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RESUMO

Parto prematuro é uma das complicagcfes obstétricas mais frequentes e até 40% dos
casos parecem estar relacionados a infeccdo intrauterina, por ascensao a partir do
trato genital inferior. Dentre o0s agentes cérvico-vaginais relacionadas ao
desencadeamento de trabalho de parto prematuro (TPP), podemos citar aqueles
relacionados a vaginose bacteriana (VB). Assim, é logico considerar o uso de
antibiéticos para prevencdo de prematuridade. Os muitos estudos feitos para
comprovar esta hipétese, entretanto, tém obtido resultados contraditorios,
provavelmente por falhas metodolégicas. Objetivos: Avaliar se o tratamento de
gestantes com vaginose bacteriana diminui a incidéncia de trabalho de parto
prematuro (TPP). Metodologia: O estudo consistiu em uma revisao sistematica da
literatura, seguida de metanalise, com pesquisa bibliografica realizada nos bancos
de dados eletrénicos Pubmed, Bireme, Google Académico, Scopus, Web of Science,
Science Direct, Scielo, Nature, New England, Repositorio Portugal e Omics. Foram
pesquisados estudos publicados entre 01 de janeiro de 1990 até 20 de dezembro de
2017, de qualquer desenho, cuja populacéo fosse de gestantes com vaginose (por
critérios de Amsel ou bacterioscopia), sem outros fatores de risco conhecidos para
TPP. A intervencédo deve ter sido metronidazol ou clindamicina (oral ou vaginal), feita
até 28 semanas idade gestacional, comparada com placebo ou nenhum tratamento.
O desfecho estudado deve ter sido a incidéncia de TPP. Todos os estudos foram
avaliados pelo escore de Jadad. A medida de efeito utilizada foi o Odds ratio (OR),
calculado com um intervalo de confianca (IC) de 95%, com valores de p <0,05
considerados estatisticamente significativos. A heterogeneidade entre os estudos foi
avaliada pelo I%-estatico. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com
Software Review Manager 5.3 (Copenhagen, Dinamarca). Resultados: Foram
selecionados 9 estudos para a revisdo sistematica e 8 foram submetidos a
metandlise. Todos foram ensaios clinicos randomizados com escore de Jadad = 3. A
metanalise, que incluiu 2 artigos com metronidazol oral e 6, com clindamicina vaginal
mostrou que estes tratamentos ndo diminuiram a incidéncia de TPP (OR= 0,97; IC
95% 0,79-1,19; 1°=0%). Apenas um estudo foi identificado com uso de clindamicina
oral e este mostrou beneficio da medicacdo em diminuir prematuridade (OR 0,31, IC
95% 0,15-0,64). Pela analise do funnel plot, este ensaio foi excluido da metanalise,
pois geraria grande heterogeneidade. Conclusdes: O estudo atual identificou um
resultado promissor com uso de clindamicina oral para tratamento de vaginose na
gestacado, visando diminuir trabalho de parto prematuro. Tal resultado deve ser
interpretado com cautela, pois foi baseado em apenas um ECR, mas ha respaldo na
literatura para tal hipotese.

Palavras-chave: vaginose bacteriana, metronidazol, clindamicina, gravidez, trabalho
de parto prematuro



ABSTRACT

Preterm delivery is one of the most frequent obstetric complications, with up to 40%
of cases appearing to be related to intrauterine infection, ascending via the lower
genital tract. Among the cervicovaginal agents related to the onset of preterm labor
(PTL), we must also mention those associated with bacterial vaginosis (BV). Thus, it
is logical to consider the use of antibiotics in order to prevent prematurity. Many
studies have been done to prove this hypothesis; however, they obtained
contradictory results, likely due to methodological failures. Objectives: To evaluate if
the treatment of pregnant women with BV reduces the incidence of PTL. Methods:
The study consisted of a systematic review of the literature and a meta-analysis.
Bibliographic research was carried out in the electronic databases: Pubmed, Bireme,
Google Schoolar, Scopus, Web of Science, Science Direct, Scielo, Nature, New
England Journal of Medicine, Repository Portugal, and Omics. Published studies
were conducted between January 1, 1990 and December 20, 2017, using many
designs, including the population of pregnant women with vaginosis (Amsel criteria or
bacterioscopy), without other known risk factors for PTL. The intervention was likely
metronidazole or clindamycin (oral or vaginal), used up to 28 gestational weeks,
compared to placebo or no treatment. The assessed outcome was the incidence of
PTL. All studies were evaluated using the Jadad score. A measure of probability of
analysis (OR), calculated with 95% confidence interval (Cl), and values of p < 0.05
were considered statistically significant. Heterogeneity between studies was
assessed by I%-static, and all statistical analyses were performed with Software
Review Manager 5.3 (Copenhagen, Denmark). Results: Nine studies were selected
for systematic review and 8 were submitted to meta-analysis. All were randomized
clinical trials with a Jadad score = 3. The meta-analysis, which included 2 articles
with oral metronidazole and 6, with vaginal clindamycin, showed that these
treatments did not decrease the incidence of PTL (OR = 0.97, 95% CI 0.79-1.19,
1°=0%). Only one study was identified using oral clindamycin, which showed the
medication’s benefit in decreasing prematurity (OR 0.31, 95% CI 0.15-0.64). With an
analysis of the funnel plot, this assay was excluded from the meta-analysis, as it
would generate too much heterogeneity. Conclusions: The current study identified a
promising outcome using oral clindamycin for treatment of vaginosis during
pregnancy to reduce preterm labor. This finding should be interpreted with caution,
however, since it was based on only one trial. Nonetheless, there is support in the
literature for such a hypothesis, which justifies subsequent studies with the same
drug.

Key words: bacterial vaginosis, metronidazole, clindamycin, pregnancy, premature
obstetric labor



CDC

CEP

CONEP

ECR

FNf

IMC

RNPT

TPP

VB

LISTA DE ABREVIATURAS

Centers for Disease Control and Prevention
Comité de Etica em Pesquisa

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
Ensaio Clinico Randomizado

Fibronectina Fetal

Idade Gestacional

indice de Massa Corpérea

Recém-Nascido Pré-Termo

Trabalho de parto Prematuro

Vaginose Bacterina



Tabela 1.

TABELA

Caracteristica dos estudos selecionados



Figura 1

FIGURA

Fluxograma dos Estudos Selecionados



Grafico 1

Gréfico 2

GRAFICOS

Estimativas dOS @STUOS. ... cenvie e

Estimativas dos subgrupos separando por droga e via...................



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt s e aean s

1.1. REVISAO UE LITEIATUIA . v ee e ettt eeaeenn

AN LU 1 1] {072 1 1YZ- NPT

L. 3. PrODIEIMA e

I o 1T o o (=2 = S

2. OBUIETIVOS ..o a e e

2.1. ODJELIVO GEIal ...

2.2. Objetivos ESPECITICOS .....uiiiiiiiii it

3. METODOLOGIA .o

3., DINEAMENTO «oeeee et e e e

3.2 Estratégia de busca e Seleg80 doS artigos ..........cccveeeeeriiiiieeeee i

3.3. Critérios de INCIUSE0 € EXCIUSA0 .....coeneeeiee e

3.4. Controle de QUAlIdAE ........ccooeeiieiiiiiiiieeeee e

3.5, ANALISE OS DATOS ...oveeeeeeeeee e e e e e

3.6. ASPECTOS ELICOS ....oovviveeeeieieeeeee ettt ettt et e et te et eae e e anes

4. RESULTADOS ..o

5. DISCUSSAD oottt e e e eee e e eaes

CONCLUSAD ..o ettt e e,

REFERENCIAS ..ottt ee e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e neeeaeannes

APENDICE A oo ettt ettt
APENDICE B oottt
APENDICE C oo e ettt ettt

ANEXO A

12

12

20

21

21

22

22

22

23

23

23

24

24

25

25

26

31

35

37

45

47

49

65



12

1. INTRODUCAO

1.1. Revisao de Literatura

Trabalho de parto prematuro (TPP) é um grande problema em obstetricia,
tanto pela sua elevada incidéncia; pois afeta 5 a 18% das gravidezes no mundo,
como pelo seu impacto em termos de morbimortalidade infantil: € uma das principais
causas de morte perinatal e € responsavel por cerca de metade da morbidade
dentre os neonatos (BLENCOWE, 2012; LAWN, 2010).

Os recém-nascidos pré-termo (RNPT) apresentam um maior risco de
morbimortalidade tanto a curto como a logo prazo, estando, ainda, mais vulneraveis
a alteracdes no desenvolvimento (IAMS, 2008; SAIGAL, 2013).

Apesar dos avancos no manejo clinico dos prematuros, incluindo o uso de
ventiladores mecanicos pediatricos e surfactantes, que tém contribuido para uma
melhora dramatica no seu prognéstico; os RNPT ainda estdo vulneraveis a diversas
complicacbes. A medida que diminui a IG (idade gestacional) e o peso ao
nascimento, aumentam as chances de hemorragia periventricular, ventilagao
mecanica prolongada, retinopatia da prematuridade, displasia broncopulmonar,
dentre outros. As anormalidades neuroldgicas, embora sejam transitérias em 40-
80% dos casos, desaparecendo no segundo ano de vida; também podem evoluir
com sequelas severas e definitivas, como deficiéncia visual e auditiva e paralisia
cerebral, que sédo detectadas em 4-20% dos RNPT de extremo baixo peso. Os
atrasos significativos no desenvolvimento também sdo evidentes em 16% dos casos
(FUENTEFRIA, 2017).

