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RESUMO

Nos ultimos anos, um nimero crescente de estudos sugere a participacdo dos virus Epstein
Barr (EBV) e Citomegalovirus (HCMV) na doenga periodontal, sabidamente uma doenga
provocada por bactérias. Este trabalho investiga a relagdo entre a infec¢do por HCMV e EBV-
1 e a doenga periodontal humana, comparando a freqliéncia desses virus nos sitios
periodontais com gengivite ¢ nos sitios com profundidade de sondagem aumentada.
Hipotetizamos que haja uma associa¢do entre a presenca do virus e a perda de insergdo.
Apods a aprovacdo do COEP e termos de consentimentos assinados, foram colhidas as
amostras do fluido crevicular de 30 pacientes portadores de periodontite agressiva. A coleta
consistiu de sondagem dos sitios para posterior inser¢do de um cone de papel absorvente ao
longo do sulco. Cada paciente foi submetido a 2 coletas de sitios com gengivite e outras duas
de sitios com periodontite. Para deteccdo dos dois virus foi realizada a técnica de PCR
separadamente para cada virus. Duas amostras (1,67%) foram positivas para o HCMV e 53
(44,2%) delas, positivas para o EBV-1. Somente um sitio exibiu infec¢do mista pelos dois
virus testados. Através do teste de Mc Nemar, houve diferenga na ocorréncia de EBV-1 entre
0s sitios com gengivite ¢ os sitios com periodontite, tendo ocorrido maior nimero de casos
EBV-1 + nos sitios com periodontite. Nao foi constatada diferenga estatistica significativa
para o HCMYV entre os dois grupos. Quando a unidade ¢é paciente, o EBV-1 foi o virus mais
prevalente, ocorrendo em 77% dos individuos pesquisados. A presenga de EBV-1 com maior
freqiiéncia nos sitios com profundidade de sondagem aumentada sugere uma associagao

positiva desse virus com as lesdes de periodontite agressiva.

PALAVRAS-CHAVE: patogénese, periodontite, EBV, HCMV, virus.
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1 INTRODUCAO

A placa dental ¢ o fator essencial para o estabelecimento da gengivite e periodontite.
Segundo Lindhe (2000), “a placa ¢ um depodsito microbiano de ocorréncia natural
representando um biofilme verdadeiro que consiste em bactérias em uma matriz composta de
polimeros extracelulares de origem bacteriana e produtos do exsudato do sulco e/ou da
saliva.” De acordo com conhecimentos mais recentes também podemos identificar antigenos

virais também no biofilme.

A patogénese da doenca periodontal inclui interagdes dindmicas entre os varios agentes
infecciosos e a resposta imune do hospedeiro. No entanto, apesar de uma extensa literatura
evidenciar o papel primario das bactérias na periodontite, o biofilme subgengival por si s6 ¢
insuficiente para explicar a variabilidade das apresentagdes clinicas da doenca. A infec¢ao
bacteriana sozinha ndo explica o padrdo agressivo de destruicdo tecidual em dentes com
pouca placa, as fases de atividade/ remissdao da doenca e a tendéncia da destrui¢do periodontal
se apresentar numa forma localizada e bilateralmente simétrica. Tampouco explica a existéncia
de pacientes com fatores de risco classicos exibindo apenas um quadro de gengivite. Nesse
contexto, t€ém se procurado outros fatores que atuem junto com o sistema imune do

hospedeiro que alterem o curso da doencga periodontal.

Alguns estudos tém associado tipos virais a etiopatogénese da periodontite. Esta associacao
ndo ¢ inédita na Odontologia. H& alguns anos os virus tém sido associados a etiologia de
muitas doencas orais. Muitas destas associagdes se baseiam nos DNA virus, especialmente os
virus do herpes que j& foram relacionados, por exemplo, com alguns casos de eritema
multiforme e leucoplasia pilosa (GREENSPAN & GREENSPAN, 1989). O papiloma-virus
foi associado a lesdes papilomatosas (GREENSPAN et al.,, 1988 COSTA et al.,, 1994),

hiperplasia epitelial focal (SYRJANEN et al., 1984; GARLICK et al., 1989; HENKE et al.,
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1989; PADAYACHEE & VAN WYK,1991; CARLOS & SEDANO, 1994; COSTA et al.,
1994; JIMENEZ et al., 2001;) ¢ a carcinomas (SYRJANEN et al., 1984; MAO & SMITH,
1993; YADAV et al., 1997; D'COSTA et al., 1998; TSUHAKO et al., 2000; JANG et al.,
2001; HIGA et al., 2002). Os virus também podem estar envolvidos na etiopatogenia das aftas
(HOOKS, 1978) e da Sindrome de Behget (HOOKS, 1978). Mais recentemente foram

associados a periapicopatias sintomaticas (SLOTS et al., 2004)

A doenga periodontal ¢ um processo patologico cuja etiopatogenia ainda permanece obscura
sob os olhos da ciéncia. Nas tultimas décadas, muitos estudos afirmaram a importancia de
tipos microbianos especificos na doenca periodontal. Tais pesquisas se voltaram para
bactérias e, em menor extensdo para fungos e parasitas (SLOTS & PARRA, 1996). Pouca ou
nenhuma consideracao foi dada a um possivel envolvimento de virus humanos na etiologia e
patogénese desta doenga destrutiva. No entanto, pdde-se observar nos ultimos anos, um
nimero crescente de estudos sugerindo que alguns tipos de virus constituem uma importante

fonte para a causa da destruicdo dos tecidos periodontais (SLOTS, 2002).

Diferentes metodologias tém sido utilizadas nestas avaliagdes. No presente estudo, realizamos
uma analise comparativa da freqiiéncia do Epstein-Barr virus (EBV) e do citomegalovirus

(HCMV) em sitios com gengivite e periodontite de um mesmo paciente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mecanismos patogénicos de infecgao viral

A caracteristica marcante da infeccdo por herpesvirus ¢ a debilidade que ele traz ao sistema
imune do hospedeiro, suprimindo a imunidade mediada por células e alterando a fung¢do e/ou
numero dos linfocitos B. Oito espécies de herpesvirus que infectam humanos ja foram

identificadas:

HSV — herpes simples virus tipo 1 ¢ 2 (HHV-1 E HHV-2)
- VZV - varicella-zozter virus (HHV-3)

- EBV — Epstein-Barr virus Tipo 1 e 2 (EBV-1 e EBV-2)

- HCMYV - citomegalovirus humano (HHV-5)

- HHV-6 — herpesvirus tipo 6

- HHV-7 — herpesvirus tipo 7

- HHV-8 — herpesvirus tipo 8 (Sarcoma de Kaposi) (ROIZMAN,1996)

“Herpesvirus sdo os virus mais ubiquos, transmissiveis e infecciosos em humanos. O virus do
herpes ¢ envelopado, possui DNA de fita dupla e ntcleocapsideo icosaédrico, .. replicando —
se no nucleo da célula.” (PARK, 1997, p.224). Todos os virus da familia Herpes possuem
algumas caracteristicas comuns. Todos eles possuem DNA, causam infeccdo primaria no
primeiro contato e tornam-se latentes dentro do ntcleo de células especificas durante toda a

vida do individuo infectado. O HCMV pertencendo a esta familia, tem um tamanho de
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aproximadamente 150 a 200nm, sdo envelopados, possuem fita dupla de 240 kb que
codificam 35 proteinas. O envelope viral contém pelo menos oito glicoproteinas, dentre elas a
glicoproteina B, considerada um receptor do virus e um importante indutor de resposta imune
(BRITT et al.,1990). O EBV ¢ um virus menor que o HCMV, possuindo uma fita dupla de
180 kb. Sua infec¢@o pode persistir nos linfocitos do sangue periférico por varios anos apds a

infeccao (PARK, 1990).

De acordo com Cohen & Greenberg (1986), as infecgdes herpéticas mistas podem regular

seletivamente a produgdo de citocinas, perturbando, assim, a homeostasia do sistema imune.

Os virus do herpes podem causar doenga periodontal como resultado direto de sua infecgdo e
replicacdo, ou como resultado de reagdes da defesa do hospedeiro. Uma infeccdo viral pode
desencadear reagdes imunes e/ou alterar as respostas de defesa do hospedeiro (CONTRERAS

& SLOTS, 2000).

Foi observado que o HCMYV infecta principalmente os mondcitos e macroéfagos periodontais e
menos freqiientemente os linfécitos T; enquanto que o EBV-1 infecta os linfécitos B
(CONTRERAS et al., 1999). Contreras et al. (1999b) detectaram o HSV em linfécitos T e em
monocitos/ macrofagos nos tecidos de lesdes periodontais de adultos. Mesmo que ndo tenha
sido encontrado DNA do herpes virus em neutrdfilos, segundo Abramson & Wheeler (1994),
a infec¢ao por HSV ou HCMV em outras células in vitro diminui a fagocitose dos neutréfilos,

a resposta oxidativa e a morte intracelular.
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Alguns autores relataram que o Linfocito T exerce um papel protetor imprescindivel diante
de uma infec¢do por HCMV (BENEDICT et al., 2001). Foi observado que o HSV ao infectar
os linfécitos, diminui consideravelmente a atividade destas células (ROUSE et al., 1986),

aumentando o risco para infec¢des periodontais destrutivas.

O HCMYV e o HSV parecem ser os responsaveis pelas lesdes ulcerativas orais, especialmente
em pacientes imunocomprometidos (SCULLY et al., 1991). Quando linfécitos e mondcitos
sao infectados pelo HCMYV, a produ¢do de interleucinas e a capacidade de prolifera¢do sao
reduzidas significativamente. Além disto, a infeccdo por herpes altera o sistema imune
diminuindo ou aumentando a expressio de algumas estruturas (moléculas de
histocompatibilidade Classe I e adesdo de moléculas) (ITO et al., 1995). Portanto, o rapido
colapso periodontal visto em pacientes que apresentam alteragdes da resposta imune mediada
pela diminuicdo do niimero de linfocitos T, sugere uma funcdo protetora por parte destas

células na doenga periodontal (ROSENSTEIN et al., 1989).

Como sugerido por Contreras et al. (2001), as infecgdes por herpes na periodontite associada
ao HIV podem acentuar a imunossupressdao local, perturbar a imunidade protetora do
periodonto, induzir a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, alterar a integridade estrutural

do periodonto e levar ao crescimento de bactérias periodontopatdogenas.

Parece que a ativagao imune desencadeada pelo herpes ocorre em conjunto com os fatores de
viruléncia bacterianos, enfraquecendo os mecanismos de defesa do periodonto (SLOTS &

GENCO, 1984). Se fizermos uma associacao relativa a causa entre as infec¢des herpéticas e
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as bacterianas, semelhante aquelas reportadas nas infec¢cdes médicas, € mais provavel que as
infecgdes virais  promovam as infec¢des bacterianas subgengivais € ndo o contrario.
Segundo Mackowiack et al. (1984), individuos que passam por infec¢do primaria ou
reativagdo herpética geralmente demonstram uma propensdo aumentada & superinfeccdes,
sejam elas bacterianas ou fungicas. Além disto, j4 foi relatado que o HCMV predispde
individuos a infecgdes bacterianas. Ratos colonizados por Pseudomonas aeruginosa ou S.
aureus, apresentam maior taxa de mortalidade quando infectados por doses subletais do virus
HCMV. Os autores concluiram que os ratos infectados pelo virus apresentam suscetibilidade
aumentada a infec¢des bacteriana e flngica. Sugeriram que tal fato seja decorrente das
varias alteracdes causadas pela infec¢@o viral no sistema imune do hospedeiro (REDPATH et

al., 1999).

