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RESUMO

LIMA. Bruna Anastacio de, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, junho de 2023.
Comparacdo da microbiota vaginal de gestantes normotensas e hipertensas.
Orientador: Elisardo Corral Vasquez.

Estudos recentes demonstram que as comunidades microbiolégicas que abrigam a
vagina humana sofrem alteragbes dinamicas devido a alteragcdes hormonais,
comportamentais e fisico-quimicas urogenitais. A distribuicdo do numero e
abundancia de diferentes tipos de organismos relacionados ao estado de disbiose tem
sido associada a diversas doencas humanas e considerada o “Lactobacillus” membro
dominante da flora vaginal na maioria das mulheres. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a associacdo da hipertensdo e a atuacdo dos lactobacilos na
microbiota do fluido vaginal de gestantes hipertensas em comparacao com gestantes
normotensas. A populacdo do estudo compreendeu gestantes internadas para
trabalho de parto em duas maternidades localizadas na cidade de Vitoria e regiao
metropolitana. O primeiro critério foi obter consentimento livre e assinado para ser
voluntario. As gestantes foram classificadas como hipertensas ou normotensas, com
base nos valores sistélicos e diastolicos comparados aos valores de referéncia das
diretrizes. O estudo consistiu em dados socioeconémicos e culturais coletados por
meio de questionario, dados clinicos de pressdo arterial sistolica e diastolica e
amostras de liquido vaginal de gestantes. Na analise do fluido vaginal, a taxa de
crescimento dos microrganismos foi obtida através da quantificacdo de Lactobacillus
e Bifidobacterium. As colbnias foram contadas e os resultados expressos como
crescimento percentual. A investigagdo mostrou que gestantes hipertensas
apresentavam disbiose da microbiota vaginal associada a falha de crescimento
bacteriano (60% do grupo hipertenso versus 10% do grupo normotenso) e menor
crescimento de Lactobacillus em comparacdo ao grupo normotenso (40% do grupo
hipertenso versus 80 % do grupo normotenso). Essa proporc¢ao também foi observada
nos valores sistolicos e diastélicos no pré e pés-parto, sendo que o grupo de gestantes
hipertensas apresentou valores pressoricos mais elevados. Consequentemente, a
idade gestacional média associada ao trabalho de parto foi de 38 + 0,7 semanas no
grupo hipertenso e 40 + 1,2 semanas no grupo normotenso. Por fim, a maioria das
gestantes hipertensas foi submetida a cesariana (65% versus 20% do grupo
normotenso). Os resultados obtidos levam-nos a concluir que a hipertensdo pode
estar associada a dishiose vaginal em gravidas hipertensas, apds alteracdes
importantes nas taxas de lactobacilos neste grupo.

Palavras-Chave: Hipertensdo. Gestacao. Microbiota. Lactobacillus. Disbiose.



ABSTRACT

LIMA. Bruna Anastacio de, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, june, 2023.
Comparison of the vaginal microbiota of normotensive and hypertensive
pregnant women. Advisor: Elisardo Corral Vasquez.

Recent studies demonstrate that microbiological communities that harbor the human
vagina undergo dynamic changes due to hormonal, behavioral and physical-chemical
urogenital alterations. The distribution of number and abundance of different types of
organisms related to the state of dysbiosis has been associated with several human
diseases and considered the “Lactobacillus” dominant member of the vaginal flora in
most women. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the association
of the hypertension and the performance of lactobacillus regarding the microbiota of
the vaginal fluid of hypertensive pregnant women compared to normotensive pregnant
women. The study population comprised pregnant women hospitalized for labor in two
maternity hospitals located in the city of Vitéria and the metropolitan region. The first
criterion was to obtain free and signed consent to volunteer. Pregnant women were
classified as hypertensive or normotensive, based on systolic and diastolic values
compared to guideline reference values. The study consisted of socioeconomic and
cultural data collected through a questionnaire, clinical data on systolic and diastolic
blood pressure, and vaginal fluid samples from pregnant women. In the analysis of the
vaginal fluid, the growth rate of microorganisms was obtained through the
guantification of Lactobacillus and Bifidobacterium. Colonies were counted and the
results expressed as percentage growth. The investigation showed that hypertensive
pregnant women had vaginal microbiota dysbiosis associated with bacterial growth
failure (60% of the hypertensive group versus 10% of the normotensive group) and
less growth of Lactobacillus compared to the normotensive group (40% of the
hypertensive group versus 80% of the normotensive group). This proportion was also
observerd in systolic and diastolic values in the pre-and post-partum period, with the
group of hypertension pregnant women showing higher blood pressure values.
Consequently, the mean gestational age associated with labor was 38 + 0.7 weeks in
the hypertensive group and 40 + 1.2 weeks in the normotensive group. Finally, most
hypertensive pregnant women underwent cesarean section (65% versus 20% of the
normotensive group). The results obtained lead us to conclude that hypertension may
be associated with vaginal dysbiosis in hypertension pregnant following important
changes in lactobacillus rates in this group.

Keyowrds: Hypertension. Gestation. Microbiota. Lactobacillus. Dysbiosis.



1 INTRODUCAO

Avancgos recentes nas pesquisas reconhecem que a microbiota residente
na vagina humana ¢é metabolicamente vibrante pois atua de forma
mutualista (simbioticamente benéfica), comensal (que ndo prejudicam nem
beneficiam) ou patégena (que prejudica o hospedeiro), como destacam Aagard et al
(2012) e Qin et al. (2010). Com o uso de abordagens metodoldgicas independente de
métodos tradicionais de cultura foi gerada a ampliacdo sobre o conhecimento da
complexidade de diferentes ecossistemas microbianos (HUGENHOLTZ et al., 1998).

