primario.
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4.2.2.2. Variables de riesgo obstétrico tradicionales para PP.
¢ Infecciones locales o sistémicas sufridas durante el embarazo.
e Rotura prematura de membranas.
4.2.2.3. Variables de riesgo obstétrico tradicionales para BPN.
e Peso de la madre antes de quedarse embarazada (en kilogramos) (Tabla

2).

Tabla 2. Clasificacion de la obesidad seguin el indice de masa corporal, IMC (OMS).

Tipificacién IMC (kg/m?)
Normopeso 18,5 -24,9
Sobrepeso (Obesidad grado I) 25-29,9
Obesidad grado II 30 - 349
Obesidad grado III 35-39,9
Obesidad grado IV > 40

e Tension arterial de la madre.

e Numero de embarazos anteriores y resultado de los mismos.

e Parto prematuro anterior: SI/NO. En caso afirmativo, namero.

e Infecciones wurinarias sufridas durante el embarazo (bacteriurias
asintomaticas): SI/NO.

e Hijo BPN anterior: SI/NO. En caso afirmativo, namero.

e Consumo de café durante el embarazo, estratificado en las siguientes
categorias: 1) No; 2) una taza a la semana; 3) una taza diaria. El efecto de
la cafeina durante el embarazo presenta una gran controversia entre los
investigadores (se aconseja leer la pagina web del departamento de
nutricibon de la  Andrews  University @ sobre el tema)

(http:/ /www.andrews.edu/NUFS/cafeina.html). Nosotros planteamos

por primera vez en este tipo de estudios, el analisis de la asociaciéon de
esta variable con los citados efectos.
e Consumo de tabaco durante el embarazo (ntmero de cigarrillos/dia). Se

divide en 4 categorias: 1) Nunca ha fumado; 2) exfumadora; 3) durante el


http://www.andrews.edu/NUFS/cafeina.html
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embarazo fuma < 10 cigarrillos/dia. 4) durante el embarazo fuma >10
cigarrillos/dia.
e Consumo de alcohol durante el embarazo dividido en los siguiente

subgrupos: 1) No; 2) <5 gr/dia; 3) > 5 gr/dia.

4.2.2.4. Variables periodontales.

e Indice de sangrado gingival. El sangrado del surco es el primer signo de
inflamacién gingival y precede tanto al enrojecimiento como a la
hinchazén de la encia, para su determinacion hemos utilizado el examen
propuesto por Ainamo y Bay (Ainamo ] & Bay L. 1975) .Se expresa en
porcentaje (nimero de lugares que sangran al sondaje x 100/total de
lugares estudiados en la boca de cada sujeto). El indice de sangrado debe
ser 0 para que sea compatible con salud gingival.

e Indice periodontal. La valoracién del estado periodontal se realizo
determinando la pérdida de insercién epitelial (PIE) (distancia desde el
limite amelocementario del diente hasta el fondo del surco gingival) en
todos los dientes presentes en boca exceptuando los terceros molares.
Para ello, se midieron cuatro localizaciones por diente (mesial, distal,
vestibular y palatino/lingual) con la sonda periodontal PCPUNC 15®
(sonda periodontal de la University of North Caroline N°15; Hu-Friedy,
Chicago, IL, USA). La presencia de 4 6 mas dientes que muestren uno o
mas de ellos una profundidad de sondaje de 4 mm o mas y una pérdida
de insercion mayor o igual a 3 mm, fue diagnosticado como
periodontitis, basdndonos en la definicion previamente descrita por
Lopez y colaboradores (Lopez NJ et al. 2002b) Los pacientes con
sangrado gingival que no cumplian con los criterios de periodontitis se

diagnosticaron como gingivitis.
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4.2.2.5. Variables bioquimicas.

Se tom6 una muestra de sangre periférica (dos tubos de suero -
bioquimica- y dos tubos de plasma -hemograma-) en el momento del parto a
una muestra aleatoria de 117 pacientes, del total de 244, de las cuales 53 fueron
clasificadas en el grupo de Casos y 64 clasificadas en el grupo Control. Las
muestras de sangre, en tubos tratados con 4cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) fueron transportadas a temperatura ambiente al Laboratorio de
hematologia e inmunologia del hospital Virgen de las Nieves de Granada
donde se conservaron congeladas a wuna temperatura de -80°C. La
determinacion y cuantificacion de interleuquinas (IL1(3, IL6, IL8, IL-10, IL-17,
IL-23, TNF-a) se realiz6 de manera simultdnea mediante técnica de ELISA con
los kits Human Inmunoassay Quantikine (R&D, Inc, Minneapolis, USA),
siguiendo las instrucciones del proveedor, en el Instituto de Parasitologia y

Biomedicina “Lépez Neyra” de Granada.
4.2.2.5.1 Procedimiento de ensayo

Las muestras permanecieron congeladas a -80°C en arcén congelador
hasta la determinacién simultdnea de todas las muestras. Al iniciar el
ensayo se llevaron todos los reactivos y las muestras a temperatura
ambiente. Las muestras, estandares y controles, se analizaron por

duplicado.
1. Se prepararon todos los reactivos como a continuacion se detalla:

e Reconstitucién del tampén de lavado - Diluir 20 mL de tampén de
lavado concentrado en agua desionizada hasta completar 500 mL de
tampon de lavado. Si se forman cristales en el concentrado, se
calienta a temperatura ambiente y se mezcla suavemente hasta que
los cristales se disuelvan completamente.

e Reconstitucién de la solucion sustrato - Mezclar los reactivos de color

A y B en volumenes iguales (v/v) inmediatamente antes de usar
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(< 15 minutos antes de uso). Proteger de la luz. Se requiere 200
nL/pocillo de la mezcla resultante por muestra.

e Estindar IL - Mezclar el estindar de IL con 5 mL de diluyente de
calibrador RD6F (para las muestras de suero/plasma). Esta mezcla
produce una solucién madre de 300 pg/mL. Dejar que el estandar
repose durante un minimo de 15 minutos con agitaciéon suave antes
de hacer diluciones. Pipetear 667 uL de diluyente calibrador en el
tubo de 100 pg/mL y 500 pL de calibrador en cada tubo sucesivo.
Utilizar la solucién madre para producir diluciones seriadas (figura
10). Mezclar cada tubo a fondo antes de la siguiente transferencia. El
diluyente calibrador adecuado sirve como el estandar cero (0

pg/mL). (Figura 10).

500uL  500uL  500uL 500 L 500 pL

100 12.5 6.25 3.12
pg/mL pag/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 10. Esquema de diluciones seriadas. Tomada de kits Human

Inmunoassay Quantikine, R&D Systems Inc, Minneapolis, USA.

2. Se retir6 el exceso de tiras de micropocillos del marco de la placa, se
devolvié a la bolsa de aluminio que contiene el paquete de desecante y se

volvio a sellar.

3. Se afiadi6 100 pL de diluyente de ensayo RD1W a cada pocillo.
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4. Se afiadi6 100 pL del estadar por pocillo. Se cubrié con cinta adhesiva.
Se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente. La placa se us6 para

grabar estandares y las muestras ensayadas.

5. Se aspir6 cada pocillo y se lavo, repitiendo el proceso tres veces hasta
un total de cuatro lavados. Se lavé llenando cada pocillo con tampoén de
lavado (400 pL) utilizando una pipeta multicanal o colector dispensador
(autolavador de placas de ELISA, Vircell, Granada, Spain). La
eliminacién total de liquido en cada paso es esencial para un buen
rendimiento. Después del ultimo lavado, se eliminé cualquier resto de
tampon de lavado por decantacion y aspiracion. Se invirtié la placa y se

limpid con toallas de papel limpias.

6. Se anadi6 200 pL de la interleuquina analizada a cada pocillo
cubriendo con una nueva tira adhesiva y se incub6é durante 2 horas a

temperatura ambiente.
7. Se repiti6 la aspiraciéon/lavado como en el paso 5.

8. Se afiadi6é 200 puL de solucién de sustrato en cada pocillo incubando

durante 20 minutos a temperatura ambiente protegida de la luz.

9. Se afiadi6 50 pL de soluciéon de parada a cada pocillo. El color en los
pocillos debe cambiar de azul a amarillo. Si el color en los pocillos es de
color verde o el cambio de color no aparece uniforme, golpear

suavemente la placa para mezclar bien.

10. Se determind la densidad optica de cada pocillo en 30 minutos,
utilizando un lector de microplacas a 450 nm (Vircell, Granada, Spain). Si
la longitud de onda no es correcta, restar a las lecturas 540 nm 6 570 nm.

Esta resta corrige las imperfecciones 6pticas en la placa.

Los datos numéricos de las determinaciones de ELISA para citoquinas

fueron incorporados a un archivo Excel (Microsoft Office).
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Tabla 3. Relacion de kits Human Inmunoassay Quantikine empleados.

Interleukina Kit Referencia Casa comercial
Human IL-1p  Quantikine DLB50 R&D*

Human IL-6 Quantikine D6050 R&D

Human IL-8 Quantikine D8000C R&D

Human IL-10  Quantikine D1000B R&D

Human IL-17  Quantikine D1700 R&D

Human IL-23  Quantikine D2300B R&D

Human TNF-a Quantikine DTA00C R&D

*R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA.

4.2.2.6. Variables histopatologicas.

Se tom6 una muestra de parte de un cotiledon placentario de 2x2 cm de
tamano aproximado en 133 pacientes de las 244 incluidas en el estudio. Se
fijaron en formalina tamponada al 10% durante 48 horas. Pasado este tiempo se
incluyeron en parafina, se seleccion6 una muestra de cada bloque de parafina
mediante un punzén desechable de 4 mm (Kai Europe GmbH, Soligen,
Germany) y se confeccionaron matrices de tejido (tissue arrays) (figura 11). Las
muestras se desparafinaron e hidrataron y se obtuvieron secciones de 4 p que se

tifieron con técnica convencional de hematoxilina-eosina.
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Figura 11. A) Portaobjeto con matriz de tejido teriido con técnica de hematoxilina-
eosina. B) Ejemplo de una de las secciones de placenta sefialada con circulo azul en el
portaobjetos (magnificacion original x2). C) Vellosidades coriales placentarias teriidas

con H&E (magnificacion original x4).

El estudio histopatolégico e inmunohistoquimico se realizé en el

Departamento de Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina de Granada.

4.2.2.6.1. Procedimiento de inmunohistoquimica para muestras incluidas en

parafina

e Montar sobre micrétomo de rotaciéon el bloque de parafina
enfriado a 4°C.

e Obtener secciones de tejido en parafina de 3um de espesor.

e Recoger en bafio de flotaciéon sobre portaobjetos tratados con
silene  (Thermo  Fisher  Scientific)  especiales  para
inmunohistoquimica.

e Secar en estufa a 37° C durante 16 horas.
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e Introducirlas en estufa a 60° C hasta el momento de comenzar la
técnica (1-3 horas a 60 °C).

e Montar sobre los rack especificos.

4.2.2.6.2. Protocolo de pretratamiento en modulo PT para desenmascaramiento

antigénico en muestras parafinadas

Este procedimiento incluye la desparafinacién, hidrataciéon y
desenmascaramiento antigénico por calor en un tnico paso de las

secciones de tejido incluido en parafina.

e Rellenar el tanque con 1500 mL de solucion de
desparafinacién/desenmascaramiento antigénico tampoén EDTA
pH: 8.0 1x (Master Diagnostica, Granada, Espafia).

e Programar en el dial del médulo PT la temperatura y tiempo de
contacto, siempre evitando la ebullicion.

e Precalentar el Tampoén a 65° C.

e Introducir las preparaciones en el tanque del Médulo PT en los
rack especificos colocando hacia abajo los portaobjetos.

e Comenzar el ciclo del Médulo PT: 20 minutos a 95° C.

e Extraer las preparaciones del Tampoén cuando éste se ha enfriado
hasta 65° C.

e Impedir que se sequen cubriendo las preparaciones con tampéon
de lavado.

e Continuar con la técnica de inmunotincién en inmunotefidor
automatico (Autostainer 480) (Thermo Fisher Scientific).

e Programar el inmunotefiidor. seleccionando niimero de portas,
protocolo a seguir y anticuerpos a realizar sobre la plantilla que

ofrece el programa de ordenador.
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4.2.2.6.3. Procedimiento inmunohistoquimico basado en polimeros conjugados

con peroxidasa

Una vez colocados los portaobjetos de manera horizontal en el
orden adecuado, seleccionados los anticuerpos prediluidos, los
componentes del kit de visualizaciéon y revelado listos para uso se

procede al inicio de la técnica inmunohistoquimica automatizada.