Pesquisadores tém apontado que o atraso do desenvolvimento motor,
consequéncia da prematuridade, pode aparecer em idades posteriores, com
dificuldades na realizagédo de atividades da vida diaria e no meio académico, sendo
que, nesta Ultima, pode comprometer o desempenho escolar. E possivel ainda, que,
na faixa etaria até um ano de idade, as alteragbes motoras sejam questdes que
propiciam o desenvolvimento de comportamentos anormais. Outras consequéncias

da prematuridade também tém sido estudadas, como no desenvolvimento geral e ou
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em areas especificas (desempenho intelectual, sociale de linguagem)
(RODRIGUES, 2011).

Em paises desenvolvidos, o TPP esponténeo é 4 vezes mais frequente que
0s casos iatrogénicos (LARSSON, 2006).

O TPP idiopatico € uma sindrome complexa, com varios fatores de risco
conhecidos e outros apenas suspeitados, incluindo questbes bioquimicas,

imunoldgicas, histopatologicas, anatdbmicas e infecciosas (KEKKI, 2001).

A etiologia do trabalho do TPP geralmente € desconhecida, mas estima-se
gue em até 40% dos casos estejam relacionados a infec¢do intrauterina (OLIVER,
2013; GOLDENBERG, 2008; RIGGIS, 2004), cuja via mais provavel é a ascensédo a
partir do trato genital inferior (RIGGS, 2004; LAMONT, 2011).

Na fisiopatogenia do TPP as infec¢des cronicas parecem ter um papel mais
relevante. O inicio da gestacdo parece ser o periodo mais propicio para 0
estabelecimento de uma resposta inflamatdria que pode ser o gatilho para a
parturicio (GOLDENBERG, 2008; LAMONT, 2011; JEFFERSON, 2012). Os
organismos detectados no Utero antes da ruptura da membrana séo tipicamente de
baixa viruléncia, contribuindo para a cronicidade da infeccdo e a auséncia de sinais
inflamatérios evidentes (GOLDENBERG, 2000; 2008). Assim, o tratamento em fases
avancadas da gestacao teria um efeito limitado na prevencdo do parto prematuro,
pois 0 dano decorrente da resposta inflamatéria ndo seria totalmente reversivel
(OLIVER, 2013).

Dentre 0s  microorganismos  cérvico-vaginais relacionadas ao
desencadeamento de trabalho de parto prematuro, podemos citar Chlamydia
trachomatis (PENHA, 2011), Trichomonas vaginalis (COTCH, 1997) e anaerdbios
relacionados ao decréscimo da lactobacilos e desequilibrio da flora vaginal
(LEITICH, 2003).

O decréscimo de lactobacilos e desequilibrio da flora vaginal estéo
intrinsecamente associados a vaginose bacteriana (VB), sindrome na qual ocorre
diminuicdo da quantidade de Lactobacillus sp. concomitante a elevacdo de
organismos anaerdbios, do tipo Gardnerella vaginalis, Mobiluncus e Bacteroides,
Ureaplasma, Mycoplasma, entre outros (LINHARES, 1994). Sua prevaléncia na

populacdo em geral é elevada, ficando em torno de 10-20% (MEAD, 1993), com
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cerca de 50% dos casos sendo assintoméaticos (MCCAY, 1995). O diagndstico pode
ser clinico, utilizando os critérios de Amsel (AMSEL, 1983) ou laboratorial.

O diagnastico clinico, por critérios de Amsel, consiste na presenca de mais
de 20% de “clue cells” no exame microscopico do conteudo vaginal em solugao
salina, além de dois dos trés seguintes critérios: pH vaginal maior que 4.5, odor de
aminas apoés adicdo de hidroxido de potassio a preparacdo em solucdo salina e
conteudo vaginal de aparéncia homogénea e fina (AMSEL, 1983).

Dentre os métodos laboratoriais o “padrao ouro” é a bacterioscopia, através
da avaliagcdo do escore de Nugent. Este método avalia a quantidade de Lactobacillus
sp. (0 a 4 pontos), de morfotipos de Gardnerella vaginalis e Bacteroides (0 a 4
pontos) e de Mobiluncus (0 a 2 pontos). Os escores de 0 a 3 sdo interpretados como
flora normal; de 4 a 6, flora intermediaria e de 7 a 10, como vaginose bacteriana
(SCHWBKE, 1996).

O tratamento de VB segundo o Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), na sua ultima publicacdo sobre o assunto, de 2015, esta indicado apenas
para mulheres com sintomas e pode ser feito com metronidazol oral ou vaginal,
clindamicina oral ou vaginal ou tinidazol oral, com taxas de cura semelhantes (CDC,
2015). O metronidazol e a clindamicina sdo permitidos na gestacdo, em qualquer
trimestre, uma vez que diversos estudos primarios e metanalises ja confirmaram que
0 uso destes ndo esta associado com teratogenicidade (BURTIN, 1995; PIPER,
1993; ESCHENBACH, 1984). As formula¢cbes citadas e as vias de administracao
(oral e vaginal) parecem ter efetividade semelhante quando utilizadas durante a
gestacao (CDC, 2015).

Eschenbach et al., (1984), foi pioneiro na investigacdo da associacao entre
VB e trabalho de parto prematuro (TPP). Seu estudo incluiu 57 mulheres com TPP
(37 semanas) ou com recém-nascidos de baixo peso e 114 mulheres com parto a
termo. No primeiro grupo, 49% das mulheres apresentavam VB e, no segundo, a
taxa foi de 24%; demonstrando, desta forma, que a VB poderia estar associada a
prematuridade.

Estudos posteriores mostraram que VB também poderia estar associada a
perdas gestacionais de primeiro trimestre (RALPH, 1999), a um acréscimo de 2 a 7
vezes no risco de abortamento tardio, TPP (MCGREGOR & HAY, 1994; HILLIER,
1995; LLANHI, 1996; KURKI, 1992), rotura prematura de membranas,
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corioamnionite, colonizacdo do liqguido amnidtico, criancas de baixo peso ao nascer
e endometrite pés-parto (SILVER, 1989; MARTIUS, 1990).

Em estudo prévio de metanalise, com 18 artigos, constatou se que o
diagnostico de VB no inicio da gestacéo eleva o risco de TPP (RR= 2,19) e aborto
espontaneo (RR= 9,91). Riscos ainda maiores foram observados quando o
rastreamento foi realizado com menos de 20 (RR= 4,20) e 16 (RR= 7,55) semanas
de gestacéao (LEITICH, 2003).

Artigos tém confirmado que o risco de TPP aumenta quanto mais precoce for
a deteccdo da flora vaginal anormal (LAMONT, 2004). Em uma pesquisa
longitudinal, mulheres com diagndstico precoce de VB na gestacdo tiveram um risco
acrescido em 21% de evento obstétrico adverso, enquanto que essa chance foi de
apenas 11% nas que desenvolveram a afec¢éo tardiamente (RIDUAN, 1993).

A plausibilidade da associagédo entre VB e TPP vem do fato de que a
vaginose estar associada a um aumento na concentracdo vaginal de citocinas pro-
inflamatérias, embora a VB em si ndo seja considerada uma condi¢céo inflamatoria
(WENNERHOLM, 1998; SPANDORFER, 2001). Admite-se que a flora vaginal
alterada com vaginose produza endotoxinas que tornam algumas mulheres mais
suscetiveis a iniciarem a cascata de citocinas e prostaglandinas que desencadeiam
o TPP (MORRIS, 2001; LAJOS, 2008). Pode haver ainda uma ascensdo dos
microrganismos, infectando a cérvice, a placenta e o liquido amniético, além de
existir a possibilidade de producdo de proteases pelos microrganismos que
compdem a VB, as quais determinariam a rotura de membranas (MARTINS, 1990).
Foi constatado que a producdo de mucinases e sialidases (enzimas mucoliticas),
pelos agentes presentes na vagina, € maior nas mulheres com VB. Essas enzimas
poderiam interferir com a fisiologia dos tecidos, favorecendo a instalagéo de doencga
inflamatdria pélvica, esterilidade e dor pélvica crénica. (RIGGIS, 2004; MCGREGOR,
2000).

Sabendo, entéo, que a colonizacdo vaginal anormal no inicio da gestacao é
preditiva de TPP é logico considerar o uso de antibidticos na prevencdo de
prematuridade relacionada a infeccoes (ESCHENBACH, 1984; HAY & HALST, 1994;
HILLIER & MEIS, 1995; LAMONT, 2004, RIDUAN, 1993; MCGREGOR, 2000;
GRAVETT, 1986; WENNERHALM, 1997; GRATACOS, 1998; MCDONALD, 1992).
Os muitos estudos feitos para comprovar esta hipotese, entretanto, tém obtido

resultados contraditorios, provavelmente devido a complexidade da situacdo e
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dificuldade de contemplar todas as variaveis e aspectos associados a
prematuridade, o que implicaria em falhas metodolégicas dos varios estudos
previamente realizados (LAMONT, 2015).

Diversos artigos que falharam em demonstrar beneficio obstétrico no
tratamento da VB incluiram gestantes com outros fatores de risco para
prematuridade. Um principio fundamental dos ensaios clinicos randomizados é que
todas as pacientes incluidas devem potencialmente se beneficiar do tratamento
proposto. Logo, nos estudos que visam uso de antibidticos para reduzir trabalho de
parto prematuro, deveria-se incluir apenas pacientes cujo risco de prematuridade
seja provavelmente secundario a infeccfes, sob pena de se encontrar resultados
falsamente negativos (LAMONT, 2011).