Nesse cenario, a era metagendmica ou sequenciamento de DNA de alto
rendimento promoveu mudanca significativa nos tipos de dados obtidos rotineiramente
de amostras clinicas ao produzir resultados com uma visdo mais ampla sobre
estrutura, fungéo, dinamica e interacdes entre espécies de comunidades microbianas,
esclarece Dekio et al. (2005). Nesse sentido € importante destacar sobre o crescente
envolvimento de estudos investigativos na catalogacdo de assinaturas microbianas
especificas, dentre eles, esforcos para se obter uma melhor compreensédo no que
concerne a microbiologia da vagina humana, esclarece Ravel et al. (2011). Ao
referenciarmos a microbiota vaginal € notorio que lhe confira a habitacdo de
microorganismos altamente dependente de condi¢cdes ambientais bem como fatores
intrinsecos do hospedeiro, nomeado o lactobacillus peca chave desse nicho ecoldgico
uma vez que confere estabilidade do microssistema vaginal tanto de mulheres em
idade reprodutiva como em mulheres gestantes (PETROVA et al., 2015; SEVERGNINI
et al., 2022).

Adicionado a esse aspecto, variagcdes no microbioma humano possui uma
definicdo de caracteristica que se associa a estados inflamatérios oriundos de
doencas, incluso nesse escopo, doencas crénicas nao transmissiveis como a doenca
hipertensiva. Por conseguinte, a interrogacdo da microbiota de gestantes hipertensas
em comparacao a microbiota de gestantes ndo hipertensas pressup8e que o perfil de
rigueza em espécies sofra alteracdes decorrente ao estado de doenca.

No propésito de uma melhor compreensao do ecossistema vaginal sobre a
condicdo humana de mulheres gravidas hipertensas, o objetivo do estudo € avaliar a
associacgao da hipertensao e o desempenho do lactobacillus referente a microbiota do
fluido vaginal de gestantes hipertensas comparado a microbiota do fluido vaginal de
gestantes normotensas. Indubitavelmente o cultivo de microorganismos € significativo

para compreender a fisiologia e propriedades fenotipicas dos organismos, portanto,
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seu uso € expressivo na microbiologia clinica. Dessa forma, a metodologia utilizada
no presente estudo baseia-se na andlise do fluido vaginal amostrado em dois grupos
de gestantes: gestantes hipertensas e gestantes normotensas atendidas em duas
maternidades de referéncia do Estado do Espirito Santo.

Cabe ressaltar que esse trabalho consiste na andlise dos dados
metodoldgicos colhidos pela enfermeira mestre Fernanda Aldrigues Crispim na
primeira parte do projeto sendo esse estudo uma extensdo de seu trabalho que
abordara futuramente em conjunto, dados sobre a andlise da microbiota intestinal das

gestantes e do mec6énio dos recém nascidos.

1.1 Doenga hipertensiva em gestantes

Segundo Krieger e Lopes (2013), a hipertensdo arterial (HA) € um dos
maiores fatores de risco nas doencas cardiovasculares, acometendo
aproximadamente 35% da populac&o adulta. E caracterizada por elevacéo persistente
da presséao arterial (PA), ou seja, PA sistélica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg e/ou
PA diastdlica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg, medida com a técnica correta, em
pelo menos duas ocasides diferentes, na auséncia de medicacdo anti-hipertensiva
(SBC; SBH; SBN, 2021).

A regulagdo momento a momento da PA é efetuada por mecanismos neurais
que corrigem prontamente os desvios dos niveis basais para mais ou para
menos. Dentre aqueles que atuam em curto prazo, destacam-se os reflexos
neurais. Ja os mecanismos de controle ao longo de semanas e meses fica a
cargo da integracdo do sistema renal-enddcrino que equilibram o fluido do
corpo e a homeostase do sal com controle da pressao arterial (CHOPRA,;
BABY; JACOB, 2011, p. 282).

A HA e suas complicacBes sdo mediadas por diversos mecanismos cujo
traco comum é a disfuncdo endotelial, caracterizada pela baixa disponibilidade de
oxido nitrico (NO) e pelo consequente desequilibrio local entre fatores de relaxamento
e constricao de arteriolas (SBC; SBH; SBN, 2021).

As complicacbes da hipertensdo sédo decorrentes, principalmente, de
comprometimento cerebral, cardiaco e renal. A hipertensdo arterial pode ser tanto
causa como consequéncia de disfuncfes do controle autonémico cardiaco, endotélio
vascular e controle renal da volemia (HARRISON; COFFMAN; WILCOX, 2021).

Ainda conforme os mesmos autores (2021), uma dificuldade em tratar essa

doenca é o fato da mesma ser caracterizada como multifatorial e poligénica. Um dos
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desafios para o seu tratamento deve-se a regra “das metades”, ou seja, somente
metade dos hipertensos s&o diagnosticados e somente metade desses séo tratados,
sendo que, dentre os tratados, s6 conseguem atingir o efeito desejavel a sua metade
(GUPTA et al., 2017).

Ha vérias décadas foram iniciados estudos longitudinais desenhados e
acompanhados das doencas cardiovasculares. Nesse panorama um dos mais
explorados em todo mundo € o estudo de Framingham iniciado na década dos anos
50, baseado no uso de algoritmos multivariaveis de previséo de risco de desenvolver
doenca cardiovascular nos proximos 10 anos (ANDERSSON et al., 2019).

O estudo realizado em Framingham, segundo Fuchs, Biolo e Polanczyk
(2013), esta entre os estudos de coorte pioneiros e recrutou norte-americanos de
classe média (6 mil), entre 30 e 59 anos, a maioria de cor branca, acompanhados por
20 anos e,

Investigou fatores de risco para doenca arterial coronariana e cardiovascular,
tendo sido exemplarmente planejado, conduzido e analisado, estabelecendo
a base de grande parte do conhecimento sobre causacdo de doenca
cardiovascular. Inumeros estudos foram inspirados na experiéncia
desenvolvida em Framingham, expandido a base teérica da epidemiologia de
varios fatores de risco e doencas (FUCHS; BIOLO; POLANCZYK, 2013, p.
98).

Fundamental causa de morte entre homens e mulheres esta morbidade
afeta aproximadamente 10% da populacéo das gestantes. Nessa narrativa esse grupo
torna-se vulnerdvel a uma exposicdo de risco duas vezes maior para O
desenvolvimento de doencas cardiovasculares futuros quando comparadas as

gestantes normotensas (BENSCHOP et al., 2019).