Conforme os achados de Mackowiack et al. (1984), células eucariotas infectadas por virus
expressam proteinas virais em sua superficie que agem como receptores, ocasionando novos
sitios de ligag¢do bacteriana. Além disso, de acordo com Heurlin et al.(1991), células epiteliais
mortas pelo virus também expdem sitios de ligacdo para as bactérias através de constituintes

de sua membrana basal.

O HCMV e o HSV sdo capazes de destruir fibroblastos in vitro (RONES et al., 1982). Foi
proposto por Ito et al. (1995) que a infeccdo por HCMYV altera a expressao de moléculas
adesdo nos fibroblastos infectados, fato que contribui para o estabelecimento de uma

inflamacao periodontal.
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Na regeneragdo tecidual guiada, Mc Donald et al. (1998) concluiram que os herpes virus
alteram a funcdo dos fibroblastos, diminuindo o potencial regenerativo do ligamento

periodontal.

Os herpes virus periodontais podem induzir alteragdes metabdlicas e suprimir as atividades
dos linfocitos e macrofagos, causando uma debilidade no sistema imune diante de outras
infecgdes, como as bacterianas (CONTRERAS et al., 1999). De fato, segundo Rosen et al.
(1977), o EBV-1 ¢ um potente ativador policlonal de linfocitos B, capaz de induzir a
proliferacdo e a diferenciagdo de células secretoras de imunoglobulinas. Seymour (1987)
relatou que a ativacdo, proliferagdo e diferenciacdo de linfocitos B estdo associadas a
progressdo da doenga periodontal. O EBV —1 codifica uma proteina, a BCFRI1, que se
assemelha estruturalmente e funcionalmente a interleucina 10 (TAGA et al.,1995). Sabe-se
que a IL-10 suprime a producdo de IL-2, IFN-y e linfotoxina, polarizando o sistema a uma
resposta tipo Th2 (ROSEN et al., 1977). De acordo com Seymour (1987), uma resposta tipo
Th1 est4 associada a prote¢do contra a doenca periodontal; enquanto que a resposta tipo Th2,
a progressao da doenga (GEMMELL & SEYMOUR, 1994). Além disto, a infecgdo por EBV
pode induzir uma mudanc¢a nas sub-popula¢des de linfocitos B, aumentando a relagdo de
Linfocitos B e plasmocitos/monocitos (CELENLIGIL & EBERSOLE, 1997). Este tipo de
herpes também altera o niumero de linfocitos T. Conforme os achados de Rickinson & Kieff
(1996) e Stashenko et al. (1987), o EBV induz a uma proliferagao exacerbada de linfocitos T,
cuja atividade estd relacionada ao reconhecimento e destrui¢do de células infectadas pelo
virus. Na doenca periodontal uma disfun¢ao imune mediada pela infecgao por EBV favorece

a proliferacao subgengival de bactérias periodontopaticas (CONTRERAS et al., 1999).
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A infec¢do por HCMV aumenta a produgdo de interleucina 1 beta (IL-1B) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) de monodcitos e macréfagos (MACKOWIACK et al., 1984;
IWAMOTO et al., 1990). A produgdo aumentada destas citocinas pro-inflamatdrias estd
associada a maior suscetibilidade a doenga periodontal destrutiva. Interleucina 1 beta e fator
de necrose tumoral alfa podem aumentar a produgdo de metaloproteinases ¢ mediar a
destrui¢do 6ssea periodontal (STASHENKO et al.,1991). Segundo Redpath et al. (1999), o
HCMV pode driblar o sistema imune do hospedeiro induzindo a secre¢ao antecipada de IL-
10 pelos mondcitos, o que inibe a expressdo de MHC classe II . O HCMV também possui o
potencial de suprimir a fungdo antigeno-especifica de linfocitos T citotdxicos e diminuir o
seu numero, alteragdes estas que correspondem a diminui¢do local ou generalizada de células
de defesa (HEURLIN et al., 1995). A imunossupressdo também ocorre devido ao disturbio
direto das células linfoides, pela diminui¢do da expressdo de microglobulina —28, inducao de
auto-anticorpos ¢ produ¢do de mediadores inflamatoérios soluveis (MEYERS et al., 1986;

ARBUSTINI et al,1992; BEERSMA et al., 1993) .

O modo pelo qual o periodonto ¢ infectado por HCMV, proposto por Contreras et al. (1999),
considera que na doenca periodontal, as células inflamatérias infectadas por herpes poderiam
ser a fonte de particulas virais infectantes. Segundo Kapasi & Rice (1988), o HCMV pode
infectar os monocitos do sangue periférico ou suas células progenitoras na medula Ossea.
Quando estes monocitos sao recrutados para os tecidos periodontais a fim de participar da
resposta imune contra microorganismos periodontopatogénicos, a diferenciagdo em
macrofagos pode significar sinal verde para o ciclo de replicagdo do HCMV. Assim,
particulas vidveis do virus podem infectar as células periodontais adjacentes como as

epiteliais, endoteliais e fibroblastos. Todo o evento que promova a diapedese das células
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inflamatorias para o tecido, como a infec¢do bacteriana, aumenta a chance de infec¢do pelo
HCMV naquele tecido. Portanto, a gengivite seria uma situa¢do plausivel para o
estabelecimento/disseminacdo de infecgdo por HCMV no periodonto (CONTRERAS et al.,

1999).

Quando as células epiteliais sdo infectadas pelo HCMV, elas também tém diminuida a sua
capacidade protetora, fato que contribui para a melhor aderéncia de P. gingivalis no tecido,
resultando na invasdo de outras células do hospedeiro (MADIANOS et. al., 1997). Por outro
lado, os autores afirmaram que ao invadir o epitélio, P. gingivalis compromete a resposta
imune, porque bloqueia a migragdo dos leucdcitos polimorfonucleares e diminui a produgdo

de IL-8 por estas células.

Segundo Flammand et al. (1993) o HHV-6 infecta mais freqiientemente os linfocitos T e
ocasionalmente os linfocitos B. Nas co-infec¢des de linfocitos, o HHV-6 pode interagir com
o EBV e agravar a doenga herpética. Entdo, se o HHV-6 ¢ encontrado em lesdes periodontais
(PARRA & SLOTS, 1996;CONTRERAS et al., 1997; CONTRERAS et al.,2001) assim
como o EBV (PARRA & SLOTS,1996; CONTRERAS et al.,1999 a ¢ b; CONTRERAS et
al.,2000; HANOOKALI et al.,2000; MICHALOWICKZ et al.,2000; TING et al.,2000), esta
associa¢do pode representar algo na patogénese da periodontite. A combinagdo do HSV com
outros virus também pode ser danosa ao periodonto, uma vez que 0 mesmo possui tropismo

para os tecidos periodontais (AMIT et al.,1992; PORTER et al.,1993).
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As diferengas quanto a distribuicdo e a taxa de ativacdo dos sitios positivos para o herpes
podem explicar a natureza sitio-especifica da progressdo da periodontite (SLOTS
&CONTRERAS, 2000). A reativacdo do herpes ocorre espontaneamente ou como resultados
de infeccdo, febre, drogas, trauma tecidual, stress emocional, exposicdo a luz ultravioleta e

outros fatores que diminuem as atividades do sistema imune (SCULLY, 1996).

Uma revisdo sobre o envolvimento do citomegalovirus e do Epstein-Barr-1 nos diversos
tipos de doenga periodontal foi publicada por Slots & Contreras (2000). Neste trabalho, os
autores propuseram um modelo para a periodontite relacionada a infec¢@o por herpes (FIG. 1).
A formacdo da placa bacteriana com a subseqiiente gengivite constituiria os eventos primarios
para o desenvolvimento da periodontite. O acimulo de herpes virus se daria através do
influxo de células para o tecido gengival inflamado como: linfécitos B e T, mondcitos e
macrofagos. Como ja mencionado, uma grande carga de virus do herpes aumenta o risco para
algumas doengas, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Segundo Lang et al.
(1996), o0 aumento da inflamagdo gengival estd associado a progressdo da periodontite. Se isto
¢ verdade, uma maior concentracdo de células de defesa carregadas com herpes virus também
desempenharia um papel nesta gengivite (CONTRERAS et al., 1999). Desta forma, o
contrario também seria verdadeiro, ja que a reducdo da gengivite parece diminuir o nimero de

herpes no periodonto, como sugerido por Hanookai et al. (2000).
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FIGURA 1- Modelo para a periodontite relacionada ao herpesvirus.
FONTE - Adaptado de SLOTS & CONTRERAS, 2000.
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Muitos indicadores de risco para a doenca periodontal, incluindo a infec¢dao por HIV, stress
psico-social e fisico, gravidez e alteragdes hormonais (SALVI et al, 1997) também
representam um potencial para a reativagdo do herpes. Em vista disso, Slots & Contreras
(2000) sugeriram que se alguns indicadores de risco para a doenca periodontal também ativam
os herpesvirus, entdo a terapia da doenga deveria ser direcionada ao controle dos herpesvirus

assim como aos proprios indicadores de risco.

Ja foi relatado que a ativag@o do herpes ocorre freqlientemente na periodontite associada ao
HIV (Ting et al., 2000). Segundo Griffthis (1996), quando co-existem os dois tipos de virus, o
herpes e o HIV, o primeiro aumenta a expressdao do genoma do HIV, que por sua vez,
também reativa o herpes. O EBV, HCMV, HHV-6 e o HSV exacerbam a multiplica¢do do
HIV por transativagdo. De acordo com Flammand et al.(1993), o HHV-6 pode reativar EBV.
Alguns autores concluiram que as infec¢des do herpes na periodontite associada ao HIV
acentuam a supressao imune local, diminuem a imunidade protetora do periodonto, induzem a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, alteram a integridade estrutural do periodonto e
levam a um superproliferacdo de bactérias periodontopatdogenas. Diante disto, eles
propuseram que a ativagdo do HIV pelo herpesvirus pode ser a causa do rapido colapso

periodontal observado na periodontite relacionada ao HIV (CONTRERAS et al., 2001).

A evidéncia de que o HCMV ativo pode estar associado a atividade da periodontite também
foi encontrada no estudo delineado por Wara-Aswapati et al., (2003). Foi descoberto que
produtos genéticos liberados durante a ativacdo daquele virus transativam a expressao de IL-

1B pelas células do hospedeiro.
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2.2 O papel do herpes virus na doenga periodontal humana

A doenca periodontal constitui uma familia de doencas relacionadas que se diferem na
etiologia, histéria natural, progressao e resposta a terapia, mas possuem uma cadeia bésica de
eventos. Estes mecanismos patologicos basicos estdo presentes em todas as formas induzidas
por placa. Estes eventos sdo influenciados por modificadores (genéticos, ambientais ou
adquiridos) que se diferem de acordo com o estdgio e a forma da doenga. O quadro clinico
observado ¢ resultado de uma complexa interagdo entre estes eventos modificadores e desafio
microbiano (PAGE et al., 1997). No entanto, Saygun et al. (2004), alertam que alguns tipos
de periodontite cronica e agressiva ndo representam doencas distintas mas se encontram num
espectro continuo, cuja expressdo clinica depende da presenca de agentes infecciosos
especificos e da condi¢gdo imune do hospedeiro. Véarias espécies bacterianas tém sido
incriminadas na etiopatogénese da doenca, mas uma causa bacteriana sozinha parece ser
insuficiente para explicar as vdrias apresentacdes clinicas da doenga. Estudos recentes
sugerem que herpes-virus periodontais constituem uma importante fonte para a causa da

destruicdo dos tecidos periodontais (SLOTS, 2002; YAPAR et al., 2003).

Baseando na literatura existente, Ogawa et al. (1982) foram os primeiros pesquisadores a
isolarem o virus do herpes em pacientes com doenga periodontal. Logo apds, Ehrlich et al.
(1983) citaram a presenca de antigenos especificos do herpes no tecido gengival. Eles
detectaram genoma viral do HSV-1 nas células epiteliais do sulco gengival de pacientes que

estavam sob tratamento.
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Em 1989, Sjodin et al. associaram a infec¢do pelo HCMV na primeira infincia a ocorréncia

de lesdes semelhantes as da periodontite juvenil localizada na denti¢do primadria.