Um grande ensaio clinico randomizado (PREMET) publicado em 2006,
ganhou bastante repercussao, pois teve que ser interrompido devido ter se
observado aumento da incidéncia de TPP nas pacientes utilizando metronidazol.
Esse estudo, entretanto, foi feito com metronidazol empirico (sem exames
diagnésticos de VB) e em pacientes com outros fatores de risco para prematuridade
(fibronectina fetal positiva, parto prematuro prévio, anormalidades uterinas ou
cerclagem) (SHENNAN, 2006).

Briery et al., (2011) publicou que o tratamento de vaginose bacteriana em
gestantes com fibronectina fetal (FNf) positiva ndo diminui a evolugdo para TPP.
Essa conclusédo, entretanto, ndo pode ser extrapolada para a populacdo sem outros
fatores de risco. H& evidéncias de que a FNf seja um marcador de infeccao
silenciosa do trato genital superior, indicando que estas pacientes ja teriam sofrido
ascensdo do processo inflamatério e, assim, os danos ndo seriam irreversiveis
(ANDREWS, 2003).

A idade gestacional ao uso do antibidtico também parece ser um fator
importante. A medicacgéo precisa ser usada cedo o suficiente para que a erradicagao
do microorganismo seja seguida de resolucdo de qualquer resposta inflamatoria
antes que suas consequéncias estejam instaladas (dano a membrana
corioamnidtica, invasdo microbiana da cavidade amnidtica, invasdo microbiana e
inflamacgéo fetais) (FIDEL, CAUCI & DONDERS, 2003; CAREY, 2005; GOMES,
1998; GOTSCH, 2007; KIM, 2009).

Outro ponto importante é que infeccdo como causa de TPP tardio €

infrequente, embora esteja presente em grande parte dos TPP até 30 semanas de
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gestacado, e esses sdo justamente os casos associados a maior morbi-mortalidade
neonatal (GOLDENBERG, 2000). Assim, se rastreio e tratamento acontecerem apos
24 semanas de IG, talvez perca-se a chance de prevenir tais eventos (LAMONT,
2015).

A possibilidade de resolucdo espontanea da VB também € outro aspecto
contra o rastreio tardio. Um estudo mostrou que um terco das gestantes ndo tratadas
curam a VB espontaneamente (UGWUMADU, 2004), embora mesmo assim persista
a associacdo com TPP, sugerindo que, uma vez o dano tendo ocorrido, secundério a
infeccdo e inflamacéo, ele persiste (ROSENSTEIN, 2000; BERG, 1999; CASSELL,
1983, GERBEN, 2003; GRAY, 1992; HOROWETZ, 1995; NGUYEN & PERNI, 2004).
Assim, um rastreio tardio pode nao identificar tais casos. Algumas revisdes
sistematicas, entretanto, ndo levaram esse fator em consideracdo. Okun et al.,
(2005), concluiu em sua revisdo que nao ha evidéncia que o tratamento da VB
diminua a incidéncia de TPP, mas tal estudo incluiu trabalhos cujos tratamentos
haviam sido feitos no segundo e terceiro trimestres de gestacao.

A indicacdo para o uso do antibidtico e qual o antimicrobiano utilizado
também tém sido aspectos bastante heterogéneos entre os estudos. Muitos
trabalhos testaram, na verdade, a hip6tese de antibiético empirico, sem qualquer
investigacdo de vulvovaginite, na intencdo de diminuir o risco de TPP
(GONDENBERG, 2006; HAUTH, 1995). Ha também um estudo indicando tratamento
baseado em teste de pH vaginal auto coletado, que ndo é um método diagndstico
padronizado para VB (SUNGKAR, 2012). Trabalhos feitos com medica¢cbes nao
validadas para tratamento de vaginose, também tém sido publicados
(GONDENBERG, 2006; HAUTH, 1995). Esses estudos tém sido incluidos nas
revisbes sistematicas, ndo permitindo inferir corretamente se o tratamento de VB
melhora ou ndo a incidéncia de TPP, pois, para tal, € necessaria a utilizagdo de
diagnéstico e tratamento ja consolidados.

Um estudo de 1995, feito para avaliar o uso de antibioticos na incidéncia de
TPP, utilizou no grupo de tratamento metronidazol e eritromicina (HAUTH, 1995).
Um grande ensaio clinico randomizado, duplo cego, multicéntrico, publicado em
2006, ganhou bastante repercussdo como evidéncia de que o uso de
antimicrobianos nao previne TPP, entretanto, foi feito utilizando a mesma
combinacdo de medicamentos, para pacientes sem diagnostico de VB, com 24
semanas de gestacdo (GOLDENBERG, 2006).
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A possivel necessidade de seguimento das pacientes tratadas, para
confirmar se o tratamento foi efetivo e identificar possiveis recorréncias, que
necessitem retratamento, também ndo vem sendo adequadamente valorizada. Os
antibioticos preconizados levam a cura da VB na maioria das mulheres, mas a
condicado pode recorrer ou persistir em até 50% dos casos, sendo necessario um
segundo curso de tratamento 3 a 6 semanas apods, que costuma ser eficaz
(LAMONT, 2011). Em um estudo, VB persistiu em 31% (115 de 375) e recorreu em
7% (26 de 375) da populacdo avaliada. A taxa de trabalho de parto prematuro e
infeccdo periparto foi quase 3 vezes maior nas mulheres em que a VB persistiu ou
recorreu na gravidez, comparada as mulheres curadas (KEKKI, 2001). A Unica
revisdo sistematica que abordou esse tépico, entretanto, mostrou que o retratamento
nao teve efeito significativo na incidéncia de TPP (LAMONT, 2011).

Muitos trabalhos tém incluido flora vaginal intermediaria & bacterioscopia
(Nugent entre 4 e 6) como indicacdo de tratamento, embora estudos mostrem que
mulheres com vaginose (Nugent =7) respondem melhor aos antimicrobianos e,
portanto, antibiéticos para prevencdo de TPP secundario as infec¢cdes deveriam ser
administrados apenas a mulheres com forte evidéncia de colonizagdo vaginal
anormal (NUGENT, 1991).

Um outro possivel fator de confusdo seria a necessidade de repetir o
rastreamento, mais tardiamente na gestacdo, mesmo o primeiro teste tendo sido
negativo. Um grande estudo prospectivo, com 9025 mulheres, publicado em 2007
mostrou que menos de 1% das mulheres com flora normal ao inicio da gestacéo
desenvolve VB ainda na gravidez, mostrando, assim, que o rastreamento uma Unica
vez ja seria suficiente (LARSON, 2007).

O indice de massa corpoérea (IMC) da gestante também poderia influenciar a
resposta aos antimicrobianos. Uma analise secundaria de estudo multicéntrico
envolvendo 1497 gestantes rastreadas e tratadas para VB antes de 23 semanas
demostrou que a prevaléncia de VB persistente ap0s o tratamento independe do
IMC (MASTROBATTISTA, 2008).

Em um levantamento mais recente, dos ultimos 10 anos, identificou-se trés
revisdes sistematicas sobre o tema, ainda com resultados divergentes entre si, além
de diversas revisdes narrativas trazendo criticas metodologicas aos estudos
anteriores, 0 que sugere que o tema permanece sem definicdo (LAMONT, 2011,
HAAHR, 2016; BROCKLEHURST, 2013).
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A revisdo publicada pela Cochrane, em 2013, incluiu uma metandlise e
avaliou 21 ensaios clinicos randomizados, concluindo que ndo ha evidéncia que o
rastreamento e tratamento de toda gestante com VB possa prevenir TPP. Esse
trabalho, entretanto, incluiu estudos onde o tratamento para VB havia sido feito em
qualguer idade gestacional, que compararam tratamento com auséncia de
tratamento, placebo ou ainda com outros tratamentos ndo preconizados; ndo excluiu
co-infeccbes nem outros fatores de risco para TPP, incluiu flora intermediaria na
indicacdo de tratamento, utilizou qualquer tratamento para vaginose como suficiente
para inclusao (e ndo apenas tratamentos padronizados) e ndo avaliou a importancia
do controle de cura. Na propria conclusdo do estudo, comenta-se sobre a grande
heterogeneidade entre as pesquisas, o que pode ter confundido a conclusao final.
Mesmo com diversas avaliacbes de subgrupo, este estudo ndo avaliou, em
separado, ensaios apenas com tratamento de VB (excluindo pacientes com flora
intermediaria e outros fatores de risco para TPP) usado até segundo trimestre de
gestacdo (BROCKLEHURST, 2013).

Outra revisdo sistematica, publicada em agosto de 2016, trouxe uma
recomendacdo contraria ao tratamento da VB na gestacdo com o intuito de reduzir
TPP, tanto em gravidas de alto como de baixo risco (HAAHR, 2016). Esse estudo,
entretanto, recebeu uma critica em publicacdo posterior, sugerindo que esta
conclusao foi errbnea e baseada em dois erros metodolégicos: (a) inclusdo de um
estudo ndo publicado que realizou diagnéstico pouco confiavel de VB e (b) a
exclusdo de um estudo importante que avaliou o uso de clindamicina precoce na
gravidez (LAMONT, 2017).