No Brasil, em 2019, 65,7% dos 6bitos maternos foram decorrentes de causas
obstétricas diretas, 30,4% de causas obstétricas indiretas e 3,9% de causas
obstétricas inespecificas. Entre as causas obstétricas diretas, predominam a
hipertensdo (370 6bitos; 20%), hemorragia (195 6bitos; 12,4%), infeccédo
puerperal (69 6bitos; 4,4%) e aborto (43 Obitos; 2,7%) (BRASIL, Ministério da
Salde, 2021, p. 19).

De modo geral, os disturbios hipertensivos das gestacdes contribuem para
complicac¢@es fetais, como restricdo do crescimento fetal, baixo peso ao nascer, parto
prematuro, mortalidade fetal e neonatal, ressaltam Bertagnolli et al. (2016) e
Magalhdes et al. (2020). Hipertensdo cronica, pré-eclampsia/eclampsia (doenca
hipertensiva especifica da gravidez), pré-eclampsia sobreposta a hipertenséo crénica

e hipertensdo gestacional sdo formas distintas de quadros clinicos associadas a
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transtornos hipertensivos na gravidez (POLI-DE-FIGUEIREDO et al., 2010;
LECARPENTIER et al., 2013; LEON et al., 2016).

Fator de risco consideravel a observar, esclarece Fonseca et al. (2014), é
sobre a estimativa de que 15 a 20% das mulheres ja iniciam a gestacdo obesas.
Somado a isso, destaca Lashen et al (2004), estudos demonstram que mulheres
obesas tiveram maior incidéncia de aborto espontaneo, partos prematuros, conforme
Savitz et al. (2005) e risco de natimortalidade em sua prole (SEBIRE et al., 2001; CHU
et al., 2007).

Os distarbios hipertensivos na gestacéo ha varios anos vém desafiando a
ciéncia e preocupando as politicas publicas, explica Moura et al (2010). Problema
social de altos gastos possui fatores de risco predominantes configurados por baixa
renda familiar, pouca escolaridade, gestacdo com extremos na idade reprodutiva,
antecedentes pessoais e familiar de hipertensdo. Um caso comum é a hipertensao
cronica, ou seja, a mulher possui o diagnostico prévio da doenca hipertensiva no
periodo que precede a vigésima semana da gravidez ou além de doze semanas apos
o parto (AGRAWAL; WENGER, 2020).

A hipertensdo pré-eclampsia é intitulada como uma doenca inerente a
gravidez humana com desenvolvimento apds a vigésima semana de gestacdao,
acrescida de complicacdes como elevacéo da pressao arterial acima de 140/90mmHg,
nefrite, insuficiéncia hepatica e edema, esclarece Ives et al. (2020). De evolucéo
rapida e imprevisivel possui maior ocorréncia em gestantes hipertensas cronicas
guando comparadas a gestantes normotensas (SCOTT et al., 2022).

Na auséncia de sinais de pré-eclampsia e hipertenséo preexistente, com
acontecimento da elevacao da presséao arterial apds a vigésima semana de gestacao,
sem proteindria e com retorno dos valores pressoricos normais apés doze semanas
do parto temos a definicdo de hipertensdo gestacional. (PAPADEMETRIOU et al.,
2021; SCOTT et al., 2022).

E comum o diagndstico ser “por volta do primeiro trimestre ou bem no inicio
do segundo e esta associada a desfechos maternos e fetais adversos e complica
aproximadamente 1 a 5% de todas as gestagdes” (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2021, p. 896).

Para uma gravidez saudavel a fim de precaver a hipertenséo, cita Aouache
et al. (2008), mecanismos adaptativos na producao de vasodilatadores ocorrem em

toda circulacdo sistémica. O aumento de vasodilatadores do endotélio vascular na
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gestacdo estd associado ao acréscimo na expressdo de seus mediadores e, por
conseguinte, coordenam os eventos de sinalizagdo com o propdsito de prover sua

producgao sustentada.

Apesar dos mecanismos fisiopatologicos diversos, é valido ressaltar que pré-
eclampsia, eclampsia, hipertensdo crénica e gestacional sdo coerentes a
doenca hipertensiva e predispostas ao desenvolvimento de processos
inflamatdrios correlatos a disfuncdo endotelial (AOUACHE et al., 2018).

Tem sido sugerido que a disfuncdo do endotélio vascular associado a
hipertenséo arterial sistémica esté relacionada com uma inflamacao local e sistémica.
A inflamacdo é uma resposta “fisioloégica protetora a estimulos nocivos e/ou
patogénicos, e que a disfuncdo endotelial € um estado pré-inflamatorio, com alteragao
nas funcdes do endotélio [...]. Pode-se citar, ainda segundo Neves, Neves e Oliveira
(2016, p. 225), “entre os fatores patologicos, os radicais livres, que promovem lesao

tecidual e disfuncéo endotelial por perturbarem o equilibrio do éxido nitrico”.

1.2 Compreenséao da microbiota vaginal

Numa coevolucdo adaptativa hospedeiro e microbiota partilham em vida o
gue conhecemos de relagcdo comensal. O ponto chave dessa vivéncia condiz na
capacidade reservatoria do hospedeiro em expor um ambiente de colonizagcéo
enriquecido por elementos genéticos distintos de organismos procariontes na
estimativa teorica de um bilhdo de genes, destaca Wolf et al. (2016). Essa interface
composta de hospedeiro e microbio alberga um sistema complexo e articulado
agregados em nichos microbianos, seus genomas e condicdes ambientais
circundantes denominado de microbioma humano (GRECH et al., 2021).

De forma notavel essas comunidades microbianas detém a capacidade
intrinseca em manifestar uma variacao quase que imperceptivel entre os genes que
constituem as cepas da saude comparados aos genes de cepas das doencas
humanas. Esta caracteristica acompanha o fato de que algumas moléstias séo
capazes de se associar a grandes quantidades de géneros bacterianos, outras em
agrupamento de géneros menores, algumas sdo caracteristicas de microbios
patogénicos enquanto outras sao atribuidas por deplecao de bactérias benéficas para
a saude (ZEEVI et al., 2019).