Reactivos necesarios:

e Tampoén de lavado: Tampon TBS con Tween 20.
e Agua destilada.
e Bloqueante de la peroxidasa endégena “listo para uso”
e Anticuerpos prediluidos “listos para uso” (tabla 4).
e Polimero conjugado con peroxidasa que detecta tanto anticuerpos
primarios obtenidos en ratén como en conejo.
e Diaminobenzidina (DAB) “lista para uso”.
e Potenciador de la DAB.
Todos los reactivos fueron adquiridos a Master Diagnéstica (Granada,

Espafia).

Procedimiento:

Todo el proceso se desarrolla a temperatura ambiente.

e Bloqueo de peroxidasa endégena con solucién de perdxido de
hidrégeno durante 10 minutos.

e Lavado con TBS Tween 20 (un lavado de 1 minuto).

e FEliminacion del reactivo por soplado automéatico sobre el
portaobjetos.

¢ Incubacién del anticuerpo primario (ver tabla 4).

Las secciones de micromatrices tisulares se incubaron durante 30

minutos a temperatura ambiente con anticuerpos monoclonales

prediluidos anti-CD45 (antigeno leucocitario comtn) Clones: 2B11 y
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PD7/26; anti-CD4 (células T cooperadoras) Clon: 4B12; anti-CD3 (células
T) Clon: E272; anti-CD8 (células T citotoxicas): clon:SP16; anti-CD10
(células B y trofoblasticas) clon: 56C6; anti-CD20 (células B) Clon: L26,
anti-CD68 (macrofagos) Clone KP-1, anti-CD56 (células natural killer,

NK) clon:56C04/123A8 y frente al enzima inducible ciclooxigenasa-2
(COX-2) Clon: SP21. Anti- IL-18 (policlonal); VEGFR1 (policlonal);

HSP70 (policlonal) y Podoplanina (clon :D2-40). Todos los anticuerpos se

adquirieron a Master Diagnostica (Granada, Espafia).

Lavado con TBS Tween 20.

Eliminaciéon del reactivo por soplado automaético sobre el
portaobjetos.

Incubacién con Polimero (anti-mouse+anti-rabbit) conjugado con
Peroxidasa, durante 30 minutos.

Lavado con TBS Tween 20.

Eliminacién del reactivo por soplado automético sobre el
portaobjetos.

Revelado de las muestras con solucion DAB durante 5 minutos.
Un lavado con agua destilada de 1 minuto.

Intensificacion de la DAB durante 2 minutos con potenciador listo
para uso.

Lavado con agua destilada.

Se extraen los portaobjetos y colocados en un rack se sumergen para

su contraste en:

e Hematoxilina progresiva de Mayer durante 1-2 minutos.

e Eliminar el exceso de colorante mediante lavado en agua

destilada.

e Lavar con agua del grifo durante 5 minutos para azulear la

hematoxilina.
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e Deshidratacion con alcoholes de graduacién creciente (30°, 70°,

80° 2 bafios de alcohol absoluto), y aclarado con 3 bafios de

xileno) de 3 minutos cada uno.

e Montaje de las preparaciones de forma rutinaria con EUKITT (O.

Kindler GmbH, Freiburg, Alemania).

Tabla 4. Anticuerpos frente a marcadores de diferenciacion leucocitaria (CD) vy

biomarcadores analizados en las muestras histopatologicas de placenta.

Anticuerpo Clon Origen Concentracion Casa comercial
CD45 2B11,PD7/26 ~ Monoclonal de ratén Prediluido Master Diagnostica
CD4 4B12 Monoclonal de ratén  Prediluido Master Diagnostica
CDs8 SP16 Monoclonal de raton  Prediluido Master Diagnostica
CD10 56C6 Monoclonal de ratén  Prediluido Master Diagnostica
CD20 L26 Monoclonal de ratén  Prediluido Master Diagnostica
CD56 56C04/123A8 Monoclonal de ratén Prediluido Master Diagnostica
CD3 E273 Monoclonal de ratén Prediluido Master Diagnostica
COX-2 SP-21 Monoclonal de Prediluido Master Diagnostica
conejo
HSP70 policlonal Monoclonal de Prediluido Master Diagnéstica
conejo
VEGFR1 policlonal Monoclonal de Prediluido Master Diagnostica
conejo
Podoplanina D2-40 Monoclonal de ratén Prediluido Master Diagnostica
IL-1P policlonal Monoclonal de ratén Prediluido Master Diagnostica
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4.2.2.6.4. Cuantificacion de los resultados inmunohistoquimicos

e Se utiliz6 para contar el nimero de células positivas por mm? para
los diferentes CDs un ocular con escala milimetrada aplicada a un
microscopio BH2 (Olympus Optical Company, Ltd., Tokyo,
Japo6n) con el objetivo de 40x.

e La determinacién de biomarcadores en placenta se llevé a cabo
sobre 130 muestras ya que de las 133 muestras, se descartaron 3,
una de ellas por presentar artefactos por deshidratacién, y las
otras dos, por tratarse de decidua sin contener vellosidades

coriales en la biopsia punch.

4.2.2.6.5. Andlisis digital de imagen

Para la cuantificaciéon de la inmunotinciéon de biomarcadores se
emple6 el andlisis digital de imagen. La evaluacion de las técnicas
inmunohistoquimicas se realiz6 empleando el programa Image]®
version 1.46i (Java image, NIH http://rsb.info.nih.gov/ij/), Maryland,
USA).

Método de adquisicion y procesamiento de las imagenes

Cinco imdgenes histolégicas por biopsia fueron capturadas con
una cdmara color 3CCD DP70 (Olympus Optical Company, Ltd.)
acoplada a un microscopio BX51 conectado a un ordenador con sistema
operativo WindowsXP mediante el programa informatico DPController
(Olympus Optical Company, Ltd.) manteniendo constante los siguientes
parametros de captura: intensidad de luz, filtro 6ptico LBD, apertura del
diafragma (completa) y el condensador (3.3). La magnificacién original

de las iméagenes fue obtenida con el objetivo 40X.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Tras la captura, las imagenes digitales en color fueron procesadas
con el programa informatico Adobe Photoshop Elements 1.0.1 para
Windows (Adobe Systems Incorporated, San José, CA, USA), donde se
transformaron en niveles de gris aplicando operadores globales. En el
caso de las imagenes correspondientes al anticuerpo anti-COX-2, también
fueron mejoradas con la aplicacion del operador global “contraste

automatico”.

Procesamiento v anélisis de las imdgenes

Las imdgenes obtenidas fueron tratadas con el programa Image]
1.46i disefando una macro que incluia umbralizaciéon automatica
(threshold) de las imégenes, posterior transformacién binaria, aplicaciéon
de una pseudomadscara (lookup table), seleccion automaética de las areas
de interés mediante la herramienta “barita magica” y selecciéon de la
escala (169.6 pixeles cuadrados en nuestro dispositivo equivalen a 100
pum) (rutinas de la macro: Process: Binary: Make Binary; Image: Lookup
Tables: Blue: Edit: Invert; Analyze: Set Scale: measurement). La
cuantificacion se establecié en drea inmunotefiida (mm?) y niveles de gris
(nivel de expresiéon) correspondientes a cada uno de los cuatro
anticuerpos valorados (anti-COX-2, anti-HSP70, anti-IL-1p y anti-
VEGEFR1).

En la figura 12 (A-H) se detalla de manera grafica el

procesamiento de las imagenes mediante andlisis digital.
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C) Aplicacion del operador global de incremento del contraste por

expansion del histograma de los niveles de gris (imagen Normalizada).
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D) Segmentacion automatica mediante la funcion “Threshold”.
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Figura 12. Procesamiento y andlisis de las imdgenes de las muestras de

vellosidades coriales placentarias.
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4.2.2.7. Variables microbioldgicas.

Se tomaron muestras orales en puérperas que presentaban periodontitis,
18 del grupo de Casos y 11 del grupo Control. Para ello se introdujeron varias
puntas de papel del ntmero 30 dentro del surco gingival durante 10-25
segundos en 4 localizaciones diferentes segtin el procedimiento descrito por

Mombelli y colaboradores (Mombelli A. et al. 1991a, b).

Las muestras se almacenaron en tubos con medio de transporte pre-
reducida (RTF) sin EDTA (Salama A et al. 1972). Las muestras tomadas se
enviaron antes de transcurrir 24 horas desde el muestreo al laboratorio de
microbiologia de Dentaid en Barcelona (Espafia) para la determinaciéon de
bacterias. Se hicieron diez extensiones con diluciones seriadas de las muestras
en solucién salina tamponada con fosfato sobre Agar Sangre Oxoid N° 2 (Oxoid
Ltd, Basingstoke, Reino Unido) en placas suplementadas con sangre de caballo
al 5%, hemina (5 mg/L) y mediadone (Img/L). Las placas se incubaron a 37°C
durante 7 dias en condiciones anaerdbicas. Para el aislamiento de A.
Actinomycetemcomitans, las muestras se sembraron en Dentaid-1 medio
especifico 25 y se incubaron en una atmoésfera con CO; al 5% durante 5 dias. Se
realizaron los recuentos totales de la microbiota oral que aparecieron en las
placas incubadas anaerdbicamente. Estos recuentos se presentan en unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Ademds, se realizaron
recuentos especificos de especies comensales como Streptococcus oralis y
Actinomyces naeslundii, de los patdgenos oportunistas Capnocytophaga sp, E.
corrodens, P. intermedia, Parvimona micra, C. rectus, y F. nucleatum; y de
periodontopatégenos P. gingivalis, T. forsythia, y A. actinomycetencomitans. Las
colonias fueron previamente identificadas por su morfologia, la produccién de
pigmento y la positividad o negatividad para la tincion de Gram. En algunos
casos fue necesario utilizar los sistemas de identificacion API (bioMérieux,

Francia).
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4.3. RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

A cada puérpera se le facilité un formulario impreso de consentimiento
informado para la participacion en el estudio. Una vez aceptadas las
condiciones y firmado el formulario por parte de la paciente se paso6 a la fase de

recogida de datos (anexos 1y 2).

Para la recogida de la informacion se disefié una ficha denominada "ficha
de antecedentes de embarazo, parto y examen bucal" (anexo 3) en ella se
organiz6 de manera estructurada toda la informacién, la contenida en las
historia clinica de la paciente (partos anteriores, edad gestacional, etc.), la
aportada directamente por la propia paciente (consumo de tabaco, café, alcohol
y nivel socioeconémico) y los datos recogidos por el explorador de las variables
odontolégicas (inflamacion gingival, grado de periodontitis...). Se realiz6é una
sola medicién de las variables, durante las 24 horas después del parto por via
vaginal 6 48-72 horas si el parto fue por cesdrea. La exploraciéon, previa
calibraciéon del explorador, se realizé6 en la habitacion del hospital, con la
paciente en la posiciéon mas cémoda y adecuada como recomienda la OMS:
“sobre la cama con el examinador sentado detras de la cabeza del paciente”, un
espejo oral sin aumento del namero 5 SE plus® y una sonda periodontal

PCPUNCI15®.

4.3.1. Analisis estadistico

La base de datos asi como el tratamiento estadistico se realiz6 mediante
el programa informatico SPSS version 20.0 (SPSS Inc. IBM, Chicago, IL, USA)
para entorno Windows. Se confirmo la distribucién normal de las variables
mediante la prueba de Kolgomoérov-Smirnov. Después de un analisis
descriptivo de la muestra se llevo a cabo un estudio bivariante mediante el test
de la t de Student, test de chi cuadrado con correccion de Yates y test de Mann-
Whitney. También se construyeron 18 modelos de regresion lineal multiple (9 en

puérperas y 9 en RN) sobre los efectos del grupo (Casos y Control) y
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periodontitis (ausencia, presencia) en las variables dependientes anticuerpos
monoclonales y COX-2. El valor de significacién a se estimé en 0.05.
Los métodos y los test estadisticos utilizados aparecen en el pie de cada

una de las tablas en la seccién de resultados.
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5. RESULTADOS

Este estudio incluy6 244 puérperas divididas en dos grupos: Controles
(n=153) y Casos (n=91). La media de edad de las puérperas del grupo Control
fue 29.945.5 afios, la media de gestacion 27848 dias y la media de peso del RN
3.34+3.84 Kg. La media de edad de las puérperas del grupo de Casos, con PP
y/o0 BPN fue 30.1£6.6 afios, los dias de gestacion 248+15 dias y la media de peso
de los RN 2.32+4.14 Kg. En este grupo, 20 RN tuvieron un peso normal (=2500
gramos) y menos de 259 dias de gestacion, 13 RN pesaron < 2500 gramos y
fueron a término y 58 RN pesaron < 2500 gramos y fueron pretérmino. La
comparaciéon de las variables sociodemogréficas de las puérperas aparecen

descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Descripcion sociodemogrifica de las embarazadas (n=244).