Na década de 90, uma nova linha de pesquisas retomou o possivel papel do virus na
etiopatogénese da doenca periodontal. Langford et al. (1990) associaram a presenca de
HCMYV a lesdes ulcerativas orais em pacientes infectados pelo HIV. Em outro estudo, o
HCMV e HSV foram associados a lesdes ulcerativas orais principalmente em pacientes
imunocomprometidos (SCULLY et al.,1991). Outros autores também confirmaram a presenca
de infeccdo pelo HCMV nas lesdes periodontais agudas num paciente HIV positivo. Na
verdade, eles relataram um caso clinico de infec¢do oral por HCMV que, a principio, exibia

caracteristicas muito semelhantes as da periodontite associada ao HIV (DODD et al., 1993).

Os achados de Abramson & Wheeler (1994) confirmaram que pacientes com infecgdes
agudas virais apresentam risco maior para certas infec¢des bacterianas. Contreras & Slots
(1996) determinaram a freqiiéncia de certos tipos de virus em 27 portadores de periodontite e
concluiram que 89% dos pacientes abrigavam pelo menos um tipo de virus em suas bolsas.
As infec¢des mistas foram encontradas com maior freqiiéncia nas bolsas periodontais

profundas (p=0,015); assim como o HCMV (p= 0.023).

Parra & Slots (1996) investigaram presenca de herpes simples (HSV-2), Epstein-Barr virus
(EBV), Citomegalovirus (HCMV), Papiloma virus humano (HPV) e Virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) no fluido crevicular de 30 pacientes com periodontite

avancada e 26 pacientes com gengivite. Através da técnica do PCR, eles verificaram que 78%
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dos pacientes com periodontite avangada abrigavam pelo menos 1 tipo de virus mencionado
anteriormente. Em 60% deles havia o HCMV, EBV em 30%, HSV 20% e HPV 17% destes
pacientes. Nos pacientes com gengivite, somente foi encontrado o HCMV em 8 pacientes
(31%) dos 26 estudados. Houve diferenca estatistica de individuos infectados por virus no
grupo da periodontite € no grupo da gengivite (p=0.001; qui-quadrado). Quarenta por cento
dos pacientes com periodontite abrigavam mais de um tipo de virus representando uma co-

infecc¢do viral.

De acordo com Contreras et al. (1997), a presenca do HCMV e outros tipos de virus pode
contribuir para o estabelecimento e/ou progressdo da gengivite ulcerativa necrosante aguda

em criangas nigerianas desnutridas.

O virus do herpes também interfere na cicatrizagdo. Foi observado que quando a bolsa
periodontal continha HCMV ou EBV-1, a média de ganho de inser¢ao pds-tratamento era de
2.3 mm, sendo que em sitios ndo infectados pelos virus esta média aumentava para 5.0 mm

(p=0.04) (MC DONALD et al., 1998).

O primeiro estudo que associou replicagdo viral com atividade da doenca periodontal foi o de
Contreras & Slots (1998). Eles detectaram RNAm da principal proteina do capsideo do
HCMYV somente nas bolsas periodontais profundas, indicando a replicacao do virus. Segundo
Gozlan et al.(1993), a transcricdo de RNAm tardio s6 acontece no ciclo litico completo,

indicando, assim, a ativacao viral.
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Um estudo conduzido por Contreras et al. (1999a) avaliou a rela¢do entre a infec¢do por virus
do herpes, a doenga periodontal e o potencial patogénico das bactérias em 99 pacientes
portadores de periodontite e 41 portadores de gengivite. Eles encontraram pelo menos um
tipo de virus (EBV, HSV ou HCMV) em 53% dos pacientes com periodontite avancada,
sendo que 23% deles mostravam co-infec¢@o. Relataram que EBV-1, HCMV e pacientes com
infecgdo mista (os dois tipos de virus) exibiam altas taxas de co-infecg¢ao por P. gingivalis X
P. nigrescens, P. gingivalis X B. forsythus , P. intermedia X P. gingivalis ¢ P. gingivalis X
T. denticola. O estudo demonstrou uma associagio positiva entre EBV-1 ¢ HSV subgengivais
e gravidade clinica da doenca periodontal, com a presenca de importantes bactérias
periodontopaticas.  Nenhuma associa¢do foi encontrada entre os virus e Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Tal fato ¢ devido a amostra da pesquisa, que era composta por outras
formas de periodontite, ndo tendo participagdo de periodontites de inicio precoce, onde Aa
tem o seu papel mais importante. Sugeriu-se que herpes virus no periodonto possam alterar a
defesa local facilitando a colonizag¢do inicial e o subseqiiente crescimento de bactérias

periodontopatogenas.

A inédita associagdo herpes virus e doenga periodontal decorrente da Sindrome de Papillon
Le-Fréve foi observada por Velazco et al. (1999). Também foram detectados o HCMV e o

EBV-1 nas lesdes de uma paciente portadora da sindrome.

A relacao entre o Aa e os herpesvirus foi estudada por Ting et al.(2000). Eles avaliaram 11
pacientes portadores de periodontite juvenil localizada (PJL). Oito pacientes abrigavam o
HCMYV, sete o EBV-1, um o EBV-2, seis o HSV e oito abrigavam dois ou mais tipos do

virus. Em comparacdo com sitios saudaveis dos mesmos pacientes foi encontrado HCMV
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em dois pacientes, assim como o EBV-1; um sitio infectado pelo HSV e apenas dois sitios
apresentaram co-infec¢do. O HCMV e co-infec¢ao viral (onde hé dois tipos do virus) foram
mais freqiientemente encontrados em lesdes periodontais do que em sitios ndo doentes (p=
0.031). Nos individuos positivos para o HCMV, a ativagdo do virus ocorreu mais
freqlientemente nas lesdes periodontais do que nos sitios saudaveis. Aa foi observado mais
freqiientemente nos pacientes HCMV positivos que mostravam ativagdo do virus do que
aqueles que o abrigavam no seu periodo de laténcia. O HCMV ativo também foi associado a
auséncia da lamina dura da crista alveolar. A infeccao latente do HCMYV foi detectada em dois
dos trés pacientes mais velhos que exibiam a doenca em cardter menos agressivo. As lesdes
que ndo exibiam o HCMV também ndo abrigavam o Aa. Os virus HCMV, EBV-1 e HSV
foram encontrados mais freqiientemente em bolsas periodontais profundas. Endossando os
achados de Contreras et al. (1999), este estudo sugere que as alteragdes desencadeadas pela
infeccdo viral aumentam o potencial de multiplicacdo dos patdgenos periodontais com
subseqiiente perda de inser¢do. A alta freqiiéncia de infec¢do ativa do HCMV na PJL pode ter
muitas causas. A puberdade ¢ um importante periodo de infeccdo primaria ou re-infeccao
por HCMV e EBV. As alteragdes do sistema imune relacionadas com a puberdade podem
contribuir para ativagdo do HCMV (KELLEY, 1989). A atividade sexual, assim como o beijo,

facilita a transmissdo destes virus (SOHN et al.,1991).

A associagdo entre periodontite juvenil e P. gingivalis, A.actinomycetemcomitans, o
citomegalovirus (HCMV) e o Epstein-Barr tipo 1 (EBV-1) foi tema de estudo para
Michalowickz et al. (2000). Avaliando 100 adolescentes jamaicanos, eles encontraram forte
associacdo entre as bactérias testadas e os virus, indicando que as espécies raramente foram

encontradas sozinhas. Na analise bivariavel, o HCMV e Aa foram fortemente associados a
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periodontite juvenil (p< 0.001). Ao contrario, o EBV-1, e ndo o HCMYV, foi associado com
periodontite inicial. Se periodontite inicial e periodontite juvenil sdo formas distintas da
doenca, entdo seria esperado que diferentes tipos de virus estivessem envolvidos na etiologia
destas condigdes. FEles também relataram que a associacdo com a periodontite juvenil era
mais forte quando os dois, P. gingivalis e HCMV estavam presentes. Além disso, pacientes
que se mostraram positivos para ambos microrganismos exibiram maior perda dssea do que
aqueles que abrigavam somente uma das espécies ou nenhuma delas. Nenhuma evidéncia foi
encontrada a respeito do poder deletério da associagio do HCMV e EBV-1 para os tecidos

periodontais.

Intitulado como “Herpes virus na doenga periodontal humana”, Contreras & Slots (2000)

realizaram uma extensa revisao sobre o assunto. E postularam:

Se alguns tipos de doenga periodontal destrutiva sdo realmente o
resultado de infec¢do oportunista bacteriana mediada pelo herpes, entdo
uma nova abordagem quanto & prevengdo e tratamento da periodontite
poderia estar centralizada no controle deste virus - que possibilita a
superinfeccdo das bactérias periodontopatdgenas. Vacinagcdo contra herpes
se constituiria entdo numa boa medida para a profilaxia e tratamento da
doenga.

Apesar da familia do herpes, especialmente o HCMV e EBV-1, ser detectada com grande
freqliéncia nas lesdes periodontais, ha pouca informacdo a respeito da relacdo entre herpes
tipo 6 (HHV-6), herpes tipo 7 (HHV-7) e herpes tipo 8 (HHV-8) e a doenga periodontal. Uma
pesquisa de Mardirossian et al. (2000) determinou a ocorréncia destes herpes virus em 21
soropositivos e 14 soronegativos para HIV, todos portadores de periodontite. Herpes tipo 6 e
herpes tipo 7 foram constatados com freqiiéncia similar tanto nos individuos HIV negativos

como nos HIV positivos. Mas o herpes tipo 8 s6 foi detectado nos individuos soropositivos.
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Dupla ou tripla infec¢ao herpética no periodonto ocorreu em 67% dos pacientes soropositivos.
Como nao se fez distingdo entre o virus ativo ou latente, ndo se sabe se a terapia anti-HIV
administrada afetou a condicdo destes virus no periodonto. Os autores concluiram que o
periodonto constitui um sitio de infec¢do ou de reserva para os trés virus. Além disso, os
herpes virus gengivais do paciente soropositivo podem sofrer reativacao e portanto contribuir
para a patologia periodontal. Eles alertaram para o fato de haver a possibilidade da
contaminagdo através da saliva, que abriga virus ativos, a outros individuos. Portanto,
sugeriram que a reducdo do risco de transmissdo do virus do herpes pode ser realizada através

de uma terapia periodontal profissional e medidas de higiene oral.

Ainda nesta linha de pesquisa, Hanookai et al. (2000) averiguaram a participa¢do do herpes

virus na patogénese da periodontite nos portadores da Sindrome de Down. Oitenta e quatro
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porcento dos pacientes apresentavam periodontite grave ou moderada. EBV-1 e HCMV foram

encontrados em alta freqiiéncia nas bolsas mais profundas — 5 a 8mm. As bactérias que mais
freqiientemente foram detectadas foram P. intermedia (74%), espécies de Fusobacterium
(63%), B. forsythus (42%), P. gingivalis (32%) e A.actinomycetemcomitans (26%). Numa
segunda avaliagdo, realizada uma semana apds a raspagem e alisamento radiculares, o HCMV
ndo foi detectado em nenhum sitio, € o0 EBV-1 em 5%. Porém, um més apo6s a raspagem
subgengival, EBV-1 reapareceu em 21% e HCMV em 32% das bolsas profundas estudadas. A
recorréncia dos virus apds trinta dias da terapia foi causada pelo aumento do influxo de
células inflamatorias infectadas pelo herpes, j& que a raspagem diminui o numero destas
células. Pelo fato do herpes reduzir a defesa periodontal contra a colonizagdo e a subseqiiente
proliferagao de bactérias periodontopatogenas, foi sugerido que a combinagdo herpes virus —

bactéria desempenhe um importante papel na etiopatogénese da doenca periodontal nos
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individuos trissomicos. Em outro estudo, Contreras et al. (2000), confirmaram a presenga
freqiiente do HCMV e do EBV-1 em lesdes periodontais. Sugeriram também a possibilidade
de utilizar tecido gengival para pesquisar a freqiiéncia dos herpes tipos: HHV-6, HHV-7 e

HHV-8.