Parte essencial do que somos, 0s microrganismos habitam superficies e

cavidades expostas distribuidos em composi¢des bacterianas com predominancia de
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90% para os filos Bacteroidetes e Firmicutes sendo os 10% restantes de
Proteobacterias e Actinobacterias (CARBONE et al., 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos de abordagens em
moléculas com técnicas de sequenciamento de DNA de alto rendimento precipitou a
revolucdo da biologia e medicina ao permitir a deteccéo de bactérias ndo cultivadas
ou altamente exigentes, independente dos métodos de cultura de técnicas tradicionais
anteriormente utilizados. (GRICE; SEGRE, 2012; ROGERS et al., 2009).

Com objetivo de avaliar a gama de configuragdes estruturais e funcionais
normais em comunidades microbianas saudaveis a fim de associar as mudancas de
suas caracteristicas as alteracdes na salude do hospedeiro, o Projeto do Microbioma
Humano analisou o conjunto de habitats corporais proveniente de cinco locais no
corpo (pele, passagens nasais, cavidade oral, trato gastrointestinal e trato urogenital)
entre o periodo de 2008 a 2013. A amostra foi composta por 242 adultos saudaveis,
rastreados e fenotipados

(THE HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012; GUPTA et
al., 2020).

O projeto em gquestao expds que as comunidades microbianas apresentam
diversidade e abundancia com forte especializacdo de nicho ecoldgico conforme as
caracteristicas taxonémicas especificas de cada habitat. Outro traco importante
revelado foi que a variacdo de composicao das comunidades microbianas dentro do
individuo demonstrou ser significativamente menor do que a variacao entre individuos,
pressupondo, portanto, caracteristicas funcionalmente relevantes e de singularidade
preditiva nas comunidades de seus respectivos ecossistemas (DING; SCHLOSS,
2014).

A segunda fase do projeto abordou condicBes essenciais da doenca na
disposicéo de obter uma perspectiva ampla das interacées do microbioma na saude
e na doenca associada a modulacdes sobre estados especificos das doencas como
trabalho de parto prematuro na gravidez, doenca inflamatoria intestinal e pré-diabetes
(INTEGRATIVE HPM RESEARCH NETWORK CONSORTIUM, 2014).

Outros estudos abordaram diferentes locais além dos inclusos no projeto
do microbioma humano, dentre os quais Ravel et al. (2011), através de uma coorte
composta por 396 mulheres em idade reprodutiva saudavel representando igualmente
guatro origens étnicas (asiatica, branca, negra e hispanica) expds em primeira mao, a
descoberta de cinco principais tipos de comunidades microbianas da vagina humana

identificadas como tipos Unicos de estados de comunidade (RAVEL et al., 2011).



14

Discriminadas em cinco comunidades, quatro foram dominadas por Lactobacillus
iners, L. crispatus, L. gasseri e L. jensenii (ZHOU et al., 2010). A quinta comunidade
apresentou alta diversidade polimicrobiana, bactérias anaerdbias facultativas e
proporcdes escassas de bactérias do acido que se correlacionam ao estado de
disbiose vaginal (RAVEL et al., 2011).

O resultado ocorreu na seguinte distribuicdo: L.iners foi observado na flora
vaginal de 83,5% dos individuos e dominancia de 34% na amostra. A prevaléncia
de L. crispatus foi de 64,5% em todas as participantes com dominancia de 26,2%, L.
gasseri em 42,9% dos individuos com dominéncia em outros 6,3% e L. jensenii em
48,2% e dominancia de 5,3% (RAVEL et al.,2011; ZHOU et al., 2007;).

O estudo demonstrou que 20-30% das mulheres saudaveis adscritas ao
projeto careciam totalmente do género lactobacillus e abrigavam uma variedade de
bactérias anaerobicas estritas ou facultativas vinculadas ao pH alto predispondo-as
as infecgcdes urogenitais, ressalta Bayar et al. (2020). Outro importante aspecto
observado foi que o quinto grupo era particularmente frequente em mulheres
hispanicas e negras (38 e 40%) na evidéncia que os tipos de estados de comunidades
microbianas apresentavam composicoes de espécies marcadamente diferentes em
relacdo aos diferentes grupos étnicos que compunham a amostra da pesquisa
(HYMAN et al., 2005; ZHOU et al., 2010).

Demais aspectos como transi¢des bioldgicas de nascimento, puberdade,
ciclo menstrual, atividades sexuais e fatores comportamentais supostamente foram
associados a dinamica temporal entre os tipos de comunidade em virtude do trafego
para dentro e para fora dos micrébios entre as comunidades (KROON et al., 2018;
DIGIULIO et al., 2015; COOLEN et al., 2005).

Flutuacbes microbianas dentre as comunidades que concorrem para
variacfes em abundancia e riqueza de espécies geralmente ocorrem em propor¢cdes
relativas, porém, esclarece Zhou et al. (2010), em alguns casos ocorrem
diferenciacdes significativas sobre o estado de comunidade ao longo do tempo, que
corresponde a uma forma alternativa para manutencéo do equilibrio. Estudos relatam
gue a fase do ciclo menstrual afeta importantemente a estabilidade da comunidade
(ESCHENBACH et al., 2000; KEANE et al., 1997).

Segundo Santiago et al. (2012), durante a ovulacdo na fase do pico do
estradiol h4 melhor estabilidade dentre as comunidades, porém na fase da
menstruacdo é verificado diminuicdo de lactobacillus. Essa caracteristica salienta a

dindmica das comunidades microbianas nesse periodo. Diante disso, embora exista
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diferenciacao sobre a dominancia dos lactobacillus e consequente alteracao no valor
de manutencé&o do PH vaginal entre as comunidades € notavel que, em contraposi¢cédo
a qualquer outro local anatdémico do corpo humano a maioria delas combinam uma ou
mais espécie de lactobacillus (KALIA et al., 2020; FOX et al., 2015).

Tal fato demonstra que mesmo exposta a perturbagdes a microbiota vaginal
denota um grau relativo de constancia e resiliéncia ao assegurar seus tracos
funcionais envolvendo comunidades restritas a determinadas espécies produtoras de
acido lactico (GAJER et al., 2012; HICKEY et al., 2012).