Variables Controles (n=153) Casos (n=91)  Valor-p
Raza (%blanca) 86.9 84.6 0.754°
Edad (afios), mediatde 29.9+55 30.1+6.6 0.840°
Estado civil (% casada) 68.0 58.2 0.163°
Trabaja (%si) 52.9 47.3 0.467°
N. Saocial (de I-VII), mediana VI VII 0.219°
Escolarizacion (afios), mediatde 12.0+4.6 10.4+4.2 0.006°

a: test de Student; b: Chi cuadrado con correccion de Yates; c: test exacto de Fisher bilateral.

Excluyendo las variables obstétrico-ginecoldgicas que definen a ambos
grupos (duracion de la gestacion, peso del RN, RPM), los afios de
escolarizacion de las puérperas, las infecciones genitourinarias y el consumo de

tabaco constituyeron variables de riesgo significativas para ocasionar un PP
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y/o BPN en nuestra serie (p=0.006; p< 0.001 y p=0.011, respectivamente) (Tabla

6).

Tabla 6. Descripcion obstétrico-ginecologica de las embarazadas (n=244).

Variables Controles (n=153) Casos (n=91)  Valor-p
N° embarazos previos, mediatde 1.05+1.33 1.27+1.55 0.234°
Antec.familiares parto prematuro (%)% 8.6 15.7 0.135°
Embarazo actual, media+de
Peso antes del embarazo (kg) 64.4+9.9 63.3£12.6 0.539"
Incremento de peso en embarazo (kg) 8.0x4.1 8.1+4.1 0.906"
Peso del Recién nacido (kg) 3.34+3.84 2.32+4.14 <0.001°
Duracion gestacion (dias) 278+8 248+15 <0.001°
Patologia durante embarazo (%0)
Diabetes 4.6 5.5 0.766"
HTA (preeclampsia) 5.2 5.5 ~1°
Infecc.génitourinarias 12.4 33.0 <0.001°
Corioamnionitis 0.0 1.1 0.373¢
Rotura prematura de membrana 3.9 49.5 <0.001°
Estimulantes durante embarazo, %
Cafeina (No-1taza semana-1taza diaria) 80-15-5 73-27-0 0.303°
Tabaco (Nunca-Exfum.- <10/dia->10/dia) 74-10-7-9 57-20-8-15 0.011°
Alcohol, % (No- < 5 gr/dia- >5 gr/dia) 100-0-0 99-0-1 0.052°
Esfuezo fisico 3.3 7.7 0.136"
Tto. Farmacol.en embarazo, % 255 40.7 0.020°
Antibidtico 14.4 31.9 0.002°
Analgésico/antiinflamatorio 3.3 2.2 ~1°
Para el vomito 0.0 0.0 -
Para hipertension 4.6 5.5 0.766°
Para diabetes 4.6 5.5 0.766"
Otros (hierro, Almax, etc) 3.9 7.7 0.243¢

a: Datos no recogidos en 1 caso y 2 controles; b: test de Student; c: Chi cuadrado con correccion de Yates; d: test exacto de Fisher

bilateral; e: test de Mann-Whitney.
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La Tabla 7 describe la comparacion del status de salud periodontal en
ambos grupos, el grupo de Casos mostré mayor porcentaje de gingivitis que el
grupo Control (indice de sangrado del 28% frente a 21.9%, respectivamente) y
18 mujeres en el grupo de Casos frente a 11 mujeres en el grupo Control
presentaron periodontitis segin los criterios de Lopez y colaboradores. Todas
las variables periodontales medidas (pérdida de insercion periodontal,
profundidad de sondaje, retraccion gingival) fueron peores en el grupo de

Casos de manera estadisticamente significativa.

Tabla 7. Descripcion de las variables periodontales en las embarazadas (n=244).

Variables Controles (n=153) Casos (n=91)  Valor-p
Visita dentista durante embarazo (%) 48.4 46.2 0.840°
Gingivitis * 21.9+24.0 280+294  0.035°
Indice de sangrado* 22.4+27.4 263+328  0.678°
Retraccion gingival (mm)* 0.05:+0.11 010023  0.027°
Profundidad de bolsa (mm)* 1.67+0.44 1844071  0.01¢°
Pérd.inserc.epit. (PIE) (mm)* 1.7240.51 1.94+089  0.014°
Pacientes con periodontitis** 52 198 <0.01°
N° sitios medidos * 10047 100+7 0.819°

*Los valores se expresan como media + desviacion estandar; ** definiciones Periodontitis: > 4 dientes con > 1 localizaciéon con
profundidad de sondaje >4 mm y pérdida de insercion clinica > 3 mm. a: chi cuadrado con correccion de Yates; b: t de Student, c:
Mann-Whitney U-test.

Se tomaron muestras de sangre periférica en el momento del parto a un
subgrupo aleatorio de 117 puérperas (53 Controles y 64 Casos) para
cuantificacion en suero de diferentes biomarcadores por técnica de ELISA
(cuatro proinflamatorios TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-8, uno antiinflamatorio, IL-10, y

dos interleuquinas que intermedian en la sintesis de otros mediadores soluble
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de la respuesta Thl7, como son la IL-17 y IL-23). Las IL-1p, IL-6, IL-8
presentaron concentraciones significativamente mayores en las puérperas del
grupo Control. Los niveles séricos de TNF-a fueron parecidos en ambos grupos,
mientras que no hubo niveles detectables en suero de IL-17 en ninguna de las
muestras analizadas. S6lo los valores de IL-10 en puérperas con PP y/o BPN
fueron muy superiores (0.541+0.69 pg/mL frente a 0.081+0.32 pg/mL, p< 0.001)

con respecto a las puérperas con partos normales (Tabla 8).

Tabla 8. Determinacion de mediadores de la inflamacion en suero de las embarazadas

(n=117) mediante técnica de ELISA.

Variable Controles (n=53) Casos (n=64) Valor-p®
Mediadores inflamacién (pg/mL) n? media +DE°  n mediatDE

TNFa 53 0.085+0.434 64 0.066+0.370 0.835
IL-1p 53 0.913+0.766 63 0.249+0.456 <0.001
IL-6 53 1.453+0.505 64 1.172+0.689 0.033
IL-8 53 2.140+1.232 64 0.481+0.987 <0.001
IL-10 53 0.108+0.381 63 0.568+0.712 <0.001
IL-17 53 0.030+0.220 63 0 0.276
IL-23 52 0.173+0.496 64 0.127+0.400 0.543

a: Controles y Casos en que se ha recogido la variable; b: Los valores se expresan como media * desviacion estandar, del logaritmo

decimal (x + 1); c: test de Mann-Whitney.

Se han construido 7 modelos de regresion lineal, uno para cada mediador
(TNF-a, IL-1p, etc.) como variable dependiente, y forzando simultdneamente las
variables caso/control y ausencia/presencia de periodontitis, para obtener el
efecto ajustado (por la otra) de cada variable. Por ejemplo, la IL-1p es menor en
el grupo de Casos que en el grupo control (-1.540, p<0.001), tras ajustar por la
variable periodontitis. La periodontitis no estd asociada estadisticamente con

ningtn recuento (todos los valores de p son >0.05) (Tabla 9).
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Tabla 9. Efecto mediante modelos de regresion lineal multiple del grupo (caso/control) y
periodontitis (ausencia/presencia) en el nivel de mediadores de la inflamacion por

técnica de ELISA en suero de las embarazadas (n=117).

Variable dependiente Casos fxee Periodontitis
n? Pee valor-p Pee valor-p

TNFa 117 -0.034+0.170 0.841 -0.185+0.270 0.495
IL-1p 116 -1.540+0.266 <0.001 0.120+0.421 0.777
IL-6 117 -0.645+0.265 0.016 -0.207+0.419 0.622
IL-8 117 -3.780+0.475 <0.001 -0.457+0.753 0.545
IL-10 116 1.044+0.2.52 <0.001  0.277+0.398 0.487
IL-17 116 -0.067+0.063 0.294 0.024+0.100 0.811
IL-23 116 -0.092+0.194 0.637 0.167+0.307 0.586

a: Controles y Casos en que se ha recogido la variable dependiente. Biee: Estadistico de contrastex Error estandar.

En 68 casos y 65 controles se tomé una biopsia de cotiledones
placentarios. El estudio morfolégico demuestra vellosidades coriales de tercer
trimestre con un adecuado desarrollo vascular en todas las muestras (figura 13).
Ausencia de fenémenos inflamatorios y signos histopatolégicos de villitis
aguda, villitis histiocitaria crénica o corioamnionitis con un nidmero normal de
células de Hofbauer (CD68 positivas), ausencia de anomalias en la disposiciéon
del trofofoblasto vellositario (CD10 y COX-2 masivamente positivas) y del
sincitiotrofoblasto. Presencia de microcalcificaciones (figura 14) y material
hialino intervellositario en un porcentaje similar en ambos grupos de biopsias y
ausencia de signos indirectos de trisomias, o0 hematomas placentarios en las 133

biopsias analizadas.
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CONTROL

Figura 13. Biopsias de vellosidades coriales de placenta de tercer trimestre con
adecuado desarrollo vascular y sin lesiones histopatoldgicas evidentes.

Figura 14. Presencia de microcalcificaciones en vellosidades coriales. A) Material
cristalino correspondiente a cristales de calcio. B) Birrefrigencia de los cristales de

calcio visualizado con microscopio de luz polarizada.
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La comparacion entre el namero por mm? de las  diferentes
subpoblaciones leucocitarias tanto en el polo vascular materno
(extravellositario) como en el polo vascular fetal (intravellositario) en el grupo
de casos y en el grupo Control se recoge en la Tabla 10 e imé&genes
representativas del infiltrado inflamatorio presente en las vellosidades en

ambos grupos (casos y controles) se ilustra en la figura 15.

v " 3
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Figura 15. Fragmento de amigdala empleada como control positivo de la técnica
inmunohistoquimica para los marcadores de diferenciacion leucocitaria (CDs).
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Tabla 10. Comparacion de las subpoblaciones leucocitarias y de la expresion de COX-2

en las placentas (n=133).

Variable Controles (n=65) Casos (n=68)
n? Distribucion* n Distribucién*  Valor-p°

Extravellositario

CD45 64 38.09+28.61 67 47.75+44.43 0.578
CD3 64 11.24+8.65 68 10.91+11.42 0.260
CD4 64 2.22+4.18 68 2.04£3.97 0.492
CD56 64 0.20+0.79 68 0.19+0.76  0.930
CD8 65 7.14+10.25 68 7.78+8.76 0.787
CD68 65 11.22+30.24 68 8.35+8.38 0.557
CD20 65 4.02+4.42 68 3.18+4.15 0.215
CD10 65 1.5942.43 67 1.35+2.11 0.672
COX-2 65 10.97+10.24 67 12.56+11.10  0.360
Intravellositario

CD45 64 45.30£27.63 67 48.14+34.87 0.976
CD3 64 10.69+14.24 68 11.91+9.23 0.139
CD4 64 2.52+4.04 68 2.3746.61 0.346
CD56 64 0.60+1.61 68 1.28+4.43 0.847
CD8 65 11.09429.90 68 11.91+12.01 0.055
CDe68 65 59.70+39.89 68 70.40+40.33 0.112
CD20 65 5.31+4.75 68 5.03+4.15 0.907
CD10 65 0.10+0.56 67 0.19+0.77 0.427
COX-2 65 73.60+42.66 67 76.50+32.65 0.363

* Los valores son expresados como mediatdesviacion estandar; a: Controles y casos en que se ha recogido la variable. b: test de