Apesar da extensiva investigacdo dos herpes virus na periodontite, o mais prevalente deles, o
HSV, ainda ndo tinha sido o principal alvo de pesquisas. Contreras & Slots (2001) verificaram
a ocorréncia do herpes simples tipos 1 e 2 (HSV-1, HSV-2) nas lesdes periodontais. Os
participantes da amostra foram 17 adultos portadores de doenca periodontal, trés portadores
de periodontite associada ao HIV e trés portadores de periodontite juvenil localizada (PJL).
Cada paciente foi submetido a uma coleta de trés sitios, sendo que os portadores de
periodontite cronica do adulto também foram submetidos a coleta de sitios sadios. O HSV-1
foi observado em todas as 26 amostras. O HSV-2 nao foi detectado em nenhuma amostra,
sendo portanto, um microorganismo raro nos sitios periodontais. Segundo Allen & Hitchcock
(1991) uma vez adquirido o HSV-1 na primeira infincia, ha o estabelecimento de imunidade
contra uma posterior infeccao pelo HSV-2, devido ao efeito protetor dos anticorpos de reagao

cruzada entre os dois tipos do virus.

Como concluido por Contreras et al. (2001), as infec¢des por herpes na periodontite associada
ao HIV podem acentuar a imunossupressdo local, perturbar a imunidade protetora do
periodonto, induzir a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, alterar a integridade estrutural
do periodonto e levar ao crescimento de bactérias periodontopatdégenas. Os autores sugerem
ainda que a periodontite associada ao HIV ¢ resultante de uma infec¢do mista, onde interagem
o HIV, herpesvirus e as bactérias periodontopatogénicas. Com intuito de determinar o

possivel papel do herpes na doenca periodontal associada ao HIV, estes autores determinaram
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a freqliéncia dos sete tipos de herpes em bidpsias de lesdes periodontais em 21 pacientes
HIV positivos. Para o grupo controle, havia 14 pacientes HIV negativos com periodontite. Na
periodontite asssociada ao HIV, o virus mais prevalente foi 0o HCMV, detectado em 81% das
amostras, seguido do HHV-6 detectado em 71%, e HHV-7 em 67% das biopsias. Na
periodontite ndo associada ao HIV, o HCMV foi identificado em 50% das amostras, assim
como o EBV-1 ¢ o HSV, foram identificados em 43% delas. Diferentemente de Contreras et
al. (1999), foi detectado EBV-2 nas lesdes periodontais associadas ao HIV. Foi observada
também uma freqiiéncia maior do HHV-6 nas lesdes periodontais nos pacientes HIV
positivos. Assim como nos estudos anteriores (MARDIROSSIAN et al., 2000; CONTRERAS
et al., 2000), o HHV-8 foi detectado exclusivamente nas bidpsias gengivais de pacientes

SOropositivos.

Segundo Kamma et al. (2001) o HCMV, EBV-1, HSV e infec¢des herpéticas mistas, assim
como P. gingivalis, D. pneumosintes ¢ co-infec¢do por ambos, foram estatisticamente
associados a doenca periodontal ativa. Eles entenderam que a infeccdo por herpes seja

imunossupressora e que talvez facilite o crescimento destas bactérias.

No entanto, um estudo conduzido na Itdlia ndo sugere associacdo entre as espécies de herpes-
virus e a doenga periodontal. Cassai et al., (2003) avaliaram a freqiiéncia de seqiiéncias de
DNA do HHV-6, 7 e 8 em 13 pacientes portadores de periodontite cronica e 10 pacientes
periodontalmente saudaveis.O HHV-7 foi o mais prevalente dentre os tipos examinados, tanto
em pacientes comprometidos pela doenca quanto em pacientes saudaveis. A prevaléncia do

HHV-6 ¢ HHV-8 foi similarmente baixa nos dois grupos de pacientes. De acordo com os
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resultados obtidos, este estudo ndo endossa a associacdo entre estes tipos de virus e a doenga

periodontal destrutiva.

Novas evidéncias sobre a participagdo do HCMV sao adicionadas com o estudo de Kubar et
al., (2004) que, analisando o material coletado de bolsas periodontais de 16 pacientes com
periodontite agressiva, encontrou em 68,8% das amostras, a presenca do citomegalovirus. Em

contrapartida, nenhum virus foi encontrado nos sitios sadios.

Corroborando com os achados que revelam uma ligagdo entre herpesvirus e a periodontite
agressiva, Saygun et al., (2004a) compararam pacientes com periodontite avangada e
pacientes que ndo exibiam a doenga. Nesse estudo, HCMV, EBV-1 e HSV-1 foram

associados com P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e C. rectus.

Pesquisadores japoneses (IDESAWA et al., 2004) também detectaram o virus EBV-1 em
48% dos seus pacientes com periodontite. O percentual caiu para 15% quando foram
analisados os controles. O diferencial deste trabalho foi o reservatorio: os virus foram
quantificados através das amostras da saliva desses pacientes. Neste estudo, o EBV-1 foi
associado ao sangramento a sondagem (p < 0,01). Além disto, foi observado também um

decréscimo significativo da quantidade de EBV-1 apds o tratamento.

A presenga dos virus também foi relatada em abscessos periodontais. O HCMYV foi detectado
em 66,7% das amostras e a porcentagem do EBV-1 foi de 72,2%. Houve co-infeccdo em

55.6% das amostras. Apds 4 meses do tratamento cirirgico e administragdo de doxiciclina,
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nenhum dos virus citados foram detectados nos sitios anteriormente infectados (SAYGUN et

al.,2004b).

A técnica de PCR multiplex foi utilizada para testar a presenca dos virus HCMV e EBV-1 em
pacientes italianos (SANTANGELO et al, 2004). Apesar de ndo terem conseguido
demonstrar diferenga estatisticamente significante da freqiiéncia desses virus entre pacientes e
controles, foi detectado um excesso de HSV-1 nesses pacientes, confirmando uma provavel

participa¢do do herpesvirus na doenca.

Pesquisadores chineses (LING et al., 2004) publicaram um artigo que associa a presenga do
virus a gravidade da periodontite. A freqiiéncia do EBV-1 foi significativamente maior nos

pacientes que apresentavam maior profundidade de sondagem >4mm (p < 0,05).

Mais recentemente foi publicado que os sitios periodontais podem constituir uma fonte
EBV-1 e HCMV para saliva. Segundo esses autores (SAYGUN et al., 2005), o tratamento
periodontal diminui a carga desses virus na saliva, o que ajuda a diminuir a transmissao entre

pessoas, por exemplo, de uma mesma familia.

A literatura carecia de um estudo que diferenciasse se os sitios que estdo em atividade de
doenca periodontal correspondem ao maior nimero de virus, pois encontrando niveis
elevados de herpesvirus nos sitios em atividade comparados com baixos niveis de virus nos
sitios quiescentes enfatizariam o carater periodontopatogénico desses microrganismos.

Finalmente um estudo quantitativo encontrou uma maior contagem de EBV e HCMV nas
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bolsas periodontais de lesdes de periodontite agressiva comparado as lesdes de periodontite
cronica. Encontrou também que uma maior quantidade de virus estava significativamente
associada a um aumento da gravidade da doenca (KUBAR et al., 2005). Foi demonstrado que
o aumento da contagem subgengival de EBV estava associado a bolsas periodontais
profundas (p = 0,04; correlagdo de Spearman) ; que 78% dos pacientes com periodontite
agressiva revelaram mais que 10.000 copias subgengivais do virus enquanto que na cronica
somente 28% dos pacientes exibiram esta contagem (p= 0,03 ; Qui- quadrado); e que quatro
dos seis pacientes com bolsas maiores de 6 mm e que nenhum dos 14 pacientes com
profundidade de sondagem < 6mm exibiram mais de 100.000 copias de DNA . Essa ¢ a

mais forte evidéncia da participag@o dos virus na doenga periodontal publicada até hoje.

Analisando a literatura apresentada, verificamos evidéncias consistentes sobre a associacao
dos virus, principalmente, EBV e HCMV na patogénese da doenga periodontal. Desta forma,
pretendemos investigar a presenca desses dois virus em sitios com periodontite e gengivite de
um mesmo paciente. Esperamos com isto contribuir para a consolidacdo do papel desses

agentes patogénicos na periodontite.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Investigar a presenga dos virus Citomegalovirus (HCMV) e Epstein-Barr virus

(EBV-1) na doenca periodontal agressiva.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Comparar a freqiiéncia do virus EBV-1 em sitios com periodontite € gengivite de

individuos com periodontite agressiva .

3.2.2 Comparar a freqiiéncia do virus HCMV em sitios com periodontite e gengivite de

individuos com periodontite agressiva .
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4 HIPOTESES

Considerando o nosso modelo de associacdo hipotético de conversdo da gengivite para
periodontite, existe uma associagdo entre a presenga do virus e a perda de inser¢ao.
1. A presenga do EBV-1 ¢ significativamente maior nos sitios de periodontite do que nos
sitios de gengivite na mesma unidade amostral.
2. A presenga do HCMV ¢ significativamente maior nos sitios de periodontite do que nos

sitios de gengivite na mesma unidade amostral.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho de estudo

Estudo transversal - de freqiiéncia acumulada - para estabelecer a freqiiéncia do HCMV e

do EBV-1 nas lesdes periodontais.

5.2 Amostra e unidade amostral

Foram avaliados pacientes portadores de doenca periodontal de faixa etaria variada, que
estavam em tratamento na Clinica de Especializacdo de Periodontia da Faculdade de
Odontologia da UFMG. Foram avaliados individuos que apresentaram diagnostico de
periodontite agressiva, segundo parametros de diagnodstico do Workshop de Classificacao de
Doengas Periodontais e condi¢des (1999). Neste estudo, os requisitos para inclusdo foram:
pacientes sistemicamente saudaveis que apresentaram perda de inser¢ao ndo correspondente a
idade e que tivesse pelo menos um outro parente que também apresentasse a mesma condicao
periodontal. Como critérios de exclusdo foram considerado : individuos portadores de alguma
doenga sistémica, individuos que tivessem se submetido a um regime antibidtico num periodo
menor que 6 meses antes da data do estudo. Foram estudados 30 sujeitos da pesquisa, sendo
que cada um foi submetido a uma coleta de 4 amostras. A seguir, um fluxograma de todas as

etapas da metodologia executada (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Fluxograma explicativo da metodologia empregada.
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5.3  Consideragdes éticas

Este estudo foi submetido a avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da

Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob o numero de Protocolo 468/2004.

Os participantes foram devidamente esclarecidos e informados sobre a pesquisa, seus
métodos e objetivos, sendo incluidos somente apos a obtengdo de um consentimento livre e

informado devidamente assinado (APENDICE 1).

Os individuos foram orientados em relagdo a sua condi¢@o periodontal, esclarecidos sobre a
importincia do tratamento, alertados sobre a gravidade e conseqiiéncias da doenga

periodontal e do risco de perda dental associada.

Todas as informacdes colhidas terdo finalidade exclusivamente cientifica e a nao
identificacdo do paciente na pesquisa serd preservada. A participagdo no estudo pode ser
cancelada e o consentimento retirado pelo paciente a qualquer momento da pesquisa. Foi

assegurado o encaminhamento para tratamento mesmo em caso de abandono do trabalho.