Um estudo um pouco anterior, de 2011, também de metandlise, encontrou
resultados diferentes. Este, avaliou apenas artigos que utilizaram clindamicina antes
de 22 semanas de gestacdo, embora ainda tenha incluido tratamento para flora
intermediaria. O mesmo buscou na literatura desde 1960, sem restricdes de
linguagem e identificou 5 estudos nos seus critérios de inclusao, totalizando 2346
mulheres. A concluséo foi que clindamicina administrada a gestante com VB, antes
de 22 semanas, diminui significativamente a incidéncia de TPP. Esse estudo
demostrou que seria necessario o tratamento de 40 gestantes com flora vaginal
anormal, utilizando clindamicina, antes de 22 semanas de IG, para prevenir um caso
de TPP (LAMONT, 2011).
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Ainda na ultima década, diversos artigos tém refletido sobre os resultados
conflitantes das revisdes sistematicas, sugerindo que estas estdo chegando a
conclusdes limitadas devido a inclusdo de estudos heterogéneos. Lamont (2015)
concluiu que os principais fatores de confusdo nos estudos tém sido: (a) uso de
antibiéticos ndo padronizados para VB, (b) tratamento tardio na gestacéo e por isso
incapaz de influenciar seu desfecho, (c) diferentes métodos diagndésticos utilizados e
inclusdo de varios graus de anormalidade de flora vaginal e (d) abrangéncia de
mulheres cujo risco para parto prematuro era devido a fatores nédo infecciosos e,
portanto, menos propensas a responder ao tratamento. Esses outros fatores de
risco, confundidores, seriam principalmente: (a) TPP prévio de etiologia
indeterminada, (b) baixo peso materno, (c) deteccdo de fibronectina fetal,
Ureaplasma sp., Streptococcus agalactiae ou Trichomonas vaginalis. Esse mesmo
autor pontuou que, até o momento, nenhuma revisdo sobre o tema focou
simultaneamente na escolha ideal do antimicrobiano, das pacientes e do momento
de intervencéao e ressalta que, o que se pode concluir das grandes revisdes atuais é
gue antibidticos inapropriados, administrados tardiamente na gestacéo, em mulheres
sem evidéncia de VB, n&o previne TPP relacionado a infecgdo (LAMONT, 2011).

Segundo Joergensen et al., (2014) ndo se deve entéo, pelas revisdes atuais,
concluir que nenhum antibiético, em nenhuma circunstancia, é eficaz para diminuir
TPP nas pacientes com VB. Sao necessarias pesquisas subsequentes, exatamente
para identificar subgrupos de pacientes com tal afeccdo em que o tratamento seja

efetivo para prevenir suas sequelas.

1.2. Justificativa

Tendo em vista as grandes repercussdes do TPP e sua etiologia ainda n&o
claramente definida, é interessante que as pesquisas sobre o tema continuem, em
busca de um foco de intervencao capaz de diminuir a incidéncia de prematuridade e
suas desastrosas consequéncias (FACHINI, 2005). Ha inameros artigos cientificos
buscando avaliar o efeito do tratamento de vaginose bacteriana na incidéncia de
TPP, embora com resultados conflitantes. As diversas revisdes feitas para tentar

esclarecer a gquestdo tém incluido estudos muito heterogéneos, o que pode estar
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levando a conclusdes errdneas. E necesséaria uma revis&o sistematica com rigorosos
critérios de inclusédo, baseada nos conhecimentos prévios da literatura, para dirimir

esse questionamento.

1.3. Problema

O tratamento de gestantes com VB (diagnosticada por bacterioscopia ou
critérios de Amsel e sem outros fatores de risco para TPP), feito antes de 28
semanas de IG, utilizando metronidazol ou clindamicina, diminui a incidéncia de
TPP, comparando com gravidas cuja VB recebeu apenas placebo ou nenhum

tratamento?

1.4. Hipotese

O tratamento de gestantes com VB, feito com metronidazol ou clindamicina
(oral ou vaginal), na idade gestacional maxima de 28 semanas, indicado quando
houver diagndstico por bacterioscopia ou critérios de Amsel, em comparagdo com
placebo ou nenhum tratamento, em pacientes sem outros fatores de risco para

prematuridade, diminui a incidéncia de TPP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar se o tratamento com clindamicina ou metronidazol, antes de 28
semanas, em gestantes com VB, sem outros fatores de risco, diminui a incidéncia de
TPP.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Avaliar se ha diferenca em o tratamento da VB ter sido feito com metronidazol ou

clindamicina, na incidéncia de trabalho de parto prematuro.
¢ Avaliar diferenca entre vias de administracdo do tratamento na reducao de TPP

e Avaliar se o fato de ter sido feito controle de cura, com retratamento, se

necessario, interfere na incidéncia de TPP.

eDivulgar os resultados da pesquisa em um artigo de revisdo sistematica e

metanalise.

e Criar um material didatico, voltado aos médicos e estudantes de medicina da
Maternidade Escola Assis Chateubriand (MEAC), orientando a necessidade, ou nao,
de rastreio de VB na gestacdo, bem como a conduta mais adequada nos casos
positivos.



23

3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento

O estudo consistirA em uma revisao sistematica da literatura, seguida de
metanalise. Tal delineamento foi escolhido por se tratar de um tema com muitos

estudos originais ja realizados, entretanto, com resultados conflitantes.

3.2 Estratégia de busca e Selecao dos artigos

Seguindo as diretrizes de relatérios preferenciais para revisdes sistematicas e
metanalises (PRISMA) (MOHER, 2015), realizamos uma ampla pesquisa
bibliografica de bancos de dados eletrénicos Pubmed, Bireme, Google Académico,
Scopus, Web of Science, Science Direct, Scielo, Nature, New England, Repositorio
Portugal e Omics para identificar ensaios clinicos que avaliassem se o tratamento da
vaginose, com clindamicina ou metronidazol, antes de 28 semanas, em gestantes
com VB, sem outros fatores de risco, diminui a incidéncia de TPP no periodo de 01
de janeiro de 1990 até 20 de dezembro de 2017. Foram utilizados o0s seguintes
descritores da pesquisa e suas combinacodes: ("gardnerella vaginalis" OR gardnerella
OR "bacterial vaginosis”) AND (metronidazole OR clindamycin). As listas de
referéncia associadas a todos os estudos encontrados na pesquisa foram utilizadas
para identificar outras publicagBes potencialmente relevantes. Foram incluidos

apenas artigos nos idiomas inglés, portugués e espanhol.

Os titulos e resumos foram selecionados por dois pesquisadores
independentes. Quando houve discordancias, um terceiro pesquisador foi
consultado. Os resumos selecionados tiveram seus artigos completos lidos na
integra, também pelos dois pesquisadores iniciais, a fim de selecionar os estudos a
incluir na revisdo. Na presenca de divergéncias nessa etapa, o terceiro pesquisador

também foi acionado.

Os dados recuperados dos estudos incluiram Autor, Ano de publicacao,

Pais, o Desenho do estudo, Método de diagndstico, IG ao tratamento e Tratamento.
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Os artigos tiveram suas informacfes extraidas de forma padronizada, através de
uma ficha de extracéo de dados (APENDICE A).

3.3. Critérios de Inclusédo e Exclusao

Para serem incluidos na revisdo sistematica, os estudos primarios tiveram
de: 1) ter um grupo controle; 2) ter um grupo de casos de gestantes diagnosticadas
com VB por bacterioscopia ou critérios de Amsel; 3) ndo ter pacientes com outros
fatores de risco conhecidos para TPP; 4) ter sua intervencao sendo metronidazol ou
clindamicina (oral ou vaginal); 5) ter a administracdo do antibiético sido feita até 28
semanas de idade gestacional; 6) ter tido esse tratamento comparado com placebo
ou nenhuma intervengao; 7) ter seu desfecho principal como sendo a incidéncia de
trabalho de parto prematuro (< 37 semanas); 8) ser um ensaio clinico. Foram
excluidos estudos que utilizaram antimicrobianos também para flora vaginal
intermediaria (Nugent 4 a 6), sem ser possivel selecionar apenas os casos de VB, e
agueles que empregaram outros tipos de antibidticos ou por outras vias de

administracao.

3.4. Controle de Qualidade

A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos foi realizada mediante a
aplicacdo do escore de Jadad (JADAD, 1996), o qual é baseado nos seguintes
critérios: randomizacdo (2-0), cegamento (2-0), perdas de seguimento e
desisténcias (1-0). Para cada resposta sim ou ndo, os valores 1 ou O foram
atribuidos. Nesta analise, foram considerados estudos de boa qualidade aqueles
com escore =3. Tal avaliagdo foi utilizada para definir o peso das conclusdes da

revisao atual.
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3.5. Andlise dos Dados

Foi avaliado o efeito do uso de antibidticos na prevencdo do desfecho
desfavoravel (prematuridade) na gravidez, calculando subsequentemente o Odds
ratio (OR), para estimar o risco geral correspondente. Para determinar OR,
utilizamos um intervalo de confianca (IC) de 95% com valores de p <0,05

considerados estatisticamente significativos.

A heterogeneidade entre os estudos foi avaliada pelo I%-estatico (<25%, sem
heterogeneidade, 25%-50%, heterogeneidade @ moderada, >50%, forte
heterogeneidade), utilizando modelos de analise de efeitos. Adicionalmente, foi
construido o grafico em funil de Egger para avaliar um potencial risco de viés de
publicacdo. Todas as analises estatisticas foram realizadas com Software Review

Manager 5.3 (Copenhagen, Dinamarca).