Mann-Whitney; c: distribucion porcentual sin decimales de las categorias 0-1-2-3. d: test exacto de Fisher bilateral.
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Tabla 11. Efecto mediante modelos de regresion lineal miiltiple del grupo (caso/control)

y periodontitis (ausencia/presencia) en el recuento de CDs y COX-2 en las

embarazadas.
Variable Dependiente Casos Periodontitis

n? Pee valor-p Pee valor-p
Extravellositario
CD45 131 7.34+6.54 0.264  22.73+10.28 0.029
CD3 132 0.03+1.79 0.987  3.01+2.82 0.287
CD4 132 0.25+0.71 0.720  0.81+1.13 0471
CD56 132 0.01+0.13 0.917 0.02+0.21 0.906
CD8 133 0.54+1.67 0.746  0.89+2.65 0.736
CD68 133 3.15+3.87 0.416  2.88+6.11 0.637
CD20 133 0.79+0.75 0.294  0.45£1.19 0.704
CD10 132 0.17+0.40 0.664  0.63+0.63 0.313
COX-2 132 1.40+1.89 0.459  1.88+2.97 0.529
Intravellositario
CD45 131 2.63+5.60 0.639  1.94+8.79 0.826
CD3 132 1.34+2.10 0.526 1.20£3.32 0.717
CD4 132 0.01+0.97 0.996  1.54%1.53 0.315
CD56 132 0.50£0.58 0.392  1.71+0.92 0.067
CDs8 133 1.34+3.97 0.736  5.3046.26 0.398
CD68 133 10.84+7.07 0.128  1.51+11.17 0.893
CD20 133 0.26x0.78 0.738  0.18+1.24 0.884
CD10 132 0.08+0.11 0.465 0.05%0.18 0.771
COX-2 132 2.5046.71 0.710  3.95+10.57 0.709

Se han construido 18 modelos de regresion lineal maltiple (9 para la madre y 9 para el hijo). En cada modelo la variable dependiente
es la que aparece en la primera columna, y las dos variables Independientes son el grupo (casos/control) y la periodontitis (no/Si). a:
Controles y casos en que se ha recogido la variable dependiente. a: Controles y casos en que se ha recogido la variable

dependiente.* Valoracion semicuantitativa. B+ee: Estadistico de contraste+Error estandar.
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El namero de células inflamatorias CD45 positivas (linfocitos T, B, PMN
y macréfagos) es mayor en los lagos venosos intervellositarios en el grupo de
Casos (figura 16). CD45 en el polo placentario materno no depende
significativamente del grupo, Caso o Control, (p=0.264) pero si de las pacientes
con periodontitis, de modo que en el nimero de CD45 es en promedio 22.73
unidades mayor (p=0.029) como se observa en el modelo de regresion logistica

multiple construido (Tabla 11).

Destaca que la mayoria de las células linfoides corresponden a linfocitos
T CD8 positivos (figura 17) y la ausencia de linfocitos T colaboradoras (CD4
positivos). En las placentas, las células positivas, corresponden a células de
Hofbauer (figura 18), macroéfagos residentes de las vellosidades coriales que
comparten el receptor CD4. Igualmente no se detectan células Natural Killer

(CDb56 positivas) en las vellosidades (figura 19).

En las placentas del grupo Control se aprecia un ntimero significativo
mayor de células macrofagicas intravellositarias que en el grupo de Casos
(figura 20). Contrariamente, la expresién de ciclooxigensasa (COX-2) enzima
involucrada en la produccién de mediadores de la inflamacién derivados del
acido araquidonico, es ligeramente superior en las células del cito y

sincitiotrofoblasto placentario en los casos que en los controles (figura 21).
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Imagenes representativas de la proporcion de células de las diferentes subpoblaciones

leucocitarias intra e intervellositarias presente en placentas del grupo de Casos y

Controles.
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Figura 16. Expresion inmunohistoquimica de CD45 (antigeno leucocitario comiin)
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Figura 17. Expresion inmunohistoquimica de CD8.
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Figura 18. Expresion inmunohistoquimica de CD4. Se observa positividad en células de

Hofbauer intravellositario (depdsito marron).

CONTROL CASO

s : T od” S3P e b
. - . " 2 o Y o
? ss¥ o - % =3 , o® -
18 e S Y .’3':\:0 “ 8 ~ f‘ . eI T S s R R -
ts "k )" ‘,’o..'q \’“. = Q S~ P e -.‘:‘b'-' »
", - .'..a 4 .".‘ () .Qﬁ s 4 .."a ..\3 "',..- ’ ‘.‘ = .. > )
L T Pis . O A UL Pl PP ¢
o bw 'x\* (s Ay BN P ',0,’&‘.’ z & » % e
B ‘£ 3 w o - o N A o E al‘o b"
:. EE "o. -~ R oy & . N . ‘= ‘. i“"\ g R
“es L " . \
‘ o b4 ,‘, e\ & -Pd'_ L/ S b‘w "‘ ' © s b
)84 4 N ! ; 6‘ .-:'.-‘.‘ = g :_:! ’ o -z‘ "‘. “ ¥ of
Q -\‘ . :o. < Ve (U .Qq.‘q we. Te> ¥ ", '. = 3
oy P e .;, Q . “eod o .o.. 3 N ;" %5 @ = j.
oy S gDy Lqmwm, O @EN AL LR IES D \
W N AR Y A, I O e, G
L S &, L] ‘v £ - 4 Seg '€ | B q WY .5 ", 2% ¢
LY "" . “ ‘?‘\ » ‘k- L o’ LN o» -‘. » S '.'.‘ f e
N M0 -’ L SRR 4 ¥ % Wl ae’s ™ Ve

Figura 19. Expresion inmunohistoquimica de CD56. Ausencia de células Natural Killer

en vellosidades coriales.
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Figura 20. Expresion inmunohistoquimica de CD68.

Figura 21. Expresion inmunohistoquimica de COX-2 en trofoblasto vellositario.
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Se detecta inmunorreactividad para COX-2 en células trofoblasticas y
células deciduales, IL-13, VEGFR1 y HSP70 (figura22) se expresan en las
células trofoblasticas y en células de Hofbauer con menor intensidad, mientras
que podoplanina se expresa en células del estroma vellositario exclusivamente

(figura 23).

CONTROL

Figura 22. Expresion inmunohistoquimica de HSP70, VEGFR1 e IL-1p.
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Figura 23. Expresion inmunohistoquimica de podoplanina.

La Tabla 12 compara la expresion inmunohistoquimica cuantitativa de la
COX-2, IL-1B, VEGFR1, Podoplanina y HSP70 en las vellosidades coriales entre
el grupo de Casos y el grupo Control. Se puede observar un incremento
estadisticamente significativo en la placenta de expresién inmunohistoquimica
de COX-2 (p =0.034), IL-1p (p = 0.001), VEGFR1 (p = 0.032), HSP70 (p = 0.001) y
podoplanina (p = 0.058, prueba de Kruskal-Wallis) en el grupo de Casos.

Las puérperas con periodontitis muestran de manera estadisticamente
significativa una mayor expresion placentaria de COX-2 (p = 0.026) y VEGFR1
(p = 0.005, test de Mann-Whitney) que las puérperas sin periodontitis.
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Tabla 12. Comparacion entre grupos de la expresion inmunohistoquimica en placenta de

biomarcadores (n=126).

Variables Controles Casos Valor-p°
Podoplanina® 1.05+0.92 1.56+1.09 0.058
IL-1p (mm?) 0.03+0.04 0.03+0,03 0.207
IL1p* 4.49+7.30 6.48+6.10 0.000
COX-2 (mm?) 0.130.02 0.1420.02 0.043
COX-2* 39.48+25.75 47.3831.42 0.124
HSP70 (mm?) 0.03+0.03 0.030.03 0.219
HSP70* 4.53+7.61 6.696.91 0,000
VEGFR1 (mm?) 0.05+0.01 0.05+0.01 0.706
VEGFR1* 5.36+2.55 6.18+3.77 0.383

Los valores son expresados como mediatdesviacion estandar; a: Escala semicuantiativa valores 0-3; * Valores de densidad dptica

integrada; b: Test de Mann-Whitney.

De todos las pacientes con periodontitis (11 casos y 18 controles), se
llevé a cabo el recuento en placas de las bacterias anaerobias presentes en el
surco gingival. Ademas, se cuantificé la carga de un grupo de microorganismos
orales fuertemente asociadas con la enfermedad periodontal (Tabla 13). Se
detectaron, en ambos grupos, especies patdgenas como A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, T. forsythia, C. rectus, F. nucleatum y especies comensales S. oralis y
A. naeslundii, sin observar diferencias significativas. Sin embargo,
Capnocitophaga sp 'y P. micros solo estuvieron presentes en el grupo de Casos. E.
corrodens s6lo se encontré en el grupo Control. Por altimo, P. intermedia no se

detect6 en ninguno de los grupos de puérperas.
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Tabla 13. Recuento microbiolégico (mediatde®) en mujeres embarazadas con
periodontitis (n=29)

Variables Controles (n=11) Casos (n=18) Valor-p°

Bacterias periodontopatdgenas

A.actinomycetemcomitans 0.36+1.21 0.65+1.63 0.549
P.gingivalis 0.47+1.57 0.28+1.18 0.682
P.intermedia 0 0 1

P.forsythia 0.32+1.05 0.31+1.30 0.759
P.micra 0 0.29+1.25 0.434
C.rectus 0.27+0.90 0.19+0.82 0.759
Enucleatim 0.69+1.60 0.76+1.76 0.973

Recuento total anaerobias 5.261.21 5.78+0.59 0.065
Bacterias comensales

Capnocytophaga sp 0 0.11+0.47 0.434
E. corredens 0.30+0.99 0 0.201
S.oralis 2.88+2.80 3.14+2.86 0.470
A.naeslundii 2.40+2.79 2.54+2.76 0.790

a: media + desviacion estandar, del logaritmo decimal (x + 1); b: test de Mann-Whitney.

Un hallazgo observacional fue identificar en las biopsias de placentas un
porcentaje bajo de casos (<5%) con presencia de pequefias colonias bacterianas

(figura 24) sin presencia de respuesta inflamatoria concomitante.
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Figura 24. Biopsia de placentas con presencia de pequerias colonias bacterianas.
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6. DISCUSION

Reducir la incidencia de los partos prematuros es dificil debido a su
etiologia multifactorial. Steven Offenbacher en 1996 introdujo un nuevo factor
etiopatogénico como es la presencia de periodontitis en las embarazadas,
aunque hay mucha informacién publicada al respecto, los resultados hasta el
momento ofrecen datos contradictorios. La heterogeneidad de los estudio
basados en poblaciones de embarazadas con diferente nivel socioeconémico y
de diferentes etnias, junto con la diversas clasificaciones usadas para definir la
periodontitis y los resultados adversos del parto, pueden ser algunas de las
causas de la controversia en los resultados (Manau C et al. 2008). Un total de
diez revisiones sistemdticas y meta-analisis se han publicado en los dltimos 7
afios (Khader YS & Ta’ani Q. 2005; Xiong X et al. 2006; Vergnes JN & Sixou M.
2007; Xiong X et al. 2007, Wimmer G et al. 2008; Polyzos NP et al. 2010;
Chambrone L et al. 2011 a y b; Fogacci MF et al. 2011; Kim AJ et al. 2012) que
analizan cerca de 200 articulos sobre el tema donde una mayoria de ellos estan
de acuerdo en la existencia de asociacion estadistica. La revisién sistematica de
estudios prospectivos de cohorte mas reciente encuentra una asociacion entre
periodontitis y PP y/o BPN, en nueve de once estudios, y uno de los meta-
analisis demuestra un riesgo significativo tanto para PP como para BPN, en
mujeres con periodontitis (Chambrone L et al. 2011b). Sin embargo, los autores
resaltan que el alto grado de heterogeneidad entre los estudios, requiere aceptar
los resultados con cautela. Por otro lado, la mayoria de las revisiones
sistemdticas y meta-analisis, no demuestran que el tratamiento periodontal
reduzca el riesgo de PP (Uppal A et al. 2010). En términos generales los ensayos
clinicos con menor calidad metodolégica defienden un beneficio significativo,

mientras que los ensayos con metodologia mdas depurada no encuentran
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mejoria tras tratamiento periodontal (Polyzos NP et al. 2010). Un amplio ensayo
clinico controlado y aleatorizado llevado a cabo por Michalowicz y
colaboradores muestra que el tratamiento periodontal no influencia en el
porcentaje de PP, ni en el de BPN, ni restringe el crecimiento fetal (Michalowicz
BS et al. 2006). No obstante, los dos meta-analisis més recientes demuestran una
significativa reduccion del riesgo de PP tras tratamiento periodontal (George A
et al. 2011, Kim A]J et al. 2012) aunque el mas reciente de ellos, s6lo encuentra

este efecto en el subgrupo de mujeres con alto riesgo de PP.