54  Protocolo para a obtengdo dos dados

5.4.1 Diagnostico periodontal e coleta do material para andlise

A metodologia adotada partiu da avaliagao diagnodstica da condi¢ao periodontal da ficha do

paciente em questdo. A coleta foi realizada sob condi¢des de iluminacdo e assepsia

adequadas, segundo normas de biosseguranga. Foram utilizados para a coleta paramentagao
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adequada (avental, gorro, 6culos, mascaras e luvas), uma fonte de luz artificial, pinga clinica
devidamente esterilizada, cones endodonticos de papel absorvente (n° 30 — Tanary) e gaze. Os

cones foram devidamente esterilizados.

Trabalhamos com 4 amostras de cada individuo. As duas primeiras foram coletadas de sitios
que apresentaram a maior profundidade de sondagem -no minimo 5mm- exibindo
concomitantemente sangramento. Houve inser¢do do cone ao longo da parede da bolsa,
procurando atingir a sua por¢do mais apical. Esclarecemos que neste estudo, o proprio
paciente foi o seu controle. Assim, as outras duas amostras foram provenientes de dois sitios
com gengivite, do mesmo paciente, mas sem perda de inser¢do. Os dentes foram previamente
limpos com uma gaze antes da coleta do material para remocao de excessos de placa dental.
O material colhido foi acondicionado em 400 pl de solu¢do de Krebs contido em tubos

plasticos (Eppendorf’s) estéreis devidamente identificadas.

5.4.2 Teste piloto

Foi necessaria a realizacdo de um teste piloto para detectar a eficacia do cone endodontico de

papel absorvente em obter seqiiéncias de DNA. .Cinco pacientes portadores de periodontite

participaram do teste com duas amostras cada. A técnica da PCR para o gene 3 —globina foi

usada para comprovar sucesso da coleta e extragdo de DNA .

5.4.3 Preparo do material coletado e extragdo do DNA

O DNA foi extraido das amostras biologicas dos individuos por uma adaptacdo do método

de BOOM et al.(1990). O precipitado foi misturado a 900ul de solugdo tampao de lise
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(GuSCN 6.0M, Tris-HCl 0,1M, EDTA 0.2M, TritonX 100%) e 30 pl de silica ( SiO,, Sigma
S6531, lavado com agua pH 2.5 calibrada com HCI). O tubo foi levado ao agitador (AP 56-
Phoenix) por 10 segundos. A solucdo foi incubada a 56° durante 10-15 minutos, e
posteriormente centrifugada a 179000g, em microcentrifuga (Eppendorf- centrifuge 5415D),
por 1 minuto. Ap6s descarte do sobrenadante, a silica foi lavada duas vezes com 450 pl de
tampao de lavagem (Gu SCN 6.0, Tris HCL 0.1 M), sendo que a amostra foi centrifugada
entre cada lavagem.

Foram realizadas duas lavagens sucessivas, desta vez com etanol 70%, e por ultimo, uma
lavagem com acetona. Apos descartar o sobrenadante, a silica foi seca em banho seco a 56° C,
por 10 minutos, e foram adicionados 100ul de tampao TE - Ph 8.0 (Tris Hcl 10 mM Ph8.0,
EDTA 1.0mM). A solugdo foi em seguida incubada a 56° C por um periodo de 24 horas. A
solugdo contendo a silica e 0 DNA foi agitada por 5 segundos, centrifugada por 2 minutos e o

sobrenadante transferido para outro tubo.

5.4.4 Examinador

Todas as etapas da pesquisa foram realizadas pelo proprio pesquisador, tais como coleta,

extracdo do DNA , PCR e eletroforese em gel .

5.5 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction) imita o processo natural de
duplicagdo do DNA com a diferenca que ¢ realizada em um tubo de ensaio. Esta técnica
apresenta um modo de sintetizar milhdes de copias de uma unica seqiiéncia de DNA em

poucas horas.
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A técnica foi descrita por Saiki et al., (1985) e aprimorada pelo mesmo autor em 1988,
utilizando a enzima termoestavel Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerase. O protocolo
padrdo utilizado na maioria das amplificagdes de uma seqiiéncia de DNA utiliza pares de
oligonucleotideos denominados primers (iniciadores) que delimitam o seguimento de DNA a
ser amplificado e funcionam como iniciadores da reacdo. Além disto, adiciona-se solucdo de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), a enzima Taq DNA polimerase, aproximadamente 20
ng da amostra de DNA a ser amplificado e tampao de incubagdo especifico (SAIKI et al.,
1988). Seguem a s condi¢des da PCR para HCMV (QUADRO 1), EBV (QUADRO 2) e beta

globina (QUADRO 3).

QUADRO 1
Condig¢oes da PCR para HCMV
Componentes Concentracao
Iniciadores 20 pmols de cada
Desoxinucleotideos Trifosfato 0,2 mM de cada
(dATP, dCTP, dGTP, dTTp)
DNA 3uL
Taq DNA Polimerase 0,25 unidades por reagao
Tampao II C MgCl, 2,25 mM, NaCl- 40 mM,

Tris-HCI (pH 8,4) 10 mM e Triton X-100 0,1%

Volume total da reagdo 25 pL.
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QUADRO 2
Condig¢des da PCR para o EBV-1
Componentes Concentracdo

Iniciadores 20 pmols de cada
Desoxinucleotideos Trifosfato 0,2 mM de cada
(dATP, dCTP, dGTP, dTTp)
DNA 3ul
Taq DNA Polimerase 0,25 ul por reagao
TampaollID MgCl, 3,0 mM, KCI- 10 mM, (NH,), SO410mM

Tris-HCI (pH 8,4) 10 mM ,Triton X-100 0,1%

Volume total da reagdo 25 pL.

QUADRO 3

Condig¢des da PCR para o gene da B-globina

Componentes Concentragdo
Iniciadores 20 pmols de cada
Desoxinucleotideos Trifosfato 0,2 mM de cada
(dATP, dCTP, dGTP, dTTp)
DNA 3uL
Taq DNA Polimerase 1 ou 2 unidades por reacao
Tampao 1B MgCl; 1,50 mM, KCl 50 mM,

Tris-HCI (pH 8,4) 10mM e Triton X-100 0,1%

Volume total da reagdo 25 pL.

A amplificagdo pela PCR envolve ciclos repetidos de desnaturacdo a 95°C do DNA, o
anelamento dos iniciadores as suas seqiiéncias complementares e a extensdo dos iniciadores
anelados pela Taqg DNA. A cada ciclo sucessivo duplica-se a quantidade de DNA sintetizada

no ciclo anterior. Isto resulta no acaimulo exponencial do fragmento especifico 2", onde n é o
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nimero de ciclos (SAIKI et al., 1988). A utilizacdo da técnica de nested PCR foi aplicada
apos a amplificagdo do material com os iniciadores externos. A partir deste produto, foram
utilizados os iniciadores internos, ou seja, amplificou-se um segmento dentro da regido

amplificada anteriormente.

A técnica de nested PCR foi utilizada neste estudo para se detectar o HCMV. Esta foi
escolhida por apresentar alta sensibilidade e especificidade no diagnodstico desse virus
(COYLE et al., 1988). Apresenta um alto grau de precisdo, uma vez que a amplificagdo
realizada pelos iniciadores internos praticamente elimina a possibilidade de uma amplificagao

inespecifica (PINA et al., 1998).

O protocolo para realizagdo do nested PCR foi de acordo com Mc Pherson et al. (1995). Trés
microlitros da solucdo de DNA foram utilizados na reacdo de PCR juntamente com
iniciadores especificos (internos e externos). Os iniciadores externos foram 5° ACA TGG
AAT CCA GGA TCT GGT GCC 3’ E 5> CCC TAT GAT ATG CCA CGA AAACCG 3.0
mix para reacdo foi composto de tampdo, Taqg DNA polimerase, iniciadores e DNTP’s
totalizando 25 uL (QUADRO 1). A reagdo foi realizada em 30 ciclos a 95°C por 30 s, 58°C
por 45s e 72°C por 45 s utilizando o Applied biosystems (Gene Amp. PCR System 2400).
Apds a primeira etapa da reagdo do PCR, 1 uL do produto final foi usado para a segunda
etapa da reagdao com os seguintes iniciadores internos 5> CAA CAC GTA ACG TCT GAA
GCC 3’ E 5 TAG ACC ACC ATG ATG CCC TCA TCC 3’ usando o mesmo programa
descrito acima - 30 ciclos a 95°C por 30 s, 57°C por 45s e 72°C por 45 s - porém a
temperatura de anelamento foi de 57°C (VICTORIA, 2005). Dez microlitros foram utilizados
para visualizar o produto especifico de 224 pb em 1,5% gel de agarose corado com brometo

de etidio. Controles positivos e negativos foram utilizados nas reagdes de PCR.
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Para as reagdes do EBV-1 foram utilizados os seguintes iniciadores: 5> GTC ATC ATC ATC
CGG GTC TC-3’ ¢ 5 TTC GGG TTG GAA CCT CCT TG 3° (AMMATUNA et al 1998).
A reagdo serd realizada em 40 ciclos a 95° por 3 min, 94° por 1 min, 56° por 50 s, 72° por 1
min; utilizando o Applied Biosystems (Gene Amp. PCR System 2400). Apds a amplificacdo,
5 uL  serdo utilizados para visualizar o produto especifico de 268 pb em 6,5 % gel de

poliacrilamida corado com prata.

Ao fazer a PCR para os dois virus (EBV-1 e HCMV), a pesquisadora ndo sabia quais sitios
representavam gengivite e quais representavam periodontite, visto que as amostras estavam
numeradas. Desta maneira, evitou-se a leitura tendenciosa para os sitios positivos para os

virus.

Em cada reagdo houve um controle positivo (amostra padrdo do Banco da Institui¢do)

controle negativo para cada virus.

Esclarecemos que todas as 120 amostras foram submetidas a PCR da 3 —globina. Tivemos
este cuidado para comprovarmos o sucesso da coleta e extracdo de DNA evitando assim a
interpretacdo de resultados falso-negativos. Os iniciadores foram descritos por Gall- Troselj et

al., (2001) e as suas seqiiéncias estio no QUADRO 4.

QUADRO 4

Iniciadores para o gene da B-globina

Iniciadores senso Iniciadores anti-senso

M 5° CAA CTT CAT CCA CGT TCA 3 5 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3

um
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O numero de ciclos de amplificacdo da B-globina serd 35. As temperaturas e os tempos de
desnaturacdo inicial, desnaturagdo, anelamento e extensdo serdo respectivamente de 94°C por
3 min, 95°C por 45 s, 56°C por 30s, 72°C por 10 min. O sinal de amplificagdo apareceu como
uma banda bem definida e individualizada de 262 pb, no gel de poliacrilamida a 6,5% corado

com prata.

Ao final do experimento, foram realizadas 120 reagdes para detectar o HCMV, 120 para o

EBV e 120 para a B-globina. O QUADRO 5 ilustra o nimero total de reagdes realizadas.

QUADRO 5

Cronograma da PCR: total de 480 reacgdes feitas nesta investigagao

PCR Nested PCR
HCMV (HHV-5) 120 120
EBV-1 (HHV-4) 120
- Globina 120

5.6 Visualizagao dos resultados em gel

O resultado da PCR para HCMV foi visualizado em gel de agarose (1,5%) de acordo co
protocolo de Sambrook et al. (1989). A eletroforese ocorreu em tampao de TAE (1x) nestas
condigdes: 170V, e 200 mA por 45 minutos. A fonte utilizada foi a Amersham Pharmacia

Biotech EPS 301. A cuba usada foi International Biotechnologies MPA. Os géis foram
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corados com brometo de etidio (0,5 ug/ml) durante 30 minutos e visualizados em luz ultra-
violeta (Vilber Loumart TFP- M / WL).