Responsaveis pela manutencao do estado protetivo e equilibrio da mucosa
vaginal através da producado de &cido latico os lactobacillus inibem o crescimento de
bactérias danosas através de diversos meios como competi¢cdo por adesao, resposta
imune e manutencao de concentracdes adequadas de compostos bioativos (Chee et
al., 2020; LINHARES et al., 2011).

Donders et al (2000), ressalta que o0 aumento na diversidade
polimicrobiana, selecdo e disputa contribuem para a queda na resisténcia lactobacilar,
concentracfes abundantes de bactérias selecionadas, pH alto, citocinas no colo do
Utero e vagina favorecendo a disbiose vaginal. Essas altera¢cdes quando associadas
a mulheres em estado gravidico desempenham papel fundamental na morbidade fetal
e infantil INTEGRATIVE HPM RESEARCH NETWORK CONSORTIUM, 2014; FOX;
EICHELBERGER, 2015).

Estudos relatam que a vagina gravida sofre mudancas marcantes com
diminuicdo expressiva na diversidade bacteriana e enriquecimento de Lactobacillus,
destacam DiGiulio et al. (2015); Gupta et al. (2020) e MaCintyre et al. (2015). O nivel
elevado de estrogénio também facilita que o Lactobacillus ocupe uma posicéo
dominante na flora vaginal (MACINTYRE et al., 2015).

Nesse periodo prevalece um ecossistema menos complexo relacionado
aos perfis metabolicos vaginais com reducdo nos niveis de metabdlitos associados a
disbiose como aminas biogénicas, alcoois, propionato e acetato (Marangoni et al.,
2021). Estudo relatam que embora exista uma distribuicdo distinta de varias espécies
bacterianas dependendo do periodo da gestacdo, quatro cepas principais foram
identificadas L. crispatus, L. iners, L. jensenii e L. acidophilus ou seja, compativeis
com as espécies mais comuns identificadas em mulheres saudaveis em idade
reprodutiva ou seja de 25 a 40 anos (EXTERNAL RNA CONTROLS CONSORTIUM,
2005; LI et al., 2020).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.838405/full#B12
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.838405/full#B25
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.838405/full#B37
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.838405/full#B37
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Pressupde-se que L. crispatus é a espécie mais estavel durante a gravidez
com maior adaptabilidade e contribuicio na manutengdo da microflora
(VERSTRAELEN et al.,, 2009). Curiosamente pode ocorrer deslocamento de
comunidades microbianas que transitam para outras dominada por Lactobacillus,
porém raramente para o tipo de estado de comunidade V que possui maior diversidade
bacteriana. Essa é uma caracteristica interessante da microbiota gravida e pode ser
analisada como uma adaptacdo das comunidades microbianas e do hospedeiro
(ROMERO et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas hipertensivas da gravidez muitas vezes podem estar
relacionadas a alteracbes de resultados perinatais, e 0os meios pelos quais 0s
microbiomas vaginais ajudam a prevenir doencas e manter a saude da mulher ainda

séo pouco compreendidos.

A composicdo da flora vaginal, durante a gestacdo, representa diversidade
relativamente menor, quando comparada a das mulheres ndo gravidas. Isso
ocorre devido a reducdo de alguns membros da comunidade vaginal e
enriguecimento de espécies-alvo de Lactobacillus. Sendo assim, a
composicdo da microbiota vaginal da gestante € mais estavel, uma vez que
confere protecéo contra infecgBes ascendentes (COELHO et al., 2021, p. 7).

Durante o periodo gestacional ocorrem diversas modificagdes fisiologicas
no organismo feminino, e tais modificacfes sao responsaveis por promover alteracdes
no potencial hidrogenionico (pH) vaginal e no equilibrio da microbiota local. Desta
maneira, a variacdo a um pH maior do que 4,2 pode alterar o equilibrio em detrimento
da flora habitual, servindo de caminho para a proliferacdo de germes patdgenos.

E extremamente importante estudar a gravidez, periodo tnico na vida de
uma mulher, quando o corpo passa por diferentes adaptacdes para proporcionar um
ambiente ideal para o crescimento fetal. Como tais mudangas também envolvem
todos os microrganismos, que variam em composicao e quantidade durante os trés
trimestres da gestacdo € necessario entender o desenvolvimento da microbiota
vaginal e sua relacdo, no caso deste estudo, sua associacdo e desempenho
relacionado a hipertenséo arterial.

Assim, visto que o periodo gestacional influencia positivamente no
desempenho da microbiota vaginal a fim de prover adequada taxa de lactobacillus
correspondente a sustentacdo de seu equilibrio, realizamos a quantificacdo dessa
bactéria em mulheres gestantes hipertensas e gestantes normotensas com o

propdsito de avaliar e comparar em ambos 0S grupos sua prevaléncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Comparar a quantidade de lactobacillus vaginal que cresce em cultura entre

mulheres gravidas hipertensas e normotensas.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar importantes caracteristicas da hipertensdo em gestantes;

e Compreender os aspectos que envolvem lactobacillus e bifidobacterium em
fluido vaginal de gravidas;

e Analisar gestantes com disturbios hipertensivos do presente estudo e

relacionar com dados socioecondmico-culturais;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Descrigao amostral

Este trabalho enquadra-se como um estudo quantitativo descritivo de caso-
controle em mulheres gestantes.

Foram selecionadas e analisadas neste trabalho gestantes hipertensas e
gestantes normotensas assistidas em maternidades da regido metropolitana da
Grande Vitéria constantes na primeira parte do projeto iniciado pela enfermeira mestre
Fernanda Aldrigues Crispim. A amostra deste estudo foi constituida por 50 gestantes,
sendo 30 normotensas e 20 hipertensas.

Os dados relatados nesta segunda fase do projeto foram analisados entre
2021 e 2022. A pesquisa foi desenvolvida em um hospital estadual com referéncia em
gestacédo de alto risco do estado do Espirito Santo e uma maternidade municipal da
Grande Vitoria - ES mediante prévia autorizacdo pelos responsaveis dos servigos.