En nuestro estudio observacional de casos y controles, hemos valorado la
asociacion del PP y/o BPN con una amplia gama de variables clinicas
obstétrico-ginecoldgicas, de habitos de consumo, de higiene y salud
periodontal, incluyendo caracterizacion de flora bacteriana subgingival, la
cuantificacién sistémica de interleuquinas proinflamatorias y no inflamatorias,
en la madre, y un estudio morfolégico e inmunofenotipico de la placenta que a

continuacion discutimos en los siguientes apartados.

6.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LAS VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS Y OBSTETRICO/GINECOLOGICAS.

Hemos analizado una serie amplia de variables tradicionales de riesgo
obstétrico, tanto para PP como para RN de bajo peso, y s6lo el nivel
sociocultural, las infecciones genitourinarias y el habito tabaquico, se confirman
en nuestro estudio, como verdaderos factores de riesgo para los RAP. Hemos
seguido la clasificaciéon de Goldthorpe, para clasificar el nivel sociocultural de
las embarazadas, por dos motivos, ser la propuesta por la Sociedad Espafiola
de Epidemiologia como marco de referencia para la medicién de la clase social
en investigacién y en la practica de la salud publica en Espatia, (Alvarez-Dardet
C et al. 1995) y por su sencillez de aplicacion ya que la asignaciéon de los

individuos a cualquiera de las categorias de clase social que hace Goldthorpe
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s6lo precisa contestar a dos preguntas: la ocupacion desempefiada por un lado,
y la situacién de empleo, por otro.

Se desconoce por qué el bajo nivel socioeconémico y el estatus cultural
se asocian a nacimientos pretérmino (Smith LK et al. 2007; Thompson JM et al.
2007). Aunque es l6gico pensar que los grupos sociales con mayores niveles
adquisitivos y educacionales adquieren antes habitos de vida mas saludables,
de manera que en ellos disminuyen los factores de riesgo y las enfermedades,
mientras que éstas se mantienen elevadas en las capas sociales desfavorecidas.
Exposiciones objetivas a nivel de estrés, tales como inestabilidad emocional
causada por dificultades econémicas o inseguridad por la vivienda, estan
también asociadas a PP, hasta dos veces mas (Copper RL et al 1996) y aunque
el mecanismo que liga el estrés social al PP, es desconocido, se ha propuesto un
posible papel patogénico para la hormona adrenocorticotropa (ACTH)

(Wadhwa PD et al. 2001).

Con referencia a la influencia del consumo de tabaco, en Estados Unidos
el 20-25% de las mujeres fumaban al inicio del embarazo, y de estas, entre el 12-
15% lo contintian haciendo durante el embarazo (Cnattingius S. 2004). En
nuestro estudio, el 23% de las mujeres pertenecientes al grupo de Casos eran
fumadoras, el 15% fumaban mas de 10 cig./dia, y el 8% menos de 10 cig./dia,
comparado con el 16% de fumadoras en las mujeres del grupo Control. El
consumo de tabaco, después de ajustar por otros factores, incrementa por dos el
riesgo de PP (Cnattingius S. 2004). El mecanismo por el cual el tabaco se
relaciona con los PP, no estd completamente dilucidado. Hay mas de 3000
sustancias quimicas en el humo del tabaco, y los efectos biolégicos de la
mayoria de ellas son desconocidos (Benowitz NL et al. 2000), no obstante, tanto
la nicotina como el anhidrido carbénico, son potentes vasoconstrictores y estan
asociados con dafio placentario y disminucion del flujo sanguineo
uteroplacentario (Bermudez EA et al. 2000). En otro sentido, el tabaco es el
principal factor de riesgo ambiental de periodontitis. Nuestro grupo ha

documentado que el tabaco produce pérdida del soporte 6seo
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independientemente de la calidad y densidad 6sea mandibular (Mesa et al.

2013).

El efecto de la cafeina durante el embarazo mantiene una gran
controversia entre los investigadores. Un estudio reciente sobre 1063
embarazadas de San Francisco (USA) publica un mayor aumento de abortos, PP
y BPN, indicando como causas el paso rapido de la cafeina al feto donde
actuaria como un toéxico directo sin sufrir metabolizacién, que condicionaria
una disminucién del flujo sanguineo fetal (Weng C et al. 2008). Mientras que
The American College of Obtetricians & Gynecologist en el afio 2010 emitié un
comunicado (Committee Opinion No. 462: Moderate Caffeine Consumption During
Pregnancy) en el que declaraba que el consumo moderado de cafeina (<200
mg/dia, una taza de café contiene entre 60 y 110 mg de cafeina, una taza de té
entre 10 y 90 mg) no aumentan el riesgo de PP. Nosotros hemos valorado por
primera vez en un estudio de asociacién de periodontitis - resultados del parto,
esta variable en las embarazadas, y no hemos encontrado una relaciéon

significativa con el PP.

Las infecciones uterinas son responsables del 25-40% de los PP a través
de la activaciéon de la via innata del sistema inmune, las bacterias y/o sus
productos activando receptores toll like en células uterinas que favorecen la
produccién de IL-8, IL-1B, TNF-a, prostaglandinas y enzimas que degradan la
matriz. Se sabe que las prostaglandinas se saben estimulan la contractilidad
uterina y las enzimas degradan la matriz, rompiendo las membranas fetales e
iniciandose el parto (Romero R et al. 2006). No obstante, esta cifra de 25-40% de
PP en infecciones intrauterinas, se cree que estd subestimada dada la dificultad
para detectar bacterias intrauterinas con las técnicas convencionales. Una
especie de Micoplasma, el Ureaplasma urealyticum, es la especie bacteriana
genital mds frecuentemente encontrada en la cavidad amniética antes de la
rotura de membranas, siguiéndole en frecuencia, otra bacteria del tracto genital,
Streptococcus agalactine (Andrews WW et al. 1995). Las bacterias pueden acceder

a la cavidad amniética a través de cuatro posibles vias (Gomez R et al. 1997):
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1.- Ascendente desde la vagina y el cérvix.

2.- Diseminacion hematégena a través de la placenta.

3.- Introduccioén accidental por un procedimiento invasivo.

4.- Propagacion retrograda a través de las trompas de Falopio.

La ruta mas comdn es la primera, y aunque no se sabe cudndo tiene lugar, se
cree que es durante el segundo trimestre de gestacion.

Offenbacher y colaboradores sefialan que lipopolisacaridos (LPS)
procedentes de patégenos periodontales y liberados al torrente sanguineo
pueden aumentar la susceptibilidad a infecciones genitourinarias. El
mecanismo consistiria en una disminucién en la expresiéon del receptor
endotelial E-selectina por parte de las células endoteliales. Al no producirse un
infiltrado normal de neutréfilos, las bacterias Gram-negativas podrian invadir
el tracto genitourinario y originar una infeccién que afecte adversamente al

embarazo (Offenbacher S et al. 1996b).

En nuestro estudio, el 33% de las pacientes del grupo de Casos presentaron
infecciones genitourinarias, frente al 12.4% de los Controles, diferencia
estadisticamente significativa que sustenta esta teoria patogénica. Quedaria por
aclarar la susceptibilidad personal que hace a las células endoteliales sensibles

a los LPS, quiza achacable a polimorfismos genéticos.

La vaginosis bacteriana, contemplada como un cambio en el ecosistema
bacteriano genital y definida clinicamente por la presencia de bacterias, pH
vaginal mayor de 4.5, leucorrea abundante con caracteristico mal olor,
incrementa entre 1.5-3 veces la incidencia del parto PP (Hillier SL et al. 1995).

De las infecciones no genitales asociadas con PP, es quizas la
periodontitis, la que presenta mayor evidencia cientifica, con incremento del
riesgo independientemente de otros factores (Jeffcoat MK et al. 2001). Dos vias
potenciales se han descrito para explicar esta asociacion, la via directa, donde
los microorganismos gingivales por diseminaciéon hematégena, bacteriemia
materna, o via ascendente genitourinaria, llegarian a la unidad fetoplacentaria,

y la via indirecta a través de los mediadores inflamatorios de los tejidos
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periodontales tales como prostaglandina E> o TNF-a, o a través del estimulo en
el higado de la sintesis de reactantes de fase aguda u otras citoquinas tales
como IL-6, que interactuarian con la unidad fetoplacentaria (Sanz M et al. 2013).
Con nuestro estudio, hemos podido aclarar algunos aspectos de ambas vias.
Con respecto a la via directa dependiente de las bacterias y aunque
encontramos una diferencia estadisticamente significativa de periodontitis en el
grupo de Casos (19.78%) con respecto al grupo Control (7.18%); por el contrario,
el recuento microbiolégico en las embarazadas con periodontitis en ambos
grupos, fue muy parecido. Esto nos hace pensar que de haber un efecto directo
de las bacterias, no depende de la cantidad de las mismas en las bolsas
periodontales. Continuando con esta investigacion, estamos procediendo a
determinar-aislar restos de ADN bacteriano en las muestras de placenta
incluidas en parafina procedentes del grupo control y de casos por técnica de
Nested PCR, lo que podra aportar mas luz sobre el papel de la via directa de las
bacterias periodontopatégenas en los resultados adversos del parto. Respecto a
la via indirecta basada en el papel de los mediadores inflamatorios, nuestros
resultados basados en la determinacién por ELISA de un panel de siete
citoquinas pro y antiinflamatorias, demuestran que en las embarazadas del
grupo de Casos no se detecta un estado proinflamatorio sistémico, sino todo lo
contrario, como demuestran los niveles significativamente menores de IL-1p,
IL-6, IL-8 y mayores de IL-10 con respecto a las mujeres del grupo Control.
También hemos procedido a cuantificar en muestras placentarias la
expresion de algunos de estos marcadores por si tuviesen una concentraciéon y

efecto mas localizado a nivel de la unién fetoplacentaria (ver mas adelante).

6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LAS VARIABLES
PERIODONTALES

Nuestros resultados avalan la asociacion entre gingivitis/periodontitis y
PP y/o BPN, tanto para las variables que reflejan inflamacién gingival como

destruccion de estructuras de soporte periodontal, con peores resultados en el
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grupo de mujeres con resultados adversos del parto. Tanto el porcentaje medio
de sangrado gingival, como la recesiéon gingival media medida en milimetros,
como la profundidad media del surco y la pérdida de insercién clinica, fueron
mayores en el grupo de mujeres del grupo de Casos. Esta peor salud gingival
en el grupo de Casos puede estar explicada en parte por dos variables
sociodemograficas que acttian como confundentes y que no fueron controladas
en este estudio, los afios de escolarizacion (en los casos una media de 10.4 afos
por 12 afios en los controles) y el consumo de tabaco (un 15% de casos fumaban
mas de 10 cig./dia por un 9% en los controles), ambas variables presentaron

diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos.

Las embarazadas que presentan periodontitis en nuestro estudio, tienen
4.24 veces mas probabilidad de presentar PP y/o BPN que las embarazadas que
no tienen periodontitis. Esta razén de riesgo (OR) se encuentra dentro del
intervalo de odds ratios que publican la mayoria de los autores, entre 7.1-3.5.
Hemos recogido la afectacion periodontal de manera objetiva, como aconseja
Manau y colaboradores (Manau C et al. 2008) y Guimaraes y colaboradores
(Guimaraes AN et al. 2010) usando una sonda manual de las mds precisas del
mercado, la sonda de la Universidad de North Caroline, PCPUNC15© con
marcas por cada milimetro hasta los 15 y zonas sombreadas entre los 4-5 mm, 9-
10 mm y 14-15 mm y estando previamente calibrado el tnico explorador (EP).
Una debilidad de nuestro estudio ha sido la falta de ciego del explorador
periodontal debido a exigencias de organizacién de los servicios de maternidad
hospitalarios cuyos responsables establecieron realizar la exploraciéon vy
recogida de muestras consecutivamente y en dos tiempos, primero explorar a
los casos y después a los controles. Pero si se aseguro el ciego en el resto de
analisis (muestras de sangre, analisis histologico de las placentas y muestras

microbiolégicas del surco gingival).

La significacion de la asociacién entre la EP y los RAP puede ser
determinada por la definicién de la EP o el método de medicién utilizado.

Nosotros hemos seguido la definicién de periodontitis mas exigente propuesta
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por Lopez y colaboradores, exigiendo la presencia de 4 6 mas dientes que
muestren uno o mas sitios con profundidad de sondaje 4 mm o superior, y con
pérdida de insercion clinica 3 mm o superior en el mismo sitio. Otros autores en
estudios de este tipo, modifican este indice y clasifican a las embarazadas de
periodontitis con las mismas mediciones pero por encima de 2 dientes
(Hasegawa-Nakamura K et al. 2011; Tateishi F et al. 2012) o exigiendo 4 dientes
pero con una pérdida de insercién clinica de =2 mm (OPT study, (Novak MJ et
al. 2008), es decir, con criterios menos estrictos. Asi el 19.78% de nuestros casos
tenian periodontitis, frente al 39.13% del estudio de Hasegawa-Nakamura, y el
37.5% del estudio de Tateishi, dos estudios muy recientes que duplican nuestras
cifras. Creemos que una definicion mas exigente a la hora de diagnosticar
periodontitis en un grupo de poblacién tan joven, ayudaria mas a aclarar dicha

asociacion.