Para visualizar o resultado da PCR para  —globina e para EBV-1 foram utilizados géis de
acrilamida (6,5%). Foram aplicados 5ul de cada produto juntamente com 1pl de gel loading
buffer (GLB) no gel a 6,5%. A corrida foi realizada em tampao TBE 1x, a 160V, durante
aproximadamente 30 minutos, utilizando-se cuba especifica (mini vertical gel electrophoresis
unit, Sigma). Posteriormente, cada gel foi corado pela prata para verificagdo e andlise do
material amplificado, seguindo-se uma adaptacdo do método descrito por Bassam et al.
(1991), que consiste na imersao de cada gel em uma série de solugdes especificas, numa
ordem definida (QUADRO 6). Ap6s o processo, os géis foram secos em papel celofane rico
em celulose.

QUADRO 6

Solucdes para revelar o gel de poliacrilamida a 6,5%

Solugdes Tempo Regular
Acido acético 10% 10 minutos
Agua destilada 3 minutos

Solugdo de prata 8 a 10 minutos

Agua destilada 30 segundos (2 lavagens)

Soluc¢do reveladora variavel

5.7 Analise Estatistica

E importante esclarecer que a presenca do virus ¢ que norteou a leitura. Isto quer dizer que

dentre duas amostras se s6 uma for positiva para qualquer virus, este paciente entdo sera
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classificado como positivo, quer para gengivite quer para periodontite. Por exemplo: paciente
10 — das duas amostras de gengivite s6 uma foi positiva para o EBV-1, o paciente ¢ lido
como positivo. O mesmo ocorrendo para as amostras de periodontite, no qual s6 uma ¢ que
foi positiva para o mesmo virus.

Serd considerado estatisticamente significativo qualquer resultado onde for encontrado p<

0,05.

5.7.1 Testes estatisticos

Para testar a presenca do EBV-1 nos sitios com gengivite x EBV-1 nos sitios com periodontite
do mesmo sujeito da pesquisa, utilizamos o Teste de McNemar, pois a varidvel é categorica e
as amostras sdo pareadas. Entretanto, o teste de McNemar apresenta maior validade quando o
n dos discordantes (+ - e - +) € > 20. Na amostra o n dos discordantes foi apenas 12 (2 +-¢
10 - +). Portanto, apesar de p < 0,05, ndo pudemos confiar apenas neste resultado. Sendo
assim, utilizamos outro teste, o dos Sinais para confirmagdo dos resultados do Teste de

McNemar. O programa utilizado foi BIOESTAT 3.0.

O teste Qui-Quadrado foi utilizado para comparar a freqii€ncia do virus nos sitios
separadamente: em sitios de gengivite e em sitios de periodontite. Neste caso, a varidvel

testada ¢ categorica e independente.

Utilizamos o Teste Exato de Fischer para testar: presenca dos virus em relagdo a idade, ao
género e a condicdo de tratamento periodontal. Para essas variaveis categoricas e
independentes, ndo pudemos realizar o Qui-Quadrado porque nas tabelas 2x2 em algumas das

caselas houve um niimero menor que 5. O teste utilizado ¢ a versdo exata do Qui-Quadrado.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da amostra

Caracterizaremos a amostra quanto ao género, idade e condi¢ao de tratamento periodontal.
A maioria dos participantes deste estudo era composta por mulheres (n = 18) como demonstra

o GRAF. 1.

FreqUéncia relativa dos géneros na populacéo do estudo

W 40%

O Feminino
H Masculino

060%

GRAFICO 1 - Fregiiéncia relativa quanto & distribui¢io dos géneros na populagio estudada.

Quanto a distribui¢do da idade, dividimos a amostra em duas classes: menor que 30 anos ¢
igual ou maior que 30 anos (GRAF. 2). A idade dos participantes variou entre 18 e 45 anos,

apresentando uma média de 32,4 anos.
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Frequéncia relativa da idade na populagéo do estudo

Menor 30 anos

33%
. . ~
Maior ou igual a

30 anos
67%

GRAFICO 2 — Freqiiéncia relativa quanto & distribuigdo da idade da populagio estudada.

Verificamos que a maioria dos participantes da pesquisa (63%) ndo fora submetida a

qualquer tipo de tratamento periodontal prévio, como consta no GRAF. 3.

Frequéncia relativa da condi¢cdo de tratamento periodontal da
populacédo do estudo

Com tratamento
prévio
37%

Sem tratamento
prévio
63%

GRAFICO 3 — Freqiiéncia relativa da condigdo de tratamento periodontal da populagio do estudo.
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6.2 Resultados da PCR

O padrao de peso molecular utilizado nos dois tipos de gel foi o 100pb DNA Ladder que

apresentava bandas como no Quadro 7.

QUADRO 7

Bandas fornecidas pelo padrdo de peso molecular usado na eletroforese

100bp DNA Ladder
2.027 pb
1500 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Os resultados da PCR para o HCMV foram visualizados em gel de agarose. Na FIG.3 podem
ser vistas as bandas correspondentes aos produtos especificos do nested PCR (224 pb). A
FIG. 4 ilustra o gel de poliacrilamida para a visualiza¢do dos resultados da PCR para o EBV-

1. A banda correspondente ao produto especifico de 268 pb aparece sob varidveis graus de

intensidade.
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« 224pb

200 pb —

100 pb —

FIGURA 3 - Reagdo da PCR para detec¢do do HCMYV, visualizagdo dos resultados em gel de
agarose. Canaleta 1 padrdo 100pb DNA Ladder . Canaleta 2 controle negativo; canaleta 3 : controle
positivo; canaletas 4 e 5 : amostras positivas para o virus.

268 pb —> < 268 pb

< 100 pb

FIGURA 4 - Reag¢do da PCR para detec¢do do EBV-1. Gel de poliacrilamida mostrando os
produtos de PCR (268 pb). Canaletas 1 e 2: amostras positivas para o virus. Canaleta 3: controle
negativo. Canaleta 4: Padrao de peso molecular 100pb DNA Ladder. Canaleta 5: controle positivo.
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A relagdo dos sitios com a respectiva positividade para os virus EBV-1 ¢ HCMV esta ba
TAB.1. As amostras estdo enumeradas e sempre as primeiras duas amostras sao

correspondentes a sitios com periodontite e as duas ultimas, a sitios com gengivite.
TABELA 1
Freqiiéncia dos virus EBV-1 e HCMV na populagdo estudada.

N° Amostras
Pacientes Periodontite Gengivite
1 1 2 3 4
2 5 6 7 8
3 9 10 11 12
4 13 14 15 16
5 17 18 19 20
6 21 22 23 24 *
7 25 * 26 * 27 28 *
8 29 * 30 * 31 32
9 33 34 * 35 36
10 37 38 * 39 * 40
11 41 42 43 * 44
12 45 * 46 * 47 48
13 49 * 50 * 51 * 52 *
14 53 * 54 * 55 * 56
15 57 * 58 * 59 60
16 61 * 62 * 63 * 64 *
17 65 * 66 * 67 * 68 *
18 69 * 70 * 71 72 *
19 73 * 74 75 * 76
20 77 * 78 * 79 * 80
21 81 * 82 83 * 84 *
22 85 * 86 * 87 * 88 *
23 89 # * 90 91 92
24 93 94 * 95 # 96
25 97 * 98 99 100
26 101 * 102 103 104
27 105 106 * 107 108
28 109 110 111 112
29 113 * 114 115 116
30 117 118 119 120

* Amostras positivas para EBV-1 # Amostras positivas para HCMV
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Na populacdo do estudo, duas amostras (1,67%) foram positivas para o HCMV e cinqiienta e
trés delas (44,2%) foram positivas para o EBV-1. Somente um sitio exibiu infec¢do mista

pelos dois virus testados (GRAF. 4).

Freqléncia dos virus na populacao estudada - unidade sitio
150+
100
501 Ototal de sitios
Ovirus encontrados
O,
HCMV EBV-1 Ambos
Ototal de sitios 120 120 120
Ovirus encontrados 2 53 1

GRAFICO 4 - Freqiiéncia dos virus HCMV e EBV-1 na populagio estudada- unidade sitio

Considerando como unidade o individuo, em 23 (77%) deles foi detectado o EBV-1 ¢ em 2

deles (6%) foi detectado o HCMV (GRAF. 5).

Frequéncia dos virus na populacéo estudada - unidade paciente

017%

OEBV-1 positivos
B HCMV positivos
O Negativos para ambos

GRAFICO 5 - Fregiiéncia dos virus HCMV e EBV na populacio estudada — unidade paciente
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6.3 EBV e doenca periodontal

Num total de 60 amostras de gengivite, 19 delas foram positivas para o EBV-1, enquanto que
nas 60 amostras de periodontite, 34 foram positivas para o mesmo virus. Considerando o
paciente como a unidade trabalhada, 23 deles se mostraram infectados pelo EBV-1. Sete dos

pacientes pesquisados foram negativos para o virus.

Quando avaliamos a positividade nos dois sitios de gengivite e nos dois de periodontite, seis
pacientes tiveram seus dois sitios de gengivite infectados pelo EBV-1, enquanto que 13

pacientes tiveram os dois sitios de periodontite infectados pelo virus.

A distribuicdo das amostras positivas para o EBV-1 nos sitios com gengivite e periodontite foi
relacionada na TAB.2. Os resultados, embora ndo sejam estatisticamente significantes,

mostram tendéncia para a presenca do EBV-1 na periodontite.

TABELA 2

Teste do Qui-Quadrado realizado considerando os sitios positivos e negativos para o EBV-1

EBV-1 + EBV-1 -
Gengivite 19 41
Periodontite 34 26

Graus de liberdade=1  (p)=0.0371 Corregdo de Yates = 3.326
(p)=0.0682

IC 95%: 1.0533 A 8.8390
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Como as amostras foram pareadas, a presenca do EBV-1 nos sitios com gengivite e
periodontite foi também submetida aos testes de McNemar e dos Sinais. Na andlise de
McNemar (TAB.3), observamos que houve relagdo estatisticamente significativa entre a

presenca do virus EBV-1 e os sitios com periodontite (p= 0,043).

TABELA 3

Teste de McNemar realizado considerando os pacientes positivos e negativos para o EBV-1

Teste de McNemar EBV + em EBV —em

periodontite periodontite
EBV+ em gengivite 11 2
EBV- em gengivite 10 7
(p)=0,043

Como o Teste de McNemar apresenta maior validade quando o n dos discordantes (+ ¢ -) ¢
>20, e na amostra o n dos discordantes foi de apenas 12 (2 +- e 10 - +), realizamos também o
Teste dos Sinais. Neste teste, a relacdo positiva entre a presenca do virus EBV-1 nos sitios

com periodontite foi confirmada (p= 0,0002).
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Os dados relacionados a presenca do virus EBV-1 nos sitios com gengivite ¢ periodontite
segundo o género do paciente encontram-se na TAB.4. Os resultados mostram que os homens
apresentaram um numero maior de sitios de gengivite positivos para o EBV-1 do que as
mulheres. Analisando os sitios de periodontite também foi constatado que o maior nimero de

sitios positivos para o virus ocorreu no género masculino.

TABELA 4

Distribuigdo das amostras positivas e negativas para o EBV-1 segundo o género dos pacientes

EBV-1 + EBV-1- Valor dep

Ambos os sitios
Masculino 9 2 p=10,685
Feminino 14 5
Sitios com gengivite
Masculino 8 3 p=0,027
Feminino 5 14
Sitios com periodontite
Masculino 9 2 p=0,025

Feminino 7 12

Teste Exato de Fischer
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Os dados sobre a presenga do virus EBV-1 nos sitios com gengivite e periodontite segundo a
idade dos pacientes sdo apresentados na TAB. 5. Os resultados ndo mostram relagao

estatisticamente significante entre os dados analisados.