3.6. Aspectos Eticos

De acordo com o documento "Perguntas e Respostas" elaborado pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) que pode ser encontrado no
sitio http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html as pesquisas
envolvendo apenas dados de dominio publico, que nédo identifiquem os participantes
da pesquisa, ou apenas revisao bibliografica, sem envolvimento de seres humanos,
ndo necessitam aprovacdo por parte do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP/CONEP).


http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html
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4. RESULTADOS

Considerando todas as bases de dados analisadas, foram identificados 1659
titulos, dos quais restaram 1235, apds retirada das duplicatas. Dentre estes, 269
foram selecionados e tiveram seus resumos lidos. Apos com tal analise, 32 artigos

foram escolhidos para leitura integral (Figura 1).

Figura 1: Fluxograma dos Estudos Selecionados

1235 Artigos
identificados

1203 foram excluidos:
_— 966 apos leitura dos titulos
237 apbs leituras dos resumos

32 Artigos
cumpriram critérios
de sele¢éo 23 dos quais foram excluidos: ndo
considerados metodologicamente
adequados (Escore de Jadad =3)
|

Estudos incluidos
na revisao
sistematica: 9

Dos 32 trabalhos selecionados, 23 foram excluidos pelos motivos a seguir:
tratamento incluindo tinidazol e secnidazol, ndo sendo possivel separar 0s casos
tratados apenas com metronidazol; estudos apenas com casos de vaginose com
outros fatores de risco para TPP (dois artigos com fFN positiva e outro com TPP
prévio); 6 artigos nos quais o grupo controle eram pacientes nao rastreadas para VB
(e ndo aquelas com diagndstico e ndo tratadas); um estudo que se tratava de
publicacao preliminar de um trabalho maior ja incluido na revisao, 3 artigos onde a
VB foi tratada com medicac¢des diversas, ndo sendo possivel selecionar apenas 0s

casos tratados com metronidazol ou clindamicina; 5 trabalhos que estudaram flora
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intermediaria em conjunto com vaginose e nos quais ndo foi possivel selecionar
apenas os casos de VB, 3 estudos que eram, na verdade, comentarios de artigos
gue ja estavam incluidos e um em que o tratamento havia sido feito em qualquer
trimestre, ndo sendo possivel separar agueles feitos antes de 28 semanas. A busca
complementar na lista de referéncias dos artigos lidos na integra, nao identificou

estudos adicionais.

Nove artigos foram incluidos na revisao sistematica, sendo que um deles
ndo pode ser submetido a metandlise, pois geraria uma heterogeneidade
comprometedora dos resultados (Tabela 1).

Os nove artigos desta revisdo foram ensaios clinicos randomizados, com

escore de Jadad =3.

Considerando os 8 trabalhos da metandlise, foram estudadas 4558
mulheres. Nenhum dos estudos incluidos mostrou significancia estatistica no uso de
antibioticos para diminuir a incidéncia de trabalho de parto prematuro. O resultado
da metanalise, consequentemente, também foi sem beneficio no tratamento (OR=
0,97; IC 95% 0,79-1,19; 1>=0%) (Gréfico 1).

Avaliando fatores, que, conforme reviséo prévia da literatura, pudessem ser
decisivos para que o tratamento atingisse seu objetivo de diminuir a prematuridade,
identificamos que 5 estudos tiveram diagnostico pelo padrédo-ouro (critérios de
Nugent), 5 utilizaram tratamentos conforme orientacdo atual do CDC, 4 fizeram
antibiotico antes de 23 semanas de IG, 3 fizeram controle de cura e retratamento se
novo exame alterado e 6 tiveram como desfecho apenas trabalho de parto
prematuro espontaneo. Nao foi encontrado, entretanto, nenhum ensaio na literatura

gue preenchesse todos esses requisitos simultaneamente.
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Gréafico 1. Estimativas dos estudos
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Visando avaliar os diferentes esquemas de tratamentos, foram analisados
separadamente os artigos que utilizaram clindamicina ou metronidazol, separados

por via de administragéo.

Nao foram identificados estudos com metronidazol vaginal que

preenchessem os critérios desta revisao.

Os dados dos estudos com clindamicina vaginal e metronidazol oral foram

estudados em metanalise (grafico 2).

100



Gréfico 2. Estimativas dos subgrupos separando por droga e via
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O grupo da clindamicina oral apresentou apenas um estudo, sendo 0 Unico
gue demonstrou significancia estatistica no tratamento (UGWUMADU, 2003). Neste
ensaio, que avaliou 410 gestantes com VB, identificamos um subgrupo apenas de
pacientes com vaginose (excluindo-se os casos de flora intermediaria), no qual a
incidéncia de TPP espontaneo e abortamento apdés 13 semanas foi 11/207,
comparado com 31/203, no grupo controle. O estudo ndo traz avaliacdo de
estimativa de risco para este subgrupo, mas pudemos calcular utilizando o mesmo
software da metanalise (OR 0,31, IC 95% 0,15-0,64). Pela analise do funnel plot,
este ensaio foi excluido da metandlise, pois geraria grande heterogeneidade. Devido
ser esse, entretanto, o Unico artigo com clindamicina oral e o Unico deste estudo que
mostrou beneficio no uso do antibiético, o mantivemos na revisdo sistematica, com a
finalidade de estimular novos ensaios com a mesma droga, para confirmar 0s

beneficios.
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Ha, ainda, outros dados interessantes, nestes mesmos 9 estudos, que serao

apresentados separadamente.

No unico estudo que utilizou clindamicina VO (UGWUMADU, 2003) foi
demonstrado que nas pacientes com escore de Nugent de 10 h4 maior impacto do
tratamento na diminuicdo de TPP e abortamento tardio (incidéncia nos grupos
tratamento e placebo, respectivamente, para Nugent 7, 8, 9 e 10: 3% e 14%, 6% e
7%, 6% e 15%, 5% e 36%).

McDonald (1997) mostrou que, apesar de o antibiético ndo ter diminuido a
incidéncia de prematuridade, houve menos morbidade dentre os prematuros do
grupo tratamento, embora em nimeros nao estatisticamente significativos: admisséo
na UTI neonatal (1 no grupo tratamento e 4 no placebo OR 0,24; IC 95% 0,00- 2,76)

e tempo de permanéncia na enfermaria (2x50 dias; p=0,18).

Larsson (2006) identificou um significativo prolongamento da gestacao
dentro os 11 nascidos prematuros do grupo tratamento (média de 247,6 x 215 dias,
p=0,024), bem como menos nascimentos antes de 33 semanas completas nesse
mesmo grupo (1/11 x 5/12, OR 0,14; IC 95% 0,02-0,95). O total de dias em UTI dos
recém-nascidos do grupo controle também foi maior (223x70 dias, p=0,14). Um
namero significativamente menor de neonatos com baixo peso (abaixo de 25009) foi

identificado no grupo intervencao (p=0,009).

Kekki (2001) repetiu a bacterioscopia apés 1 semana do tratamento e,
novamente, entre 30 e 36 semanas (apesar de nao ter feito novamente tratamento
nos casos positivos). Com este desenho, foi identificado que a taxa de TPP foi
significativamente maior no grupo em que a VB recorreu apos a cura (4/26 x 2/121;
OR 9,3; IC 95% 1,6-53,5).
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5. DISCUSSAO

O estudo atual identificou um resultado promissor com uso de clindamicina
oral para tratamento de vaginose na gestacao, visando diminuir trabalho de parto
prematuro. Tal resultado deve ser interpretado com cautela, pois foi baseado em

apenas um ECR, mas héa respaldo na literatura para tal hipotese.

Um EC néo randomizado (McGREGOR, 1995), utilizou clindamicina oral por
7 dias, para pacientes com VB diagnosticada em qualquer trimestre, por critérios de
Amsel. Este ensaio ndo pode ser incluido no estudo atual, devido ao tratamento
tardio, mas trouxe resultados semelhantes aos que identificamos. No grupo
intervencao, a incidéncia de TPP espontaneo foi 3/168 (1,7%), enquanto que no
controle, 13/147 (8,8%) (p=0,004; RR 0,2, IC 95% 0,1-0,7).

Apesar de clindamicina e metronidazol serem igualmente recomendados
para tratamento de vaginose sintomatica, seus espectros antimicrobianos nédo séo
idénticos (LAMONT, 2011). A Clindamicina tem maior atividade contra Atopobium
vaginae, Gardnerella vaginalis e Mobiluncus spp. quando comparada com
nitroimidazolicos (PETRINA, 2017), o que justifica o achado de ter sido mais efetiva
gquanto maior o grau de anormalidade da flora vaginal no estudo de Ugwumadu
(2003). Dentre mulheres com o mais alto escore de Nugent (10), as quais tém o
maior desequilibrio do ecossistema e nas quais Mobiluncus spp. € mais
frequentemente encontrado, aquelas que receberam clindamicina tiveram 5.4% de
TPP e abortamento tardio, comparado com 35,7% nas que receberam placebo
(UGWUMADU, 2003). Esta observacédo esta de acordo com a andlise de subgrupo
de outro estudo, no qual mulheres com Nugent entre 7 e 10 responderam melhor a
clindamicina do que aquelas com flora intermediaria (Nugent score 4-6) (LAMONT,
2003).