Foi exigido aprovacédo do projeto pelo comité de ética em pesquisa (CEP)

com seres humanos, o qual foi cumprido.

4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Para o presente estudo participaram gestantes hipertensas e normotensas
referenciadas para trabalho de parto em duas maternidades da regido metropolitana
da Grande Vitoria - ES. Foram incluidas no grupo hipertensas gestantes com pressao
arterial maior ou igual 140/90 mmHg. Foi também constituido um grupo de gestantes
normotensas para efeito de comparacéao.

Foram excluidas pacientes (hipertensas e normotensas) que
desenvolveram outras patologias associadas no periodo gestacional, tais como:
diabetes, doenca renal, doenca cardiovascular nao hipertensiva, distlrbios
neurolégicos, doencas autoimunes, doencas tireoidianas e infeccbes sexualmente
transmissiveis. Também foram excluidas gestantes com uso de antibiéticos no

periodo inferior a 1 més antecedente ao parto ou durante 0 mesmo.
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4.3 Variaveis e categorias

Foram coletadas variaveis socioeconémicas-culturais como: etnia,
escolaridade, renda e pratica de atividade fisica. As varidveis clinicas analisadas
foram: comorbidade (hipertensdo e indice de massa corporal), via de parto (vaginal
ou cesarea), ocorréncia medicamentosa e avaliacdo da pressao arterial sistdlica e
diastdlica inicial (entrada das gestantes na maternidade até 48h antes do parto) e pos-

parto (periodo de até 48h apdés o parto).

4.4 Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e procedimentos éticos da

pesquisa

As gestantes que se enquadravam nos critérios de elegibilidade do estudo
foram convidadas a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
O documento foi arquivado no laboratério do coordenador de Biopraticas localizado
na Universidade Vila Velha/ES e uma coépia assinada por um dos pesquisadores
competentes do estudo foi disponibilizada para aquelas pacientes que assinaram o
documento. Somente apos assinatura do TCLE os procedimentos de coleta de dados
e protocolos foram realizados. Esse documento foi coletado por um pesquisador
participante do estudo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade de Vila velha (CEP-UVV) no dia 15 de marco de
2018, com o CAAE n° 84915818.9.0000.5064 e parecer n° 2.546.427.

4.5 Questionario

Foi aplicado um questionario sobre o estado socioecondémico e cultural das
gestantes recrutadas para o presente estudo. O prontuario eletrénico das pacientes
também foi utilizado para analise sistematica sobre informa¢des como alteracdes de
exames laboratoriais, alteragcdes em ultrassonografias, intercorréncias e uso de

medicamentos no parto na primeira fase do projeto.
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4.6 Coleta de dados de PA

Ao dar entrada nos hospitais, as gestantes foram identificadas quanto as
gueixas obstétricas e seu atual historico gestacional com internagéo para interrupcao
da gestacdo ou gestacdo saudavel pontuando também o critério de exclusdo. Caso
as pacientes aceitassem participar da pesquisa elas assinavam o TCLE.
Considerando que a hipertensdao foi uma das comorbidades por nés detalhada,
descrevemos a seguir, como foi mensurada.

A pressao arterial foi mensurada com aparelhos oscilométricos para evitar
viés de diferengas em acuidade auditiva entre os aferidores. O procedimento ocorreu
com a gestante sentada, com o braco no mesmo nivel do coracdo e com um manguito
de tamanho apropriado. Se foi consistentemente mais elevada em um braco, o braco
com os maiores valores foi usado para todas as medidas. Foram considerados os
valores de pressao arterial aferidas utilizando aparelho validado modelo Omron HEM-
7113, semiautomatico de braco.

Os valores pressoricos foram classificados de acordo com as diretrizes de
2020 da Sociedade Brasileira Cardiologia (SBC), que passou a considerar hipertensao
arterial quando a presséo esta igual ou maior que 130 mmHg por 80 mmHg. Antes a
classificacdo como hipertenso dava-se quando as medidas ficavam entre 135 mmHg
por 85 mmHg pela MRPA. Para as medi¢cdes em consultorio, os valores de referéncia
para hipertensédo continuam 140 mmHg por 90 mmHg (SBC; SBH; SBN, 2021).

4.7 Analise da microbiota do fluido vaginal

O material foi adicionado em um tubo com caldo MRS, o qual € um meio
nao seletivo para o crescimento de microrganismos e para a preparacao de inoculos
em ensaios microbiolégicos. Em seguida, este material foi colocado em jarra de
anaerobiose a 36°C durante 5 dias. Ap6s o tempo decorrido, os in6culos foram
colocados nas placas de Petri com as solucfes especificas para crescimento de
Lactobacillus e para crescimento de Bifidobacterium. Em seguida, foram incubados
novamente por 5 dias para analise da presenca ou auséncia de crescimento de
colénias. A determinacdo quantitativa de Lactobacillus, Bifidobacterium e possiveis
fungos filamentosos e leveduriformes foi adaptada de Mello et al (2009). Para o
isolamento de Lactobacillus foi utilizado o Agar Rogosa SL e para o isolamento de
Bifidobacterium foi utilizado o Agar BSM (MELLO et al., 2009; FERRARIS et al., 2010).
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4.8 Andlise estatistica

Foi aplicado teste de distribuicdo Gaussiana, quando a distribuicdo se
mostrou gaussiana, procedemos na andlise estatistica com testes paramétricos. Os
dados socioeconomicos e culturais foram descritos usando valores absolutos ou
percentuais e feita a comparacdo dos dois grupos de pacientes através do qui
guadrado, onde p < 0,05 (*) representa diferenca estatisticamente significativa. A
idade gestacional foi descrita como média + desvio padrdo (D.P.) para comparacdo
dos dois grupos utilizando o teste t de Student para amostras independentes.