TABELA 5

Distribuic@o das amostras positivas e negativas para o EBV-1 segundo a idade dos pacientes

EBV + EBV-1- Valordep

Ambos sitios
Menos 30 anos 9 1 p=0,371
> 30 anos 14 6

Sitios de gengivite
Menos 30 anos 6 4 p=0,255
> 30 anos 7 13

Sitios de periodontite

Menos 30 anos 9 1 p=0,118
> 30 anos 12 8

Teste Exato de Fischer
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A TAB. 6 apresenta os dados relacionando a presenga do EBV-1 e a condicdo de tratamento
periodontal do paciente. A andlise dos dados ndo mostrou relacdo estatisticamente

significativa entre esses parametros.

TABELA 6

Distribui¢@o das amostras positivas e negativas para o EBV-1 segundo a condicdo de tratamento
periodontal do paciente

EBV-1+ EBV-1- Valor de p

Ambos sitios

Nao tratados 14 4 p= 0,999
Tratados 9 3

Sitios com gengivite

Nao tratados 10 8 p= 0,141
Tratados 3 9

Sitios com periodontite

Nao tratados 13 8 p=1

Tratados 8 4
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6.4 HCMV e doenca periodontal
Num total de 60 amostras de gengivite e 60 de periodontite, somente uma amostra de cada
grupo foi positiva para 0 HCMV. Considerando o paciente como unidade trabalhada, 2 (6%)

deles se mostraram infectados pelo virus.

O teste de McNemar foi realizado com o intuito de responder se ha diferenca
estatisticamente significativa quanto a presenca do HCMV entre os sitios de gengivite e os de
periodontite (TAB. 7), considerando como unidade o paciente. Os resultados ndo mostraram
relacdo entre a presenca desse virus e a forma clinica de doenca periodontal. Também nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenga do virus nos dois sitios

avaliando através do teste Exato de Fischer (TAB.8).

TABELA 7

Teste de McNemar realizado considerando os pacientes positivos e negativos para 0o HCMV

HCMYV + na periodontite HCMV - na
periodontite
HCMYV + na gengivite 0 1
HCMYV - em gengivite 1 28

p=0479
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TABELA 8

Teste Exato de Fischer considerando sitios positivos e negativos para 0o HCMV

HCMV + HCMV -
Periodontite 1 59
Gengivite 1 59
p(unilateral)= 0,752 p(bilateral)= 1

Os dados relacionados a presenga do virus HCMV nos sitios com gengivite e periodontite
segundo o género do paciente encontram-se na TAB.9. Os resultados também ndao mostraram

dados estatisticamente significativos.

TABELA 9

Distribuig@o das amostras positivas e negativas para 0 HCMV segundo o gé€nero do paciente

HCMV+ HCMV- Valor dep

Ambos os sitios

Masculino 0 11 p=0,519
Feminino 2 17
Sitios com gengivite
Masculino 0 11 p=1
Feminino 1 18
Sitios com periodontite

Masculino 0 11 p=1
Feminino 1 18

Teste Exato de Fischer
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Para investigar a relacdo entre a presenc¢a do virus HCMV e a idade do paciente, foi realizado
o Teste exato de Fischer. Também foram avaliados os sitios em conjunto e os sitios
separadamente (TAB.10). A andlise dos dados ndo mostrou relacdo entre os parametros

analisados.

TABELA 10

Distribui¢@o das amostras positivas e negativas para o HCMV segundo a idade do paciente

HCMV + HCMV - Valordep

Ambos sitios
Menos 30 anos 1 9 p=1
> 30 anos 1 19

Sitios de gengivite

Menos 30 anos 1 9 p=0,333
> 30 anos 0 20

Sitios de periodontite

Menos 30 anos 0 10 p=1

> 30 anos 1 19
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Os dados sobre a presenca do virus HCMV nos sitios com gengivite e periodontite segundo a
condicdo de tratamento periodontal dos pacientes sdo apresentados na TAB.11. A analise ndo

mostrou uma diferenca estatisticamente significativa entre esses parametros.

TABELA 11

Distribui¢do das amostras positivas ¢ negativas para o HCMV segundo a condi¢do de tratamento
periodontal do paciente

HCMV + HCMV - Valor de p

Ambos sitios
Nao tratados 0 18 p= 0,151
Tratados 2 10

Sitios com gengivite

Nao tratados 0 18 p= 04
Tratados 1 11

Sitios com periodontite

Nao tratados 0 18 p=04
Tratados 1 11

Teste Exato de Fischer
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7 DISCUSSAO

Em oposi¢do aos achados de Ling et al. (2004) que relataram que a presenca dos virus estava
igualmente distribuida entre os géneros, encontramos que os pacientes do género masculino
apresentaram maior nimero de sitios EBV-1 positivos, tanto na gengivite quanto na
periodontite. Isto pode ser explicado parcialmente pelo fato da transmissdo do EBV-1 se dar

através de saliva, coincidindo com a iniciag¢do precoce dos meninos — em relacdo ao beijo

- comparados as meninas. Devemos também considerar este dado como conseqiiéncia do

pequeno numero de amostras.

Quanto a idade do paciente, ndo encontramos associa¢do de nenhuma faixa etiria com a
presenca de EBV-1 ou HCMV. Poucos estudos descreveram sobre tal topico, mas dois
relataram que a presenca dos virus ndo mostrou predilecdo em relagdo a idade (TING et al.,
2000 e LING et al., 2004) e dois que associaram a presenca dos virus a pacientes mais velhos

(CONTRERAS et al., 1999a; PARRA & SLOTS, 1996).

Quando aventamos a relagdo entre a presenca do virus EBV-1 e a ocorréncia ou ndo de
tratamento periodontal, estivamos nos orientando com os resultados obtidos por Hanookai et
al.(2000), que detectaram um decréscimo dos sitios positivos para esse virus e de Saygun et
al.(2004 b) que relatam a auséncia total dos virus nos sitios anteriormente infectados apds o
tratamento periodontal. No entanto, a andlise do nosso trabalho ndo mostrou uma relacao

estatisticamente significativa entre esses parametros.
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No nosso estudo, o EBV-1 foi detectado em freqiiéncia maior nas lesdes de periodontite em
comparag¢do aos sitios com gengivite. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
sitios positivos e negativos para a presenca do virus em relagdo a profundidade de sondagem
aumentada. Este resultado estd de acordo com estudos anteriores que também evidenciam
forte associag@o entre a presenca do virus e os sitios com periodontite (PARRA & SLOTS,
1996; CONTRERAS et al., 1999a ; 2000 ; HANOOKALI et al., 2000; TING et al., 2000;

SAYGUN et al. 2002; LING et al., 2004; SAYGUN et al., 2004a; 2004b.)

O EBV-1 foi detectado em 23 individuos (77%), sendo o virus mais prevalente nesta
pesquisa. Este virus ¢ um potente ativador policlonal de linfocitos B e ¢ capaz de induzir a
proliferacdo e diferenciacdo de células secretoras de imunoglobulinas (ROSEN et al, 1977).
A ativacdo, proliferagdo e diferenciacdo de linfocitos B estdo associadas a progressdo da
doenca periodontal (SEYMOUR, 1987; GEMMEL & SEYMOUR, 2004). De acordo com
Celenligil & Ebersole (1997), a infec¢do por EBV pode induzir uma mudanga nas sub-
populagdes de linfécitos B, aumentando a relacdo de linfocitos B e plasmdcitos/ monocitos.
Além disto, os linfocitos infectados por EBV-1 podem compartilhar antigenos estruturais do
virus o que resulta na ativacdo de células T- supressoras (TAGA et al., 1995). Além desta
atividade, herpesvirus também altera o numero de linfocitos T. Conforme os achados de
Rickinson & Kieff (1996) e Stashenko et al. (1987), o EBV induz a uma proliferaciao
exacerbada de linfécitos T, cuja atividade estéd relacionada ao reconhecimento e destrui¢ao de
células infectadas pelo virus. Na doenca periodontal uma disfungdo imune mediada pela
infeccdo por EBV favorece a proliferagdo subgengival de bactérias periodontopaticas
(CONTRERAS et al., 1999). O que ¢ muito interessante, ¢ que o EBV-1 codifica uma

proteina — BRCF-1 - que apresenta estrutura e funcdo similares a da IL-10, que ¢ capaz de
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suprimir a secre¢do de IL-2 e IFN-y polarizando o sistema imune a uma resposta Th2
(ROSEN et al., 1977). De acordo com Seymour (1987), justamente este tipo de resposta -Th2-

estd associada a progressao da doencga periodontal.

No nosso estudo, houve a deteccdo de virus também em sitios rasos, com gengivite,
contrastando com os achados de Hanookai et al. (2000) e Kubar et al. (2004), que nao

detectaram EBV-1 nem o HCMYV nos sitios sem perda de inser¢ao.

A ndo deteccdo significativa de HCMV na nossa amostra contrasta, ¢ muito, com estudos
anteriores que detectaram o  virus com maior freqiiéncia nos sitios com periodontite
(CONTRERAS & SLOTS, 1998; MICHALOWICZ et al., 2000; KUBAR et al., 2004). Na
verdade, o HCMV apresenta taxas menores de prevaléncia do que o EBV-1. Além disto, o
tamanho da populacdo do estudo, diferengas étnicas ou a propria selegdo desta populagao

podem ser responsaveis por estas variagoes.

O nosso trabalho se diferencia da grande maioria com o proprio paciente formando o grupo
controle. Todos os trabalhos anteriores compararam a presenca do virus entre individuos
diferentes [com periodonto sadio e individuos com periodontite], com exce¢do de Contreras
et al. (1999b); Contreras et al. (2000); Hanookai et al. (2000) e Ting et al. (2000). Pensamos
que realizando o auto-pareamento podemos anular varidveis como sistema imune e stress do
hospedeiro, fatores que interferem na replicacdo viral. Desta maneira, pode-se comegar a
elucidar porque num mesmo individuo alguns sitios progridem para a perda de inser¢ao

enquanto outros experimentam a gengivite por anos, sem progressao para a periodontite.
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Sobre a metodologia do estudo, algumas consideragdes tém que ser feitas:

a) Apesar da técnica de PCR apresentar uma alta sensibilidade, ainda sim poderia se acreditar
no fato das pontas de papel absorvente ndo terem sido o suficiente para coletar células
infectadas pelos virus no fluido do sulco/ bolsa, culminando numa presenca subestimada dos
virus. No entanto, com o cuidado de realizar a PCR para a B-globina esses efeitos foram

minimizados.

b) Nao estd no escopo do nosso estudo avaliar a seqiiéncia temporal da infec¢do herpética.
Muitos autores acrescentam que faltam estudos longitudinais e microbiologicos para
estabelecer a relagdo entre a infecgdo por herpes e a doenga periodontal progressiva
(CONTRERAS & SLOTS,1998; MARDIROSSIAN et al., 2000) ou a tipos necrosantes de
doengas periodontais associada ao HIV (CONTRERAS et al., 2001). De fato, Michalowickz
et al., (2000) observaram que nenhum dos estudos avaliou a seqiiéncia temporal do inicio da
infec¢do viral e da colonizagdo bacteriana nos individuos da pesquisa. Para tanto, exigir-se-ia
uma monitoragdo longitudinal microbiana e sorologica (MICHALOWICKZ et al., 2000;
TING et al., 2000). Sabendo das limitagcdes do nosso trabalho, por ndo se tratar de um estudo
longitudinal, fica dificil saber se os virus constituem um importante fator de risco para o
posterior desenvolvimento da doenga periodontal ou se a presenca deles seja puramente
secundaria ao infiltrado inflamatério decorrente da gengivite. No entanto, a despeito de quem
chegou primeiro, ¢é possivel que haja um importante sinergismo entre os herpesvirus e as

bactérias subgengivais.

c) Por este presente estudo apresentar um resultado dicotdmico, através da metodologia

aplicada ndo podemos diferenciar se sitios que estdo em atividade de doenca periodontal
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correspondem aqueles que exibem maior niumero de virus. Estudos posteriores que encontrem
niveis elevados de herpesvirus nos sitios em atividade comparados com baixos niveis de virus

nos sitios quiescentes enfatizariam o carater periodontopatogénico desses microrganismos.