Um artigo subsequente, publicado em 2004, pelo mesmo autor que
demonstrou beneficio na clindamicina oral; trouxe uma analise do contetudo vaginal
apos o0 uso do antibidtico, nas mesmas 462 mulheres incluidas no estudo inicial. A
avaliacéo foi feita 2 semanas ap0ds o tratamento e nas semanas 20, 24, 28, 32, e 36
de IG, utilizando os critérios de Nugent. Essa subanalise confirmou a eficacia da

clindamicina nesta populagdo, com 90% dos casos de flora anormal erradicados
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apos o tratamento e manutencdo de flora normal em dois tercos das pacientes
durante o restante da gravidez (UGWUMADU, 2004).

Em se falando de via de administracdo, embora a terapia tOpica seja
suficientemente efetiva no tratamento das manifestagdes vaginais de VB, uma
medicacdo oral parece realmente necessaria para diminuir a associagdo com TPP
(GLANTZ, 1997), pois apenas de forma sistémica se conseguiria reverter o efeito de

microorganismos que ja ascenderam ao utero (McGREGOR, 1994).

A metandlise de Lamont et al., (2011) chegou a resultados semelhantes a
atual. Este autor incluiu estudos com tratamento para flora intermediaria e aqueles
em que o grupo controle eram pacientes nao rastreadas, tendo considerado apenas
tratamentos com clindamicina e realizados até 22 semanas. Mesmo com 0S
diferentes critérios de inclusao e, consequentemente, muitos artigos distintos dos
gue obtivemos nesta revisdo, Lamont também s6 identificou beneficio na diminuigédo
de prematuridade com o uso da clindamicina oral (baseado no mesmo estudo de

Ugwumadu).

Com a hipotese que de este beneficio da clindamicina sistémica seria
baseado na reducdo de corioamnionite, 0 mesmo autor, Ugwumandu, procedeu a
uma analise secundaria dos dados de 126 pacientes incluidas no ECR original.
Foram comparadas as incidéncias de corioamnionite histolégica entre as pacientes
gue receberam antibiotico e o grupo placebo. Nao houve, entretanto, diferenca
significativa entres os desfechos obstétricos das pacientes com e sem inflamacéao
histolégica, nem antes nem depois do ajuste pelo grupo de tratamento. Segundo o
autor, entretanto, o pequeno tamanho da amostra ndo permitiu descartar que a
associacao exista (UGWUMADU, 2006).

Buscando novamente avaliar o beneficio da clindamicina oral na
prematuridade causada por VB, ha um grande ECR sendo conduzido. O protocolo
do estudo, que foi publicado em 2015, destaca que serdo avaliadas em torno de
10.000 mulheres, com rastreio de vaginose por auto-coleta vaginal, realizada entre
13 e 19 semanas de IG, sendo o material avaliado pelo método de Nugent. Todos o0s
casos do grupo intervencdo com escore maior ou igual a 4 serdo tratados com
clindamicina oral 300 mg 2 vezes ao dia por 5 dias, com controle de cura e

retratamento, se necessario, apds 3 semanas. O grupo controle seréo pacientes nao
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rastreadas para vaginose. Os desfechos a serem avaliados seréo trabalho de parto
prematuro espontaneo, abortamento tardio, morte fetal intradtero, sepse e

mortalidade neonatal e baixo peso ao nascer (LEE, 2015).

Ha algumas diferencas entre este protocolo e o trabalho de Ugwumadu
(2003), sendo a principal que o grupo controle do novo estudo serdo pacientes nao
rastreadas (e ndo aquelas com VB sem tratamento). Com este desenho, se a
incidéncia de VB ou TPP na populacéo for abaixo do esperado, o rastreamento pode
nao interferir significativamente na taxa global de prematuridade. Segundo Glantz
(1997), mesmo considerando que a VB duplica a incidéncia de TPP e que o
tratamento traz de volta esta incidéncia a sua linha de base, o rastreamento sO se
mostra benéfico em populacdes com altas taxas de VB e parto prematuro; pois
embora a reducao absoluta de TPP ndo dependa da incidéncia de prematuridade na
populacdo, o numero de prematuros realmente evitados pelo rastreamento,

depende.

A outra diferenca € que no estudo em conducdo serdo tratados tanto os
casos de flora intermediaria e VB. Uma analise de subgrupos, entretanto, € capaz de
separar facilmente tais resultados.

Embora haja estudos mostrando que h& valor em repetir o rastreio, bem
como o tratamento, se necessario, apos o uso de clindamicina para VB na gestacao,
no intuito de melhorar taxas de cura (LAMONT, 2012), nesta metanalise esse ndo se
mostrou ser um fator determinante para atingir menores incidéncias de TPP, a
semelhanca de outras revisdes (LAMONT, 2011). No estudo atual, o Unico artigo
gue mostrou beneficio no uso do antibiético ndo tinha feito exames de controle e os

trés que o fizeram, ndo mostraram resultados significativos estatisticamente.

E possivel que mesmo com os estudos em andamento ndo se consiga
diminuicdo de TPP com o0 uso de antibitticos, pois existe a hipotese de o gendtipo

materno tenha interferéncia nesse risco.

Ja foi demonstrado que polimorfismos no gene do fator de necrose tumoral
estdo associados a TPP espontaneo e que a presenca de VB amplifica o risco nesta
populacdo com genotipo susceptivel. O estudo de Macones et al., (2004) levanta a
hipétese de que seria necessaria essa interagdo de fatores genéticos com fatores

ambientais (p. ex, VB) para promover o TPP. Gomez et al., (2010) também
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evidenciou que o risco de parto prematuro associado a polimorfismo em outros
genes que regulam a resposta inflamatoria (proteina quinase C alpha, fms-like
tirosina quinase 1 e interleucina 6) também é modificado por fatores ambientais,

como a vaginose.

Como os ECR, até o momento, ndo tém levado em consideracdo essa
caracteristica materna, talvez a selecdo de pacientes que experimentariam o
beneficio do tratamento € que esteja errada (LAMONT, 2011). O perfil de citocinas
inflamatorias varia entre mulheres com VB, com algumas produzindo tais
substancias bem mais que outras. O desfecho obstétrico nesses grupos de
pacientes pode variar e essas diferencas podem explicar, em parte, os resultados
negativos dos estudos. E possivel que o valor preditivo do Nugent possa ser
otimizado estudando a resposta inflamatéria de cada paciente ou seu genoétipo
(LAMONT, 2011).

Ainda falando de genoma e proteoma, McGregor et al., (1994) demonstrou
gue pacientes com VB tém maior atividade de mucinase e sialidase e que o uso de
clindamicina vaginal diminuiu a atividade que ambas apenas temporariamente.
Estas enzimas mucoliticas sdo mecanismos de viruléncia de diversos patdogenos. A
producdo destas substancias por microrganismos ceérvico-vaginais tem papel na
perturbacdo das defesas cervicais e intrauterinas da mée, possibilitando a ascenséao
microbiana. Os desfechos obstétricos, neste estudo, tiveram correlagdo com a
presenca destas enzimas e especificamente a atividade vaginal persistente de
sialidade durante o seguimento da gestacao, aumentou significativamente o risco de
TPP. O autor conclui qgue sao necessarios mais estudos para definir quais os fatores
associados a essa producdo persistente de enzimas e que talvez apenas o0 uso de
medicacdes sistémicas seja capaz de efetivamente reduzir a producéo de enzimas

mucoliticas e o risco de prematuridade.

O principal receio do uso frequente de clindamicina oral é o risco de C.
difficile; apesar de esta complicacdo também ser associada a outros antibidticos
(MCFARLAND, 2008). Ainda assim, por ndao ser uma droga inécua, além dos custos
envolvidos na indicacao rotineira, sdo necesséarios novos estudos, para confirmar a

hipdtese atual de beneficio.
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6. CONCLUSAO

O estudo atual ndo identificou beneficio no uso de clindamicina vaginal ou
metronidazol oral, quando feito em gestantes com vaginose, antes de 28 semanas,
com objetivo de diminuir prematuridade. N&o foram identificados estudos com
metronidazol vaginal, compativeis com os critérios de inclusdo adotados. O uso de
clindamicina oral, neste mesmo contexto, foi o Unico que mostrou reduzir TPP;
entretanto, como esta conclusdo foi baseada em apenas um ensaio clinico,

necessita-se  aguardar novos estudos para confirmar tal hipotese.