Os dados de pressdo arterial, falha de crescimento de bactérias
(Lactobacillus e Bifidobacterium) foram avaliados por teste t de Student, para
amostras independentes. Os resultados foram considerados significativos quando p <

0,05. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism ® verséao 9.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da andlise da microbiota do fluido vaginal

No grupo das hipertensas observou-se uma diminuicdo significativa na
porcentagem de falha de crescimento de microrganismos no fluido vaginal
(aproximadamente 60%), comparado com 0 grupo normotensas (aproximadamente
10%) conforme mostra a figura 1, grafico A. Da mesma forma, podemos observar no
grupo normotensas (~80%) um crescimento significativamente maior de Lactobacillus
comparado com o grupo hipertensas (~40%) (figura 1, grafico B). Além disso, o
crescimento de Bifidobacterium foi semelhante em ambos os grupos (~20%) (figura 1,
grafico C). Juntos, estes resultados demonstram que as gestantes hipertensas

apresentam alteracdo da microbiota vaginal e consequente estado de disbiose.
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Figura 1. Crescimento de microrganismos de amostras de fluido vaginal.
Fonte: Vasquez (2021)

(A) Falha de crescimento bacteriano (B) Crescimento de Lactobacillus (C) Crescimento
de Bifidobacterium de gestantes do grupo normal e grupo de alto-risco. Os dados
estdo expressos em porcentagem de amostras totais de cada grupo. Os resultados
foram considerados significativos quando p<0,05 (Teste t de Student).

Na figura 2, a segquir, verifica-se valores individuais das gestantes
hipertensas (circulo vermelho) e normotensas (circulo azul). No lado esquerdo do
grafico temos a representacdo dos valores sistdlico/diastolico do grupo normotensas
e do lado direito valores sistdlico/diastolico do grupo de gestantes hipertensas.
Observa-se que tanto a pressao sistélica como a diastdlica do grupo hipertenso
apresentam valores dispersos deslocados para cima em relagdo aos valores

dispersos do grupo normal.
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Figura 2. Presséao arterial sistolica e diastélica inicial.

Fonte: Vasquez (2022)

Os dados estdo expressos em mmHg. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05. *p<0,05 comparado com gestantes do grupo
normotensas (Teste t de Student).

Na figura 3, temos a representacdo de graficos em formato de coluna que
correspondem aos valores sistolicos/diastolicos referente ao periodo pré-parto e pés-
parto. A mensuracao indireta da pressao arterial das gestantes hipertensas no pré-
parto foi realizada num periodo de 24h a 48h antes do parto com o valor médio da
pressao sistolica de 142+15.

Esse valor foi significativamente maior quando comparado as gestantes
normotensas que obtiveram valor médio sistdlico de 116+13. Nota-se diferenca de
19% entre os grupos analisados. Em relacdo a pressao arterial média diastélica no
periodo pré-parto ocorreu 0 mesmo padrao, é observado média diastélica de 91+10
para as gestantes hipertensas em comparac¢ao com as normotensas com valor médio

de 73+10. O percentual de diferenca também foi de 19%.
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Figura 3. Presséo arterial sistolica e diastdlica inicial.

Fonte: Vasquez (2021)

Os dados estdo expressos em mmHg. Os resultados foram considerados significativos
quando p<0,05. *p<0,05 comparado com gestantes do grupo normotensas (Teste t de
Student).

Apoés o parto a presséo sistélica das gestantes hipertensas foi reduzida
para uma média de 124+11 enquanto nas gestantes normotensas a meédia foi reduzida
para 107£10. Comparando os valores de pressao sistolica pré-parto e pos-parto as
gestantes hipertensas apresentaram uma reducdo de 13% comparado as gestantes
normotensas. Quando fazemos a mesma comparagao com as gestantes normotensas
entre pré e poés-parto a reducdo foi de 8mmHg. Concluimos que as gestantes
hipertensas mesmo sob medicacdo apresentaram valores no periodo pré-parto
significativamente maiores que as gestantes normotensas. E se observa o mesmo
guadro no periodo pos-parto (124 versusl1l07). Em relacdo a diastdlica os valores
foram 7719 nas gestantes hipertensas para 72+10 nas normotensas. As analises da
tabela 1, correspondem aos dados contidos nas planilhas da primeira fase do estudo,
com uma amostra caracterizada como gestantes do grupo normotensas (sem
comorbidades, n=30) e gestantes hipertensas (hipertensdo, n=20).

Conforme esperado, a meédia da idade gestacional das gestantes
hipertensas foi significativamente menor que as gestantes ndo hipertensas. Isso é
explicado pelo fato de que as gestantes hipertensas sdo de admissdes por internacao
emergencial. Além disso, em 65% das vezes a via de parto escolhida nas gestantes
hipertensas foi cirirgica (cesariana). Quase metade (45%) das gestantes fizeram uso
da medicacdo metildopa, medicamento comumente utilizado por gestantes. Outro
dado importante levantado dos formulérios, foi de que uma porcentagem maior de
gravidas hipertensas nao realizava atividade fisica ou realizavam exercicios fisicos

menos de 3x na semana em comparagdo com aguelas do grupo normotensas.



Tabela 1. Caracteristicas socioeconémicas e culturais das gestantes.
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Normotensas Hipertensas *p

Origem étnica materna, N (%)
Branca 19 (63,3) 4 (20) < 0,05
Negra 5 (16,7) 11 (55) <0,01
Parda 6 (20) 5 (25) <0,01

. 1
Medangdias Py 40212 38207 <005
Via de parto |
Vaginal (natural) 24 (80) 7 (35) <0,01
Cesaria (cirurgico) 6 (20) 13 (65) <0,01
Ocorréncia medicamentosa |
Emergéncia hipertensiva 0 (0) 6 (30) <0,01
Tratamento com Metildopa 0(0) 9 (45) <0,01
Escolaridade
Ensino médio 27 (90) 18 (90) NS
Ensino superior 3 (10) 2 (10) NS
Renda |
Desempregada 5 (16) 0(0) < 0,05
Um salario minimo 10 (34) 12 (60) <0,01
> que um salario minimo 15 (50) 8 (40) <0,01
Préatica de atividade fisica |
Nao ou £ 3 x na semana 8 (26) 8 (40) <0,05
> que 3x ha semana 22 (74) 12 (60) < 0,05

Fonte: Vasquez (2021)