6.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES
SERICOS

El parto normal comienza por cambios en los niveles de varias hormonas
inducidas por un feto a término, los cambios acontecidos en esos momentos
aumentan la produccién de citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-8 e IL-183, que
directa o indirectamente estimulan la contraccién uterina y la maduracién

cervical, inicidndose el parto (Bowen JM et al. 2002)

Como decimos en la introduccién de esta memoria, se ha postulado que
el aumento de interleuquinas proinflamatorias provenientes del proceso
inflamatorio periodontal, puede facilitar o acelerar el desarrollo de los
mecanismos que inician el parto. Constituye la via indirecta que ha propuesto el
grupo de trabajo encabezado por Sanz y Kornman en el Workshop de la EFP y
AAP celebrado en la Granja, Segovia (Espafia) en noviembre del afio 2012. Esté4
demostrado por multiples estudios, el aumento de interleuquinas a nivel del

fluido crevicular en pacientes con periodontitis (Perozini C et al. 2010, Santos
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VR et al. 2010), pero informacién sobre la cuantificacién a nivel sistémico
(suero) de estos mediadores solubles en madres con periodontitis, hay muy
poca hasta la fecha. Bryan y colaboradores, publican un estudio de seguimiento
en el que tratan a 823 mujeres embarazadas con EP a las cuales se les toma una
muestra de suero para determinar Proteina C-reactiva, Prostaglandina Ep,
Metaloproteinasa 9, Fibrindgeno, Endotoxina, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a, antes y
después del tratamiento. Este estudio concluye que el tratamiento periodontal
antes de la semana 21 no reduce los marcadores de inflamaciéon, a nivel
sistétmico. En mujeres embarazadas con periodontitis los niveles de estos
marcadores entre la 13-17 y 29-32 semanas de gestacion no estan asociados con
un mayor riesgo de PP y/o BPN. (Bryan S et al. 2009). Nuestro estudio de
caracter transversal para la determinacién de esta variable, tampoco encuentra
asociacion entre niveles de interleuquinas proinflamatorias y mayor riesgo de
efectos adversos en el parto, incluso encontramos IL-1p, IL-6, e IL-8 mas
elevadas en el grupo Control de manera significativa. Estos resultados
contradicen la via patogénica del aumento de las interleuquinas inflamatorias a
nivel sistémico, como posible causa para explicar la asociacién periodontitis -
PP y/o BPN. Otra confirmacién de este hecho, ausencia de estado inflamatorio
sistémico en los casos de nuestro estudio, puede ser el aumento significativo de
IL-10 en las mujeres de este grupo. En una reciente revisién sistematica que
incluy6 6270 participantes, de 17 estudios observacionales, sobre interleuquinas
inflamatorias en mujeres asintomaéticas con partos espontaneos pretérmino, Wei
y colaboradores concluyen que IL-6 en el fluido vaginal y en el liquido
amnioético, pero no en suero, se asocia a parto prematuro, sugiriendo que la
inflamacion en la interfase materno-fetal, en lugar de la inflamacién sistémica,

pueden jugar un papel etiopatogénico en los PP (Wei SQ et al. 2010).

La IL-23 es una citoquina esencial en la activacién de la via Th17, la cual
se asocia a muchas enfermedades destructivas basadas en la respuesta inmune,
se ha especulado que esta via podria desempefiar un papel en la periodontitis,
Ohyama y colaboradores encuentran niveles elevados de IL-17 en los tejidos

periodontales adyacentes al hueso destruido y concluyen que la via Th17
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estimulada por IL-23 intervendria en la lesién periodontal inflamatoria.
(Ohyama H et al. 2009). No se detecté IL-17 en el grupo de Casos de nuestro
estudio, y presentaron niveles muy bajos en el grupo Control, mientras que IL-
23 present6 concentraciones bajas pero similares en ambos grupos. Estas bajas
concentraciones séricas, pueden indicar un efecto poco relevante a este nivel
sobre los resultados del parto, aunque hay autores que defiendan su papel local

en los procesos de destruccion periodontal.

6.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO MORFOLOGICO
DE LA PLACENTA Y DEL INMUNOFENOTIPO DEL INFILTRADO
LEUCOCITARIO.

El estudio histopatolégico de las placentas en embarazos a término y en
casos de PP sin una patologia de base demostrable suele evidenciar escasas
alteraciones morfolégicas. No obstante, de manera sistematica fueron revisados
en las 133 muestras los siguientes criterios histopatoldgicos: Proporciéon de
nudos sincitiales (estratificando en <30% o >30%), presencia de calcificaciones
en las vellosidades (ausencia o raro para <1% de las vellosidades, abundante
>1% de las vellosidades); de necrosis fibrinoide de las vellosidades (<3% o >3%
de las vellosidades); membranas vasculosincitiales (<30% de las vellosidades o
>30%); villitis crénica (definida como al menos 20 células CD45 + en 10 campos
x200 aumentos); hiperplasia de células Hofbauer (definida como al menos 20
células CD68 + en 10 campos *200 aumentos); inclusiones virales; vasculitis de
vasos de mediano calibre (definido como la presencia de al menos 10 células
CD45 + 6 CD68+ en la pared de un vaso principal); y corioamnionitis aguda
(ausente, leve o moderada a grave). En ninguna de nuestras muestras, como era
previsible, estuvieron presentes las alteraciones mencionadas y en todas las
muestras se observaron vellosidades coriales de tercer trimestre sin fenémenos
inflamatorios ni signos indirectos de infeccién aguda o crénica. La disposicion
del cito y sincitiotrofoblasto se encontraba dentro de la normalidad y sélo se

observaron en el grupo Control y en el de Casos fenémenos degenerativos
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placentarios como microcalcificaciones en proporcién similar y sin relevancia

patogénica alguna.

Nuovo (Nuovo G. 2006) examind cien placentas, valorando posibles
lesiones infecciosas histopatolégicas y el perfil de expresion de citoquinas. No
se detectando ningun agente infeccioso en las placentas asociados con partos
normales (20 casos) o en aquellas asociadas con la morbilidad
severa/mortalidad de causa conocida (20 casos), lo que sugiere que el nivel de
base de deteccion de estas infecciones virales / bacterianas graves en la placenta
es baja. En comparacion, 19 (76%) de las 25 placentas asociados con muerte fetal
intrauterina de etiologia desconocida tenian agentes infecciosos; el virus de
Coxsackie y la infeccién bacteriana representaron alrededor de tres cuartas
partes de los casos (Satoskar A et al. 2004). En los mortinatos autopsiados
donde habia material disponible, el mismo agente infeccioso que se encontré en
la placenta se detectd en el bazo, lo que demuestra el desarrollo de sepsis.
Ninguno de nuestros casos present6 infeccion clinica el neonato por lo que era

también de esperar que no se observaran cambios sugerentes de infeccién en las

vellosidades coriales (Nuovo G. 2006).

La inmunohistoquimica también puede proporcionar importantes
conocimientos sobre el funcionamiento de la placenta. Las células trofoblasticas
son muy versatiles como indica los diversos antigenos que expresa. Aunque,
primordialmente estas células se caracterizan por la expresion constitutiva de
gonadotropina coriénica y de fosfatasa alcalina placentaria, otros muchos
marcadores tales como CD10, Bcl-2, citoqueratina 7, citoqueratinas AE1/AE3 y
E-cadherina se encuentra en un gran nimero de estas células. Bcl-2, que inhibe
la apoptosis, curiosamente parece estar presente en cantidades equivalentes en
el trofoblasto vellositario en comparacion con el primer trimestre y no parece
estar implicado en la capacidad del TNF-a para inducir apoptosis del
trofoblasto. La rica red vascular de las vellosidades es puesta en evidencia por
la deteccion inmunohistoquimica de CD31, CD34, actina muscular y especifica

(HHF35); que remarcan cémo los vasos tienden a concentrarse a lo largo del
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perimetro de las vellosidades. La desmina y smothelina son excelentes
marcadores para células con capacidad contractil en la placenta y nos recuerda
que las citoquinas que pueden modular la contractilidad vascular/célular
pueden tener un marcado efecto de tipo constrictor en la placenta. De igual
interés es la ausencia o la poca importancia relativa de otros marcadores

antigénicos de la placenta. (Nuovo G. 2006).

Las células trofoblasticas forman la interfase entre el feto y los tejidos y la
sangre materna que facilitan la tolerancia o lo que es lo mismo el escape al
alorreconocimiento, porque carecen de antigeno leucocitario humano clasica
(HLA) molécular de clase I y II. La Inmunorregulacién local, o la tolerancia, en
la decidua esta mediada en parte por trofoblastos extravelloso secretor de HLA-
G (+), que invaden el tejido y evitan la eliminacién por las células NK, células T
citotéxicas y los macréfagos maternos. Las hormonas placentarias orquestan la
funcién reguladora de las células inmunes maternas y su composiciéon. En
contraste, las células de sincitiotrofoblasto en la superficie de las vellosidades
coriales, en contacto con la sangre materna, mantienen un estado de inmunidad
sistémica materna disminuido a través de la activacion de la inmunidad innata
y la inclinacién hacia la inmunidad humoral. Esto permite el mantenimiento de
un sistema inmune saludable en las mujeres embarazadas y las respuestas
robustas de anticuerpos protectores a los patégenos al tiempo que permite la
supervivencia del feto (Kumpel BM et al. 2012). No sorprende por tanto la
escasa repercusion y ausencia de fendémenos inflamatorios que hemos
encontrado en las biopsias de placenta.

Los procesos inflamatorios en la decidua, la interfase materno-fetal, se
caracterizan por la infiltracién de leucocitos y son un evento precoz durante el
parto a término y pretérmino. Hamilton y colaboradores (Hamilton S et al.
2012) cuantificaron la presencia de leucocitos en decidua en placentas de
puérperas con RN a término y prematuros (por causa idiopaticas y asociadas a
infeccién). En deciduas de prematuros por causa idiopaticas el ntimero de
macroéfagos era 4 veces mas altos que en las deciduas a término (P <0.01) y 2.5

veces mayor en las de prematuro asociadas a infeccion (P <0.05). La cantidad
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de leucocitos neutréfilos era similar en deciduas a término y pretérmino pero
con nimero elevado (5 a 53 veces p<0.01) en las pretérmino asociadas a
infeccion. Igualmente, los linfocitos T y células NK fueron més abundantes en
deciduas pretérmino (P<0.05). No obstante, no se produce la generacién de
linfocitos T citotoxicos potencialmente perjudiciales en la mayoria de los

embarazos (Billington WD. 1992).

En modelos experimentales en ratas con induccion de eventos
inflamatorios los resultados en referencia al infiltrado por células inflamatorias
(leucocitos y macréfagos) en la decidua son semejantes a los obtenidos en
humano, tanto en los casos de PP como en los a término, apoyando el papel de
mediadores inflamatorios derivados de leucocitos en la activacion decidual
(Hamilton S et al. 2012).

Para Satoskar y colaboradores, las células CD45+ T y B son raras en la placenta
y su presencia no se correlaciona con la infeccién en el dtero. Aunque los
macrofagos CD68+ son tipicamente abundantes en la placenta, la cantidad
tampoco se correlacionaria con el grado de infeccién uterina (Satoskar A et al.
2004; Nuovo GJ et al. 2005). En la placenta, las células B -x o A-positivas rara vez
se detectan, incluso con una grave infeccion en el atero, de nuevo debido a la
respuesta inmunoloégica relativamente moderada de este 6rgano. Finalmente, el
marcador de proliferacion Ki-67 esta presente en muchas células en el primer
trimestre, es menos abundante en el segundo trimestre, y es rara vez presente
en el tercer trimestre. Por lo tanto, la deteccién de Ki-67 podria ayudar a
determinar el grado de madurez de la placenta (Nuovo G. 2006). En nuestra
serie todas las placentas correspondian al tercer trimestre y no se realiz6 la
determinacién del antigeno de proliferacion Ki-67 en prevision de su escasa

expresion.