Tabela 1. Caracteristica dos estudos selecionados

36

Autor/ano Pais Tipo de _Metgdq IG ao Tratamento Controle de Re- Controle Desfecho Jadad
estudo Diagnoéstico tratamento cura tratamento
16 a 23 Metronidazol
Carey, 2000 EUA ECR duplo Nugent semanas e 6 2g/dia, VO, 4 Sim N&ao Placebo TPF: 5
cego : X espontaneo
dias dias
Guaschino, 2003 Italia ECR Hilier 14225 Clindamicina g, Nao Nenhuma TPP 3
semanas VV 7 dias intervencéo
ECR duplo . -
Joesoef, 1995  Indonésia cego, Nugent 14226 Cllndam|_cma Sim Néao Placebo TPP 5
b semanas VV, 7 dias
multicéntrico
ECR duplo . -
Kekki, 2001 Finlandia cego, Spiegel sle%an}:s C\I}:}/daYrrgi(gga Sim Néo Placebo TPP 5
multicéntrico '
ECR, duplo Nugent e 10a 15 Clindamicina Nenhuma TPPe
Larsson, 2006 Suécia  dup 9 . Sim Sim . ~ _ abortamento > 3
cego Hay/Ison semanas VV, 7 dias intervencgdo
16 semanas
ECR duplo Gram (ndo 16 a 27 Metronidazol PP
McDonald, 1997 Austrélia cego, especifica 0 800mg/d, VO, Sim Sim Placebo A 5
S . semanas : espontaneo
multicéntrico método) 2 dias
MCGregor, 1994  EUA  ECR.duplo Nugente 16a27  ClindamicinaV. o N&o Placebo TPP 5
cego Amsel semanas V, 7 dias
Gram (ndo . - Abortamento,
Rosenstein, 2000 Inglaterra ECR, duplo especifica o 16220 Cllndam|g|na,v Sim Sim Placebo TPP, BPN, 5
cego < semanas V, 3 dias . ~
método) infeccao
Clindamicina TPP e
Ugwumadu, 2003 Inglaterra ECR, duplo Nugent 12a22 600mg/d, VO, N&o Nao Placebo abortamento > 5
cego semanas :
5 dias 13 semanas

*BPN= baixo peso ao nascer

*EUA= Estados Unidos da América
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Apéndice A- Ficha de extracdo de dados

Autor, ano:
Pais da pesquisa:
Revista de publicacéo:
Critério para incluséo no grupo tratamento (método diagndstico):
Idade gestacional (IG) ao rastreamento:
Outros fatores de risco para trabalho de parto prematuro (TPP):
Desconhecidos ( )
Presentes () Quais:
Ausentes () Quais descartados:
Medicagéo utilizada no grupo intervencéo:
Metronidazol ( ) Clindamicina( ) Outro ( ) Qual:
Via de tratamento: ( ) Oral ( ) Vaginal
Duragéao do tratamento:
IG ao tratamento:
Controle de cura: Nao ( ) Sim ()
Método utilizado:
Momento realizado (IG ou tempo apés o tratamento inicial):
Tratamento se teste positivo: Nao () Sim( )
Qual tratamento:
Via de tratamento:
Duracgéo do tratamento:
IG a repeticdo do tratamento:
Intervencado no grupo controle: Nenhuma () Placebo ( ) Outra ( ) Qual:
Desfecho principal:
TPP ( ). Definicdo utilizada:
Outros:
Numero de participantes com vaginose:

Grupo intervencao: Grupo controle:

45



Ensaio clinico:
N&o ( ). Qual desenho?
Sim( )
Randomizado? Sim ( ) Nao ( )

Resultados:

Concluséo: Incluir () Excluir ( ).

Motivo da exclusao:
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Apéndice B — Produto da tese: Material didatico voltado aos médicos e estudantes
de medicina da Maternidade Escola Assis Chateubriand (MEAC)

Trabalho de parto prematuro (TPP) € um grande problema em obstetricia,
tanto pela sua elevada incidéncia como pelo impacto em termos de
morbimortalidade neonatal, com repercussdes tanto a curto como a logo prazo.

Sua etiologia ainda ndo € completamente compreendida, mas estima-se que
até 40% dos casos estejam relacionados a infeccdo, cuja via mais provavel é a
ascensao a partir do trato genital inferior.

Véarios microrganismos tém sido estudados como potencialmente
relacionados a prematuridade. A associacao de vaginose bacteriana (VB) com TPP
espontaneo jA é bem documentada na literatura. Uma metandlise de 2003
demonstrou que o risco de TPP espontaneo duplica em pacientes com VB na
gestacdo, podendo ser ainda maior quanto mais precoce for o estabelecimento da

vaginose.

Tratar a VB, entretanto, ainda ndo € comprovadamente eficaz a fim de trazer
a incidéncia de TPP a sua linha basal.

Diversas revisbes e metanalises tém sido feitas, com resultados
contraditérios. HA muitos estudos sobre o assunto; entretanto, sdo todos muito
heterogéneos: uso de diferentes antibioticos, em periodos diversos da gestacéo,
administrados a varios perfis de pacientes (por vezes com outros fatores de risco
independentes para prematuridade).

Apenas uma estratégia tem se mostrado promissora, embora ainda nao
comprovada. Trata-se do tratamento destes casos com clindamicina oral: a
medicacdo, sendo administrada a gestantes com vaginose confirmada, parece
diminuir a incidéncia de TPP.

Uma das justificativas para tal € que a clindamicina tem um espectro maior
contra 0s microorganismos relacionados a VB, além de, em sendo administrada por
via sistémica, poder atingir o meio intra-uterino, tratando uma possivel
corioamnionite subclinica relacionada a VB.

Esta hipbtese, entretanto, deriva de poucos ensaios clinicos e, portanto,
necessita de novos e maiores estudos para confirmacéao.

Sendo assim, até o momento, ndo ha indicacdo de rastreio de gestantes
para vaginose bacteriana, pois ndo ha consenso que algum tratamento possa
diminuir a incidéncia de TPP espontaneo secundario a VB.
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FLUXO - CONDUTA EM PACIENTES GESTANTES COM SUSPEITA DE

VAGINOSE
Paciente com Sintumas PaEiEﬂtE o] 5Eguirpré-nata|
de vaginose. assintomatica, habitual.

MEDICO - Calher é

bacterioscapia [Mugent].

se Mugent =7 J. Se Mugent =7

com clindamicina oral, conduta hahitual,

e
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ABSTRACT
Aims: To evaluate whether the treatment of pregnant women with bacterial vaginosis
reduces the incidence of preterm labor (PTL). Methods: The study consisted of a
systematic review and meta-analysis. We analyzed articles whose population
consisted of pregnant women with vaginosis treated with metronidazole or
clindamycin up to 28 weeks gestational age, compared with placebo or no treatment,
and evaluating the incidence of PTL between the groups. All statistical analyzes were
performed using Software Review Manager 5.3. Results: Nine studies were selected
for systematic review, of which eight were submitted to meta-analysis. We found that
vaginal clindamycin and oral metronidazole did not decrease the incidence of PTL
(OR = 0.97, 95% CI 0.79-1, 19; 12 = 0%). Only one study was found that used oral
clindamycin, and this reported decreasing prematurity in the treatment group (OR
0.31, 95% CI 0.15-0.64). However, this study was excluded from the meta-analysis
because its inclusion would generate great heterogeneity. Conclusion: The current
study identified a promising outcome with the use of oral clindamycin for the

treatment of vaginosis during pregnancy to reduce PTL.

Keywords: Bacterial vaginosis, metronidazole, clindamycin, pregnancy, premature

obstetric labor.



51

Introduction

Previous studies have shown that the diagnosis of bacterial vaginosis (BV) in early
pregnancy increases the risk of preterm labor (PTL) [1]. Thus, it would be logical to
consider the use of antibiotics in the prevention of prematurity related to this
condition. Although many studies have addressed this hypothesis, their findings have
been contradictory [2].

Several articles have reflected on the conflicting results of systematic
reviews, suggesting that they are reaching limited conclusions due to the inclusion of
heterogeneous studies. Lamont [2] concluded that the main confounding factors in
the studies have been: (a) use of non-standard antibiotics for BV; (b) late treatment in
pregnancy and, therefore, unable to influence their outcome; (c) the use of different
diagnostic methods and inclusion of various degrees of vaginal flora abnormality; and
(d) coverage of women whose risk for preterm birth was due to noninfectious factors
and, therefore, less likely to respond to treatment.

To date, no review on the subject seems to have focused simultaneously on
the optimal choice of antimicrobial agent, patients, and timing of intervention, thus
limiting the conclusions that can be drawn from the current reviews to: inappropriate
antibiotics administered late in gestation in women without evidence of BV does not
prevent infection-related PTL [3].

Thus, subsequent research is needed precisely to identify subgroups of BV

patients where treatment is effective to prevent its sequelae [4].

Material(s) and Method(s)

This study consisted of a systematic literature review, followed by meta-analysis.
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Following the PRISMA guideline (Preferred Reporting Items for Systematic
Review and Meta-Analyses) [5], we carried out a bibliographic search on the
databases of Pubmed, Bireme, Google Scholar, Scopus, Web of Science, Science
Direct, Scielo, Nature, New England, Repository Portugal, and Omics. We searched
for studies of any design, published between January 1, 1990 and December 20,
2017. The following search descriptors and their combinations were used:
("Gardnerella vaginalis" OR “gardnerella” OR "bacterial vaginosis”) AND
(metronidazole OR clindamycin). Reference lists associated with all studies found in
the survey were used to identify other potentially relevant publications. Only articles

in English, Portuguese, and Spanish were included.

The inclusion criteria were: 1) to have a group of cases of pregnant women
diagnosed with BV by bacterioscopy or Amsel criteria; 2) not having patients with
other known risk factors for PTL; 3) interventions of metronidazole or clindamycin
(oral or vaginal); 4) antibiotics given up to 28 weeks of gestational age; 5) having this
treatment compared to a placebo or no intervention control group; and 6) incidence
of PTL (= 37 weeks) as the main outcome. We excluded studies that also used
antimicrobials for intermediate vaginal flora, in which it was not possible to select only
cases of BV, and those that used other types of antibiotics or other routes of
administration.

Two investigators independently determined the eligibility of each study.
Disagreements were resolved by consulting a third researcher.

The Jadad score [6] was used to evaluate the methodological quality of the
studies. Good-quality studies were those with a Jadad score = 3.