Os dados estdo apresentados em valor absoluto e porcentagem ou média * desvio padrao
guando  necessario. *p < 0,05 indica diferenga estatisticamente significativa (teste de qui
guadrado) ou teste t de Student. Abreviacdes: D.P.= Desvio Padréo.
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6 DISCUSSAO

A descoberta do Lactobacillus (Doderlein Bacillus) por Gustav Doderlein
em 1892 o reveste na definicdo de habitante comum da vagina humana e género
peca-chave da microbiota vaginal (ROGOSA; SHARPE, 1960; REDONDO et al.,
1990). O Lactobacillus abrange mais de 130 espécies, 20 delas encontradas na
vagina humana (HUANG et al., 2014). Importantemente as comunidades vaginais
saudaveis sao tipicamente dominadas por apenas uma ou duas espécies,
geralmente L. crispatus, L. gasseri, L. iners ou L. jensenii (RAVEL et al., 2011).

Nesse cendrio a manutencdo de um pH baixo na vagina através da
producdo microbiana de 4cido lactico pelo lactobacillus cria um ambiente restritivo que
impede a proliferacdo de organismos patogénicos (WIJGERT et al., 2014; FOSCHI et
al., 2017). Do contrario, sua redugcdo combinada com o aumento de diferentes
espécies de bactérias anaerdbicas resulta na mudanca de um ecossistema vaginal
normal para uma disbiose polimicrobiana (CECCARANI et al., 2019).

Nas mulheres em estado gravidico os lactobacillus na vagina gravida
apresentam menor diversidade bacteriana e maior rica flora de lactobacillus
(ROMERO et al., 2014). Esses dados corroboram com os resultados comparado as
gestantes normotensas em razao da maior estabilidade sobre a taxa de crescimento
de lactobacillus (80%) verificados nesse estudo. No entanto em comparagcdo as
gestantes hipertensas provocadas pelo estado inflamatério associado ao quadro de
hipertenséo a taxa de crescimento bacteriano foi de 40%. Também houve falha de
crescimento de Lactobacillus sendo 80% de falha correspondente as gestantes
hipertensas e 10% para as normotensas. Esses achados demonstram que fatores
subjacentes do hospedeiro a exemplo da hipertensédo impulsionam a modulacéo sobre
a estrutura e dinamica das comunidades (LATA et al., 2010; ZHANG et al., 2019).

Nota-se também impacto nos resultados dos dados que envolvem média
da idade gestacional, via de parto e valores pressoricos sistolico/diastolico da presséo
arterial de gestantes hipertensas comparado as hormotensas em virtude da condicéo
de doenca do grupo das hipertensas. Em relacdo a média da idade gestacional
comparada as gestantes hipertensas (38 + 0,7) e gestantes normotensas (40 + 1,2),
foi pontuada diferenca importante corroborando com estudos prévios que a
hipertenséo na gravidez pode interferir na data provavel de parto e consequente risco
de parto prematuro (CORRIGAN et al., 2021, KIM et al., 2017).
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Conforme a literatura, o aumento da presséo arterial e a maior demanda de
oxigénio em distarbios hipertensivos produz estresse cardiovascular adicional e
consequente aumento nas taxas de hospitalizacdes de emergéncia e partos cesareos
(BRAMHAM et al., 2014; BATEMAN et al., 2012; ZAGROSEK et al., 2018).

Nesse sentido, os dados coletados do presente estudo demonstraram taxa
de parto cesareo de 65% para gestantes hipertensas contra 20% das gestantes
normotensas. No que tange ao dado sobre a atividade fisica, estudos prévios relatam
gue apesar dos avancgos substanciais na recomendacdo e promocao da atividade
fisica a fim de prevenir diversas complicacbes que podem ocorrer no periodo da
gravidez, em especial, 0 aumento do risco de doenca cardiovascular, a evidéncia é
gue a maioria das gestantes nao atingem as recomendacdes para a pratica da
atividade fisica (DIPIETRO et al.; 2019, EVENSON et al.; 2014). Esse dado
igualmente foi observado em ambos os grupos de gestantes, no entanto, as
hipertensas realizam menos atividade fisica (40%) quando comparadas as
normotensas.

A atividade fisica durante a gravidez também parece estar relacionada com
a via pela qual o parto sera realizado, onde mulheres sedentarias sdo mais propensas
a intervencéao cirurgica (DIPETRO et al., 2019). Quando analisamos condi¢cdes que
possam interferir na gestacdo € conhecido que a composi¢cdo das comunidades
bacterianas vaginais e metabdlitos relacionados desempenham um papel crucial na
saude materno-fetal (GUPTA et al., 2020; MARANGONI et al., 2021; NELSON et al.,
2016).

Quando analisamos esses aspectos adicionados ao diagnoéstico da doenca
hipertensiva observamos que as gestantes hipertensas tiveram uma reducéo
significativa na idade gestacional comparado com as gestantes do grupo normotensas
bem como apresentaram maior taxa de cesaria.

N&o houve diferenca no crescimento de Bifidobacterium no fluido vaginal entre
ambos os grupos das gestantes avaliadas. Este fato pode ser explicado, parcialmente,
pelo fato de que essa populacdo de microrganismos representa pouco mais de 3% da

microbiota vaginal em mulheres saudaveis.
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CONCLUSAO

Os disturbios no crescimento de microorganismos analisados na cultura do
fluido vaginal de gestantes hipertensas é concordante com alteracdo da flora
bacteriana e consequente quadro de disbiose vaginal. No entanto, o diagnéstico
microbioldgico padrdo baseado em cultura atinge pequenas por¢cdes de numerosos
microrganismos dentre os quais muitos sdo de dificil cultivo ou considerados néo
cultivaveis. Nesse sentido a capacidade de cultivo pode néo ser satisfatéria uma vez
gue pode resultar em requisitos de crescimento estritos, ou exigir combinacéo ideal
de nutrientes, temperaturas, niveis de oxigénio e necessidade de co-cultivar parceiros
com microbianos importantes. Logo, sugere-se que outros estudos sejam realizados

com essa populacdo usando outros tipos de métodos.
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