El estudio del infiltrado de subpoblaciones leucocitarias en la interfase
materno-fetal placentaria en embarazadas con periodontitis no ha sido descrito
hasta la actualidad. El namero de leucocitos contabilizados en las vellosidades

placentarias demuestran el predominio de linfocitos T CD8 positivos y la
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ausencia de villitis crénica o corioanionitis (definidos previamente). Durante el
embarazo, los linfocitos maternos de la interfase materno-fetal juegan un papel
importante en la tolerancia inmune del feto alogénico. En este sentido las
células NK de la decidua juegan un papel fundamental en la placentaciéon y en
contraste con las células NK de sangre periférica pierden sus granulos de
secrecion citotoxica y secretan factores proangiogénicos y regulan la invasion
trofoblastica (Cerdeira AS et al. 2013). Mientras que en la decidua, porcién
materna de la placenta, se observan linfocitos T (CD4+) y NK (CD56+), en las
vellosidades coriales no se aprecian células positivas en nuestra serie ni en las
placentas del grupo Control ni en el grupo de Casos. Los linfocitos T (CD8+)
como se indica en los trabajos de Tilburgs y colaboradores (Tilburgs T et al.
2009, 2010) tendrian un papel regulador y favorecedor de la tolerancia (Treg),
ya que segln estos trabajos, carecen de perforina y granulos citotéxicos, aunque
en nuestro caso no hemos determinado especificamente la presencia de
perforina, granzime B o Tia-1 seguramente corresponde a células Treg ya que
no hay ninguna evidencia de lesién tisular. Igualmente las células
monociticas/ macrofagicas vellositarias (CD68+) especialmente las células de
Hofbauer desempefian un papel regulador en contacto con otras células,
fenémeno descrito para las células CD14 positivas y NK en la decidua (Vacca P
et al. 2010). No hubo diferencias entre los diferentes subpoblaciones
leucocitarias valoradas (CD45, CD3, CD8, CD4, CD56) ni en la expresion
semicuantitativa de COX-2. Estos hechos confirmarian la ausencia de infeccién
morfolégicamente detectable y el posible papel regulador de la inmunidad de

algunas de las subpoblaciones circulantes o residentes.

En resumen, el infiltrado leucocitario presente en las vellosidades de las
placentas de nuestro estudio, puede corresponder a dos hechos. Uno, a células
circulantes (leucocitos y linfocitos) y residentes (células macrofagicas de
Hofbauer) relacionadas con la regulacién inmunitaria. Dos, el ntimero de
células inflamatorias CD45, CD3 y la expresion semicuantitativa de COX-2
ligeramente superior en el grupo de Casos que en el grupo Control, aunque no

estadisticamente significativo, podrian estar relacionados con un estatus
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proinflamatorio subclinico en la interfase materno-fetal que pudiera colaborar
en el desencadenamiento del parto prematuro, en el contexto de un proceso

multifactorial.

Las biopsias placentarias fueron también evaluadas para descartar
intervillositis histiocitaria crénica que es una lesion poco frecuente, por lo que
no es reconocida habitualmente por los patélogos quirdrgicos generales. Se
asocia con pobres resultados perinatales, incluido el retraso del crecimiento,
abortos recurrentes y muerte fetal. Aunque la etiologia es desconocida, se
considera que tienen una base inmunolégica, con reaccién materna contra la
placenta (Doss BJ et al. 1995; Parant O et al. 2009). Pero, hasta nuestro
conocimiento, en la mayoria de los casos se sospecha una etiologia no
infecciosa. Dos de los casos descritos por Traeder et al (Traeder J et al. 2010) se
asociaron con la tecnologia de reproduccién asistida, aunque no hay datos
suficientes para atribuir una asociaciéon. Se ha sugerido que la intervillositis
histiocitica crénica se encuentra en el espectro de la lesiéon mas reconocida como
villitis de etiologia desconocida (Labarrere C et al. 1987). La incidencia de villitis
cronica de etiologia desconocida varia del 10% al 33% en embarazos de alto
riesgo y del 8% al 14% en la poblacion general (Parant O et al. 2009). Boyd y
Redline (Boyd TK et al. 2010) encontraron una tasa similar de 6/10000 en el
segundo y tercer trimestre placentas. En el estudio de Boyd y Redline, la tasa de
recurrencia fue del 67%. La mortalidad perinatal en esta serie fue del 77%, con
solo el 18% de los embarazos llegan a 37 semanas. No existen criterios
histolégicos establecidos para el diagnoéstico de la villitis histiocitaria crénica. Se
caracteriza morfolégicamente por depésitos de fibrina perivellositaria y areas
de infarto en la cara materna placentaria y una diferencia significativa entre los
recuentos de células CD68 + en los casos y en los controles. (Weber MA et al.
2006; Heller DS. 2012). Sin embargo, en nuestra serie de casos no se observaron
depésitos de fibrina intervillositarios por lo que no pudo establecerse este

diagndstico ni achacarse ninguno de los PP a esta etiologia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heller%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22646274

PERIODONTITIS COMO FACTOR DE RIESGO DE PARTOS PREMATUROS Y/O BAJO PESO

6.5. DISCUSION DE RESULTADOS DE LA  EXPRESION
INMUNOHISTOQUIMICAS DE BIOMARCADORES EN PLACENTA.

El resultado del andlisis de la morfologia placentaria fue similar entre los
dos grupos y era compatible con vellosidades coriales del tercer trimestre sin
patologia relevante. Sin embargo, el estudio morfométrico de expresion
inmunohistoquimica de los marcadores proinflamatorios, vasculogénicos y de
estrés oxidativo fueron diferentes en el grupo Control frente a los grupos de

Casos.

Un estado proinflamatorio subclinico en la interfase materno-fetal podria
contribuir, entre otros factores, a la activacion de PP como sugiere el aumento
de expresion de IL-1B y COX-2 (medida cuantitativamente) en trofoblastos
placentarios. Este evento indica que se trata de la regulacion de la COX-2 en las
membranas placentarias que media el aumento de la sintesis de
prostaglandinas, hecho que promueve el parto. Por lo tanto, es razonable
pensar que los altos niveles de estas sustancias producidas por un estado pro-
inflamatorio establecido en la madre pueden influir en el resultado del
embarazo. Un estudio previo de nuestro grupo indic6 este hecho (Mesa F et al.
2012). Sin embargo, la mayor expresion de COX-2 en ese informe no lleg6 a ser
estadisticamente significativa. Esta falta de significacién podria ser atribuible a
la evaluacion semicuantitativa de esta variable utilizada en ese estudio
concreto. En la presente memoria realizamos ademds una evaluaciéon

cuantitativa complementaria lo que puso de manifiesto un importante aumento

de la expresion de la COX-2.

Estudios recientes se han centrado en el papel de la familia de VEGF y de
sus receptores en los resultados adversos del embarazo. Algunos estudios
muestran que una disminucién de los niveles de expresion de esta familia de
factores de crecimiento angiogénicos en la placenta estdn implicados en la
patogénesis de PP (Andraweera PH et al. 2012) y el aumento de ellos indica una
respuesta a la hipoxia o isquemia (Kumazaki K et al. 2002). También se ha

informado de que el VEGF puede estar asociado con la etiologia de la
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periodontitis por el hecho de que VEGF aumenta la permeabilidad vascular y la
angiogénesis, que también estd asociada con la EP (Sert T. et al. 2011; Horton

AL & Bogges KA. 2012).

La expresion de podoplanina placentaria se ha sugerido que participa en
la angiogénesis fetal durante el desarrollo de la placenta. Hallazgos recientes
han demostrado un nivel podoplanina reducida en placentas preeclampticas
(Wang Y et al. 2011). Nuestros resultados muestran una diferencia en la
expresion de podoplanina en células del estroma de la placenta entre el grupo
de Casos y de Controles, siendo mayor la expresién en PP y/o BPN. Este evento
puede contribuir a la apariciéon de problemas durante el embarazo, pero el

papel de esta proteina en la placenta es atin desconocido.

Los altos niveles de HSPs en placenta sugieren la presencia de cambios
hipéxicos o isquémicos y la lucha de las células para sobrevivir (Padmini E et al.
2012). Las HSP de produccién por bacterias periodontopatogénicas pueden
contribuir al desarrollo de la EP. Debido a la similitud de la HSP humana y
bacteriana, se produce una reacciéon cruzada de las células T. Podria ser uno de
los factores responsables de la inducciéon de la autoinmunidad, con la

consecuente destruccion periodontal (Mizuno N et al. 2011; Saba JA et al. 2007)

6.6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Se sugiere que el riesgo de PP puede aumentar cuando el feto esta
expuesto a bacterias periodontales, a través del inicio de una respuesta
inflamatoria. F. nucleatum y P. gingivalis han sido aislados en placenta, en el
liquido y en las membranas amniéticas de madres con RN pretermino y con
rotura prematura de membranas (Cahill R et al. 2005; Leén R et al. 2007; Katz
J et al. 2009; Gauthier S et al. 2011). En este mismo sentido, F. nucleatum ha sido
descrito como la especie mas prevalente encontrada en liquido amniético
asociada a PP (Han YW et al. 2009). Este mismo autor sugiere que F. nucleatum
desde la boca de la madre llega a la placenta y al feto, ocasionando una

inflamacién aguda y la muerte fetal (Han YW et al. 2010). F. nucleatum fue
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detectado en muestras de la cavidad oral en todas las mujeres donde se detecto
esta bacteria en muestras de vellosidades coridnico. S6lo dos posibles vias
pueden transportar F. nucleatum hacia los tejidos coriénicos, desde la cavidad
oral por diseminacién hematégnea, o desde la vagina y el cérvix, llegar al ttero.
La via sanguinea es la més defendida, un estudio demuestra que al inyectar F.
nucleatum en ratas, se produce un aislamiento de dicha bacteria en la placenta y
causa PP (Han YW et al. 2004). No obstante, pensamos que no se puede excluir
la via vaginal dado que ningtn estudio hasta la fecha ha investigado la

presencia de la bacteria en muestras de estas localizaciones.

Una vez en la placenta, F. nucleatum invadiria diferentes tipos de células
gracias a su factor de adhesion fadA e induciria mediante la estimulacién de
TLR-2 y TLR-4 en células coridénicas, la producciéon de IL-6 y hormona

corticotropa placentaria, iniciando el parto (Tateishi F et al. 2012).

En el presente estudio, llevamos a cabo la identificacion y cuantificacion,
mediante cultivo en placa del biofilm subgingival en las 18 mujeres del grupo
de Casos y 11 del grupo Control con periodontitis. Se investigaron las especies
A. actinomycetencomitans, P. gingivalis, T. forsythia, C. rectus, F. nucleatum, S. oralis
y A. naeslundii. Estos dos altimos microorganismos se esperaban aislar ya que se
consideran como microbiota comensal. Sin embargo, P. micra y Capnocytophaga
sp fueron detectados sélo en el grupo de Casos. Por otro lado, E. corrodens solo
se pudo aislar en el grupo Control. No se detectaron diferencias significativas
en cuanto a la cantidad de las distintas especies de microbiota estudiadas entre
las mujeres con periodontitis de ambos grupos. Esto nos demuestra, que en caso
de periodontitis, tanto unas embarazadas como otras, presentan un biofilm
subgingival parecido, y que el efecto sobre el parto, de ser debido a las

bacterias, serd por un efecto diferente a la cantidad.

También se ha demostrado que hay bacterias en el biofilm
(especialmente C.rectus) que pueden causar alteraciones en los tejidos diana de

cualquier lugar de nuestro cuerpo. El ejemplo mas notable es la placenta, donde
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los cambios epigenéticos se han relacionado con resultados adversos del
embarazo. Parece que C. rectus provoca cambios en la placenta en desarrollo
que deterioran la perfusién, causan inflamacién y conducen a la contracciéon de
la musculatura lisa uterina, ruptura de la membrana y sindrome inflamatorio
neonatal (Barros SP et al. 2009). C. rectus es un importante organismo causante
de abortos en animales (especialmente equina) y su exposicién puede tener un
riesgo 3 veces mayor en los seres humanos. Ademads, se ha demostrado que
C.rectus puede reducir la expresion del factor de crecimiento en el tGtero y puede
ser un factor importante en la restriccion del crecimiento fetal. Si estas acciones
de la bacteria en si se confirman, creemos que el PP se tiene que deber a otras
causas independientes a la cantidad. En nuestro estudio, aunque hubo C. rectus

en ambos grupos, hubo mas cantidad en el grupo Control.