The effect of the use of antibiotics in the prevention of prematurity was

evaluated by calculating the odds ratio (OR) to estimate the corresponding risk. To
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determine this, we used a 95% confidence interval (CI) with p-values < 0.05
considered statistically significant. The heterogeneity between the studies was
evaluated by the I°-static, using effects analysis models. In addition, Egger’s funnel
chart was constructed to assess the risk of publication bias. All statistical analyzes

were performed with Software Review Manager 5.3.

Results

Of the 32 selected papers (Figure 1), 23 were excluded because of patients with
other risk factors for PTL (n = 3), the control group included patients not screened for
BV (n = 6), vaginosis was treated with medications other than clindamycin and
metronidazole (n = 4), intermediate flora was considered together with vaginosis (n =
5), treatment done after 28 weeks (n=1) or were not original articles (n = 4). A
complementary search in the reference lists of the articles read in full did not identify
additional studies of interest.

Nine articles were included in the systematic review [7-15], all of which were
randomized clinical trials (RCT) with a Jadad score = 3 (Table 1); however, of these,
only eight could be subjected to meta-analysis. In the meta-analysis, 4558 women
were studied. We detected no benefit from antibiotic treatment in reducing the
incidence of PTL (OR, 0.97; 95%Cl, 0.79-1.19; 1%, 0%) (Figure 1).

Five studies used the diagnosis gold standard (Nugent criteria), four had
antibiotics before 23 weeks of gestational age (GA), three had control of cure and
retreatment if needed, and six had the only outcome as spontaneous PTL (Table 1).
However, no article in this literature review met all of these requirements

simultaneously.
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No selected study used vaginal metronidazole, six used vaginal clindamycin,
and two used oral metronidazole. Only one article used oral clindamycin, which was
the only study to report a statistically significant difference between the treatment and
control group [15]. In this trial, which evaluated 410 pregnant women with BV, we
identified a subgroup of only vaginosis patients (excluding cases of intermediate
flora), in which the incidence of spontaneous PTL and miscarriage after 13 weeks
was 5.31% (11/207), compared to 15.27% (31/203) in the control group. The study
does not provide an estimate of risk for this subgroup, but we were able to calculate
this using the same meta-analysis software (OR, 0.31; 95%CI, 0.15-0.64). By
analysis of the funnel plot, this assay was excluded from the meta-analysis because
its inclusion would generate great heterogeneity. Due to this being the only article
with oral clindamycin and the only one in this study that reported a benefit of
treatment, we retained it in the systematic review to stimulate new trials with the

same drug.

Discussion
The current study identified a promising outcome using oral clindamycin for the
treatment of vaginosis during pregnancy to reduce PTL. Although this result should
be interpreted with caution (since it was based on only one RCT), there is support in
the literature for such a hypothesis.

A non-randomized clinical trial used oral clindamycin for 7 days for patients
with BV diagnosed in any trimester by Amsel criteria. Although this assay could not
be included in the current study due to late treatment, it reported results similar to

those identified here. In the intervention group, the incidence of spontaneous PTL
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was 1.7% (3/168), whereas in the control the incidence was 8.8% (13/147) (p =
0.004, RR 0.2, 95% CI 0.1-0.7) [16].

Although clindamycin and metronidazole are also recommended for the
treatment of symptomatic vaginosis, their antimicrobial spectra are not identical [3].
Compared with nitroimidazole, clindamycin has higher activity against Atopobium
vaginae, Gardnerella vaginalis, and Mobiluncus spp. [17], which likely accounts for
the finding that the greater the degree of abnormality of the vaginal flora, the more
effective it is. Among women with the highest Nugent score (10), which have the
greatest imbalance of the ecosystem and in which Mobiluncus spp. is more
frequently found, those receiving clindamycin had a PTL and late abortion rate of
5.4%, compared with 35.7% in those receiving placebo [15].

Although topical therapy is effective in the treatment of vaginal
manifestations of BV, oral medication seems to be necessary to decrease the
association with PTL [18]. This is because only a systemic treatment could reverse
the effect of microorganisms that have already ascended the uterus [13].

Based on the hypothesis that this benefit of systemic clindamycin would be
based on the reduction of chorioamnionitis, the same author performed a secondary
analysis of data from 126 patients included in the original RCT [15]. The incidence of
histological chorioamnionitis was evaluated when comparing patients receiving
antibiotics and the placebo group. There was, however, no significant difference
between the obstetric outcomes of patients with and without histological
inflammation, either before or after adjustment by the treatment group. However,
according to the author, because of the small sample size, it is not possible to rule

out the existence of the association [19].
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The meta-analysis of Lamont et al. reported similar findings to those
reported here. Lamont et al. also included studies with treatment for intermediate
flora and those in which the control group were patients not screened for BV,
considering only clindamycin treatments and performed up to 22 weeks. Even with
different inclusion criteria and, consequently, including many articles different from
those analyzed in this review, Lamont also identified only benefit in reducing
prematurity with oral clindamycin (based on the same Ugwumadu study highlighted
in our review) [3].

Although there are studies showing improved cure rates from repeating the
screening and treatment (if necessary) after the use of antibiotics for BV in
pregnancy [20], this meta-analysis did not prove this to be a determinant factor to
achieve lower incidences of PTL, which is in line with the findings of other reviews
[3]. We found, in this review, that the only study reporting a benefit in the use of
antibiotics had not included control tests; those studies that did include controls did
not detect a statistically significant benefit of using antibiotics.

The principal fear associated with the frequent use of oral clindamycin is the
risk of C. difficile [21]. Therefore, because it is not a harmless drug, besides the costs
involved in the indication of screening, further studies are necessary to confirm the

current hypothesis of benefit.

Conclusion

The current study did not identify a benefit from the use of vaginal clindamycin or oral
metronidazole when given to pregnhant women with vaginosis before 28 weeks to
reduce prematurity. In one study, oral clindamycin was reported to reduce PTL,;

therefore, further studies will be needed to confirm this hypothesis.
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Figure 1- Selected Studies Flowchart

1235 Articles identified

l —

1203 were excluded:
966 after reading titles
237 after reading abstracts

32 Articles met selection
criteria

—

Studies included in the
systematic review: 9

23 of which were excluded: not
considered methodologically
adequate (Jadad score =3)
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Table 1- Characteristics of selected studies
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Type
Author, Coun Diagnostic GA at Control Re-
of Treatment Control Outcome Jadad
year try Method treatment of cure | treatment
study
Carey, The Double Nugent 16 to 23 Oral Yes No Placebo Spontaneo 5
2000 USA -blind weeks and | metronida us PTL
RCT 6 days zole
2g/day, 4
days
Guaschi Italy RCT Hilier 14 to 25 Vaginal Yes No No PTL 3
no, 2003 weeks clindamyci treatment
n, 7 days
Joesoef, | Indon | Multice Nugent 14 to 26 Vaginal Yes No Placebo PTL 5
1995 esia ntric, weeks clindamyci
Double n, 7 days
-blind
RCT
Kekki, Finla | Multice Spiegel 12t0 19 Vaginal Yes No Placebo PTL 5
2001 nd ntric, weeks clindamyci
Double n, 7 days
-blind
RCT
Larsson, | Swed | Double | Nugent and 10 to 15 Vaginal Yes Yes No PTL and 3
2006 en -blind Hay/Ison weeks clindamyci treatment | miscarriage
RCT n, 7 days > 16 weeks
McDonal | Austr | Multice Gram 16 to 27 Oral Yes Yes Placebo Spontaneo 5
d, 1997 alia ntric, (unspecified weeks metronida us PTL
Double method) zole
-blind 800mg/da
RCT y, 2 days
McGreg The Double | Nugent and 16 to 27 Vaginal Yes No Placebo PTL 5
or, 1994 USA -blind Amsel weeks clindamyci
RCT n, 7 days
Rosenst The Double Gram 16 to 20 Vaginal Yes Yes Placebo Miscarriage 5
ein, Unite -blind (unspecified weeks clindamyci , PTL,
2000 d RCT method) n, 3 days LBW,
Kingd infections
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om
Ugwuma The Double Nugent 12 to 22 Oral No No Placebo PTL and
du, 2003 | Unite -blind weeks clindamyci miscarriage
d RCT n > 13 weeks
Kingd 600mg/da
om y,5 days

* USA = United States of America

* LBW = low birth weight




Graph 1- Estimates of the studies

Treatment Control Odds Ratio Odds Ratio
Study Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI o, SE0HOR)
Carey, 2000 89 953 91 966 453% 0.99[0.73,1.35] —a—
Guaschino, 2003 6 49 8 51 3.8% 0.75(0.24, 2.34]
Joesoef, 1995 51 340 46 341 216% 1.13[0.74,1.74] %
Kekki, 2001 9 187 7 188 37% 1.31[0.48,3.59]
Larsson, 2006 11 395 12 390 65% 0.90(0.39, 2.07] 04
McDonald, 1997 10 219 15 219 7.9% 0.65[0.29, 1.48]
McGregor, 1994 9 60 5 69 2.2% 2.26[0.71,7.16] o
Rosenstein, 2000 " 65 20 66 91% 0.47 [0.20,1.08]
Total (95% CI) 2268 2290 100.0%  0.97[0.79, 1.19] o
Total events 196 204
Heterogeneity: Chi*= 6.96, df = 7 (P = 0.43); F= 0% =0 7 + + '

02 05 1 2] 5 10 g
0

Testfor overall effect Z= 0.28 (P = 0.78) Treatment Control
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