Una limitacién de este estudio es no haber realizado anélisis maés
completos determinando la presencia de microorganismos periodontales en
embarazadas con PP y embarazadas con partos a término sin periodontitis, con
el fin de poder comparar sus perfiles microbianos. Sin embargo, las
investigaciones previas que han estudiado la presencia de microorganismos,
tanto a nivel subgingival, como a nivel de la placenta no muestran una clara
asociacion entre la bacteria periodontal y el PP. Leén y colaboradores, describen
una prevalencia de 30.8% de P. gingivalis en el liquido amniético de
embarazadas diagnosticadas con riesgo de PP. Sin embargo, casi la mitad de los
pacientes positivos para P. gingivalis no tenian periodontitis (Leén R et al.
2007). Del mismo modo, Ovalle y colaboradores en un estudio con
embarazadas con PP y diferentes estados de salud periodontal, no encontré
diferencias significativas en la incidencia de PP en mujeres con cultivo positivo
y con cultivo negativo para bacterias periodontales aislados tanto del liquido
amniotico como del liquido crevicular (Ovalle A et al. 2009) Hasegawa-
Nakamura et al. S6lo encontraron P. gingivalis en algunas muestras de placa
subgingival o muestras de saliva en las mujeres con gingivitis y periodontitis
(Hasegawa-Nakamura K et al. 2011). Como en nuestro trabajo, esta bacteria no

se detectd en todas las muestras estudiadas. En un estudio reciente, se
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detectaron patégenos periodontales como F.nucleatum, P. intermedia, T. forsythia,
A. actinomycetemcomitans y T. denticola en muestras orales de mujeres con
embarazos normales y de alto riesgo. Sin embargo, s6lo F. nucleatum fue
detectado en tejidos coriénicos de mujeres con embarazo de alto riesgo (Tateishi

F et al. 2012).

Estos estudios demuestran que la deteccién de una o varias especies en el
surco gingival de las mujeres embarazadas no significa necesariamente que van
a estar presentes en la placenta, y el hecho de estar presente en la placenta,
hasta ahora, no se ha considerado relevante para la edad gestacional del

neonato o para el peso corporal del mismo.

El hallazgo por Nested-PCR de diferentes tipos de bacterias en algunas
de las muestra de placenta analizadas, deja abiertas nuevas vias de
investigacion y conduce al planteamiento de nuevas hipétesis que completen

los hallazgos de la presenta Tesis Doctoral.
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1. La prevalencia de la periodontitis en las puérperas con recién nacidos
prematuros y/o bajo peso fue del 19.78% frente al 7.18% en las puérperas con
partos a término y peso normal. En cuanto a la gingivitis, la prevalencia fue de
un 28% en el grupo de Casos y de un 21.9% en el grupo Control. Estos valores
se encuentran dentro de los limites esperados para la poblaciéon de embarazadas

en nuestro entorno sociosanitario.

2. En nuestra serie la periodontitis ha resultado un factor de riesgo
independiente para producir un resultado adverso en el embarazo, asi las
pacientes con periodontitis tuvieron 3.18 veces mas probabilidad de tener un
parto prematuro y/o recién nacido con bajo peso que las que mantuvieron

salud periodontal durante el embarazo.

3. La relacion dosis/respuesta (gradiente biolégico) estadisticamente
significativa entre la gravedad de la periodontitis y tener un parto prematuro
y/o recién nacidos con bajo peso pone de manifiesto la importancia de la

evaluacion del estatus de salud oral en las embarazadas.

4. En suero, IL-1B, IL-6, IL-8 presentaron concentraciones significativamente
mayores en los controles, TNFa y IL-23 present6 concentraciones parecidas en
ambos grupos mientras que no se detect6 IL-17 en ninguna de las muestras. La
determinacién de IL-10 en las puérperas con parto prematuro y/o RN de bajo
peso fue muy superior a las puérperas con partos a término y peso normal.
Ninguna de las modificaciones de los niveles de expresion sérica de
interleuquinas guarda relaciéon con el desarrollo de parto prematuro y/o
recién nacidos de bajo peso. Por tanto los biomarcadores inflamatorios
analizados a nivel sistémico no tienen validez para predecir este resultado

adverso del embarazo.
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5. El nimero de células inflamatorias CD45 y la expresion de COX-2 fue
superior en el grupo de Casos que en el grupo Control. Contrariamente, se
apreci6 un numero significativo mayor de células macrofagicas
intravellosidades en las placentas de los controles que en las de los casos. No
hubo diferencias entre grupos en el resto de anticuerpos observados, CD3, CD8,
CD4, CD56, CD68, CD10 y CD20. Estos hechos confirman la ausencia de
infeccién morfolégicamente detectable y el papel regulador de la inmunidad de
las células presentes. Sin embargo, el mayor nimero de células y la mayor
formacién de mediadores de la inflamacién en los casos, medido también
indirectamente por la mayor expresion de COX-2, podrian estar relacionados
con un estatus proinflamatorio subclinico en la interfase materno-fetal que

pudiera desencadenar el parto prematuro.

5. La demostraciéon de expresion inmunohistoquimica significamente
incrementada de biomarcadores de sefializaciéon de inflamacion (IL-1p, COX-2),
de vascularizaciéon (VEGFR1, podoplanina) y de estrés oxidativo (HSP-70) en
placentas en el grupo de Casos sugiere su posible participacion en los
mecanismos que inducen la aparicién de un parto prematuro y/o recién nacido

de bajo peso.

6. Las bacterias periodontopatégenas que se identificaron en el liquido
crevicular de casos y controles con periodontitis son P. micros, F. nucleatum, A.
actinomycetencomitans, P. gingivalis, T. forsythensis y C.rectus no habiendo
diferencias ni cuantitativas ni cualitativas significativas entre ambos grupos. En
ninguno de los grupos se encontré P. intermedia. Descartando con ello el papel
etiopatogénico de un biofilm especifico como factor de riesgo de desencadenar

un parto prematuro y/o recién nacido de bajo peso.

Conclusién final: La apariciéon de parto prematuro y/o recién nacido de bajo
peso atiende a un mecanismo multifactorial donde variables socio-sanitarias,
ginecolégicas y diferentes factores locales placentarios tiene un papel relevante
y la presencia de periodontitis en la embarazada se constituye como un factor

de riesgo independiente.
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Anexo 1. Documento de Informacién clinica.

DOCUMENTO DE INFORMACION CLINICA PARA LOS PARITICIPANTES EN
EL ESTUDIO DE INVESTIGACION SOBRE ENFERMEDAD PERIODONTAL Y
RECIEN NACIDOS DE BAJO PESO Y/O PREMATUROS.

Titulo del proyecto

Periodontitis como Factor de Riesgo para Recién Nacidos prematuros y/o con bajo
peso al nacer (RNBP)

Finalidad

Investigar los posibles efectos de la enfermedad periodontal (gingivitis y periodontitis)
como factor de riesgo en partos prematuros.

Descripcion del proceso
Para alcanzar los objetivos del Proyecto de Investigacion es necesario:
. Que conteste un cuestionario sobre habitos e higiene oral.

. Que me realice un examen bucal consistente en revelar la placa bacteriana con
reveladores orgénicos (para determinar higiene oral), y explorar la encia con una sonda
periodontal para detectar posibles lesiones periodontales.

. Que me tomen una muestra de sangre de 15 ml para cuantificar citoquinas
proinflamatorias que pudieran explicar la relacién entre periodontitis y RNBP. (Las
muestras de sangre recogidas sé6lo se utilizaran para fines especificos de este estudio).

. Que me tomen una muestra de cotiledén placentario para su posterior anélisis
anatomopatologico. (S6lo se utilizardn para fines especificos del estudio)

Riesgos y complicaciones
Los propios de una extraccién de sangre:
- Sangrado excesivo por el punto de puncioén.

- Formacion de hematomas.
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- Desmayo o sensaciéon de mareo.

- Infeccion por pérdida de la integridad de la piel.
- Punciones multiples para localizar las venas.
Derechos

Tiene derecho a:

. Rehusar su participacion en el estudio.

. Retirar su consentimiento en cualquier momento.

. No responder a cualquier pregunta del cuestionario que no desee contestar.
Confidencialidad

Su participacién y datos proporcionados seran estrictamente confidenciales.

Aunque los datos de este estudio pueden enviarse a otro lugar para su analisis, no se
proporcionard ninguna informacién de identificacion personal para este analisis. No se
usard su nombre en ningtn informe del estudio.

Resultados

Los resultados de este estudio se usaran para ayudar a planificar estrategias para
reducir los factores de riesgo implicados en recién nacidos prematuros y/o con bajo
peso al nacer.

Aprobacion ética

Este estudio ha recibido la aprobacion del comité de ética de investigacion de este
hospital.

Repercusiones de rechazar el tratamiento propuesto

La participacion en este estudio es voluntaria y en cualquier momento puedo
abandonarlo sin dar explicaciones y sin que ello afecte a mis cuidados médicos.

Si después de leer detenidamente este documento necesita mas informaciéon no dude
en preguntar al odontélogo responsable del estudio.
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Anexo 2. Declaracion de consentimiento

DOCUMENTO DE DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Este documento tiene como finalidad dejar constancia de que usted, o quien le
represente, ha otorgado su consentimiento para participar en este estudio y, por tanto,
nos autoriza a intervenir en los términos acordados previamente. Antes de firmar este
documento, usted debe haber sido informado de forma verbal y por escrito sobre el
procedimiento que le aplicaran.

CONSENTIMIENTO

Manifiesto que estoy conforme con el procedimiento que me han propuesto, y
que he recibido y comprendido satisfactoriamente toda la informacién que considero
necesaria para adoptar mi decision. Asimismo, se me ha informado sobre mi derecho a
retirar mi consentimiento en el momento en que considere oportuno, sin obligacion de
justificar mi voluntad y sin que de ello se derive ninguna consecuencia adversa para
mi.

También manifiesto que se me ha informado sobre mi derecho a solicitar mas
informaciéon complementaria en caso de que lo necesite y a que no se me practique
ningtn procedimiento adicional, salvo aquellos de los que he sido informado, para el
que doy mi aprobacion, salvo que sea estrictamente necesario para salvar mi vida o
para evitar algin dafio irreparable para mi salud.

En Granada,a.................. Al de.........

Fdo. El paciente Fdo. Elena Pozo Martos
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Anexo 3. Encuesta a embarazadas

Numero ficha:
Caso Control

Fecha: / /

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Y ENCUESTA

Nombre paciente:
Domicilio:
Teléfono:

Edad (>34 <18):
IMC

Peso habitual: Peso actual:
Raza:

Estado Civil:

Estudios:  ningtn estudio estudios basicos

Talla:

* Ancestros afroamericanos

estudios medios

estudios superiores no universitarios estudios superiores
universitarios
Profesion:
Tabaquismo
Nunca: Exfumadora:

Antes del embarazo: <15 cigarrillos al dia

Durante el embarazo: <10 cigarrillos al dia
Tabaquismo pasivo: Tiempo de exposicion:

Café: Cantidad diaria:
Alcohol (1-0):
Drogas: Cantidad:

Hipertension: Habitual:

NP° de vasos diarios:

>15 cigarrillos al dia

> 10 cigarrillos al dia

Exbebedora:
Exdrogadicta:

Gestacional:
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Enfermedades de transmision sexual:

Infecciones urinarias: Infecciones bacterianas vaginales:
Diabetes Habitual: Gestacional:
TBC: VIH: Alergias:

Enfermedades sistémicas importantes no relacionadas con el parto:

Tratamiento crénico con antibiéticos:

Antecedentes del embarazo y parto actual:

Parto normal: Cesérea: Forceps, espatulas, ventosas:
Complicaciones del embarazo

Sangrado vaginal: Placenta previa: Cirugia de emergencia:
Rotura prematura de membrana:

Presentacion Cef: Pod:

Gestacion maltiple:

Infecciones del tracto genitourinario:

Uso crénico de antibiéticos durante el embarazo:

Caracteristicas del recién nacido

Edad gestacional Semanas: Menor de 37 s:
Peso: Talla:

Otro diagnoéstico médico:

Historia previa de partos prematuros y recien nacidos de bajo peso

Antecedentes familiares Parto prematuro: Bajo peso:
Partos que completaron su periodo normal:

Partos prematuros previos:

RN previos con bajo peso:

Gestas: Abortos: Partos: Nacidos vivos: Nacidos muertos:
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Examen de la cavidad bucal

Visitas al odontélogo durante el embarazo:
Tipo de tratamiento realizado:

Portador de proétesis removible:

Lesiones de mucosa:

N° de dientes presentes en boca:

Caries no tratadas:

Maloclusién Leve: Moderada: Severa:
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