Diante do exposto, ficam apresentados os seguintes fatores como os principais responsaveis

pelo enquadramento dos herpes virus na etiopatogénese da doenga periodontal humana:

a) deteccdo de acido nucléico e de seqiiéncias de EBV-1, HCMV e outros tipos de herpes

virus nas lesdes periodontais de adultos e adolescentes;

b) associagdo entre a GUNA em criangas Nigerianas desnutridas e herpes virus;

c) aparente associacdo entre a expressdo de RNAm detectada nas lesdes periodontais e a

progressao da doenca;

d) o aumento do numero de bactérias periodontopatogenas nas lesdes onde foram

detectados virus;

e) o provavel papel imunossupressor do virus sobre as cé¢lulas do periodonto;
f) presenga de acido nucléico do herpes nas células inflamatorias do periodonto;
g) capacidade do herpes virus em aumentar a expressdo de citocinas que medeiam a

destrui¢do tecidual. (CONTRERAS & SLOTS, 2000)

No que concerne a analise dos fatos, Contreras & Slots (2000) apresentaram uma explanacao
sobre o provavel mecanismo dos virus na periodontite. Eles sugerem que alguns tipos de
virus diminuem a resisténcia do tecido periodontal, permitindo a multiplicagdo de bactérias

periodontogénicas. A reativagao herpética no tecido causa uma imunossupressao temporaria o
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que explica, em parte, a natureza progressiva e episddica da doenga. O tropismo tecidual que
os herpes virus apresentam pode ajudar a explicar o padrdo localizado da periodontite. A
auséncia de infec¢do por herpes virus ou o seu estado latente (ndo reativagcdo) seria a razao
pela qual individuos que abrigam as bactérias periodontopaticas permanecam saudaveis

do ponto de vista periodontal.

Neste sentido, se alguns tipos de doenga periodontal sdo realmente causadas por infec¢do
bacteriana oportunista mediada por infec¢do herpética, uma nova medida quanto a prevencao
e ao tratamento da periodontite seria focalizar no controle destes virus que capacitam o
aumento do numero das bactérias periodontopatdgenas (CONTRERAS et al., 1999 a;
CONTRERAS & SLOTS 2000). Se isto for verdade, o tratamento direcionado aos virus do
herpes, incluindo vacinas para 0o HCMV e para o EBV, poderia ser eficazmente empregado na
prevencao e tratamento da doenca periodontal destrutiva (CONTRERAS & SLOTS, 2000;
SLOTS & CONTRERAS, 2000). O entendimento sobre a influéncia dos papéis dos virus e
bactérias na patogénese da periodontite talvez ajude a explicar as caracteristicas da doenca e a
identificar pessoas que apresentam um alto risco a destrui¢ao periodontal (SAYGUN et al.,

2004).

A associacdo entre a doenca periodontal e infeccdo por herpes pode ser um reflexo da
caracteristica imuno-inflamatoria alterada do hospedeiro, a qual coloca o paciente sob risco
para ambas as condi¢cdes. Dados de varios estudos sugeriram que mesmo a infecgdo herpética
ndo sendo o mecanismo causal primario para a doenga periodontal, pode contribuir para a
morbidade da condicdo. Assim, a afirmacao mais plausivel ¢ que a infeccdo herpética pode

ser um indicativo de susceptibilidade para a periodontite.
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Embora haja evidéncias circunstanciais do papel dos herpes virus na periodontite, uma relagao
causa-efeito deve ser melhor estabelecida (PARRA & SLOTS, 1996; CONTRERAS &
SLOTS, 1998; CONTRERAS et al., 1999 a ; CONTRERAS et al., 1999 b; CONTRERAS et
al., 2000; SLOTS & CONTRERAS, 2000; MARDIROSSIAN et al., 2000; HANOOKALI et

al., 2000; MICHALOWICZ et al., 2000; TING et al., 2000; CONTRERAs et al., 2001).

Embora os nossos dados ndo permitam afirmar definitivamente uma relagcdo causal entre o
EBV e a doenga periodontal, ajudam a consolidar a hipétese de que esse virus pode estar
envolvido na evolugdo da doenga. A confirmacdo desta hipotese trard importantes implicagdes

tanto no diagndstico quanto no tratamento da doenga periodontal.
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8 CONCLUSOES

Através deste estudo podemos concluir que:

1- O virus EBV-1 ¢ encontrado com maior freqiiéncia em sitios com periodontite.
2- O virus HCMYV ¢ raramente encontrado em sitios com gengivite e periodontite.

3- Encontrou-se uma maior freqiiéncia do EBV-1 do que HCMV nas lesdes periodontais de

nossos participantes.
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APENDICE 1 - Termo de consentimento livre e informado

Sou aluna de mestrado em Periodontia desta Faculdade e juntamente com meu meus
orientadores -José¢ Eustaquio da Costa e Ricardo Santiago Gomez- estou realizando um

estudo sobre a influéncia do herpes na doenca da gengiva. Para o estudo é necessario coletar

material relacionado a inflamagdo/infeccdo da gengiva. A coleta deste material consiste
somente em inserir uma ponta fina de papel entre o dente e a gengiva, isto ¢, na bolsa
periodontal. Esse exame ndo doi, € gratuito e ndo oferece nenhum risco a satde. Todas as
informagdes colhidas terdo finalidade exclusivamente cientifica e a ndo identificacdo do
paciente na pesquisa sera preservada. A participagdo no estudo pode ser cancelada e este
consentimento cancelado por vocé em qualquer momento da pesquisa. Sendo que a nao
participagdo do estudo ndo altera o tratamento em curso na Clinica de Periodontia desta
Faculdade.

Este documento tem como objetivo propor a sua participagao neste estudo.

Eu,

autorizo a cirurgido-dentista Soraia Almeida Watanabe, CROMG 27996, a realizar a coleta
do fluido da gengiva ou do menor sob minha responsabilidade, assim como a utilizagdo de
todos estes dados no estudo “A participagdo dos citomegalovirus na etiopatogénese da
doenca periodontal humana”. Afirmo que fui devidamente esclarecido quanto aos objetivos
da pesquisa, quanto a preservacdo da minha imagem e da minha ndo identificacdo e quanto
ao destino dos dados coletados. Ainda, que posso a qualquer momento da pesquisa retirar

esse consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do paciente
COEP 3499-4592
Soraia Almeida Watanabe 9950 1145 - 3293 3009
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APENDICE 2

A- Biologia molecular
Sequéncia do DNA - HCMV

Origem: Gene da glicoproteina B.

Acesso: X04606

Obs: A figura representa somente a seqliéncia onde estao localizados os primers.

1 ccgeggecgt ctegggtgte ttcagggage cgeaccgacce ttggetgeca agteegtate

61 cctectecte gactgegggt gtttccegga gggtecgege gacacgeaag agaccacgac
121 gegecteate getgetggat ttggeccgeg acgaacatgg aatccaggat ctggtgectg
181 gtagtctgeg ttaacctgtg tatcgtetgt ctgggtgetg cggtttecte ttctagtact
241 tcccatgceaa cttcttctac tcacaatgga agecatactt ctegtacgac gtetgetcaa
301 acccggtcag tetattetca acacgtaacg tcttctgaag ccgtcagtca tagagecaac
361 gagactatct acaacactac cctcaagtac ggagatgtgg tgggagtcaa cactaccaag
421 tacccctate gegtgtgttc tatggeccag ggtacggatce ttattcgett tgaacgtaat
481 atcatctgca cctegatgaa gectatcaat gaagacttgg atgagggcat catggtggtc
541 tacaagcgca acatcgtgge gecacaccttt aaggtacggg tctaccaaaa ggttttgacg
601 tttcgtcgta getacgetta catctacacc acttatctge tgggecageaa tacggaatac
661 gtggegecte ctatgtggga gattcatcac atcaacaagt ttgetcaatg ctacagttee
721 tacagccgeg ttataggagg cacggttttc gtggcatatc atagggacag ttatgaaaac
781 aaaaccatgc aattaattcc cgacgattat tccaacacce acagtaccceg ttacgtgacg
841 gtcaaggatc agtggcacag ccgeggeagce acctggetct atcgtgagac ctgtaatetg
901 aactgtatgc tgaccatcac tactgcgege tccaagtate cttatcattt ttttgcaact

PCR especifico para citomegalovirus - Iniciadores utilizados:

Etl- 5' ACA TGG AAT CCA GGA TCT GGT GCC 3'

F- (155-178) Tm: 61.8°C

EtA- 5' CCC TAT GAT ATG CCA CGA AAA CCG 3'

R- (766-743) Tm: 60.3°C

Produto de PCR 612 bp

Temperatura de anelamento: 58.4°C

Itl- 5' CAA CAC GTA ACG TCT TCT GAA GCC 3'
F-(319-343) Tm: 60.8°C

ItA- 5' TAG ACC ACC ATG ATG CCC TCA TCC 3'
R-(542-519) Tm: 60.7°C

Produto de PCR 224 bp

Temperatura de anelamento: 57°C

A localizagdo dos iniciadores no DNA estad indicada com a seqiiéncia destacada em
vermelho.

B - Solucbes utilizadas na extragdo do DNA
Somente reagentes com alto grau de pureza serdo utilizados no preparo das solucdes
(SIGMA, Pharmacia, Promega, Stratagene, etc.)
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a) Solucgéo de Krebs
100 ml (gsp HO) 300 ml (gsp H,O)

- NaCl 20% 3,5ml 10,5 ml
- KCl12% 1,7 ml 5,1 ml
- CaCl, 2H,0 2% 1,76 ml 5,7 ml
- MgS0O,4 7H,0 2% 1,45 ml 4,35 ml
- KH,PO4 2% 1,00 ml 3ml

- NaHCO3 2% 10 ml 30 ml

- C(,H1206 0,2 g 0,6 g

- Eserina 10°M 1 ml 3 ml

b) Extracdo do DNA
Silica: Si0O, 60g
H,0O gsp 500 ml

Preparo da silica (SC)
a- Ressuspender em cilindro graduado ¢=5 cm; alt. 27,5 cm (col. H,0)
b- Sedimentar por 24 hs; TA
c- Descartar o sobrenadante e adicionar H;O gsp 500 ml. Ressuspender o sedimento.
d- Deixar a TA por 5 hs. E descartar o sobrenadante.
e- Adicionar a suspensdo 600 ul para ajustar o pH para 2.0.
f- Aliquotar e autoclavar. A suspensdo ¢ estavel por no minimo 6 meses.

c)Tampao de lise (L6)

GuSCN 97g

Tris HC1 0,1 M pH 6.4 100ml
EDTA 0,2M pH 8.0 22ml

Triton X-100 2,45 ml
d)Tampao de lavagem (L2)

Cloridrato de guanidina 97¢g
Tris HC1 0,1M pH 6.4 100ml

Obs: L2 e L6 devem ser estocados ao abrigo de luz, por um periodo maximo de 15 dias.

e) Etanol 70%

1°) Medir o volume de etanol absoluto, de acordo com o volume a ser preparado;

2°) Completar o volume final com agua destilada;

3°) Homogeinizar;

4°) Pode-se conservar o etanol 70% a temperatura ambiente, a 4°C ou a 20°C, o que
dependera da sua utilizagao.

f) Acetona 100%
Utilizar acetona de qualidade compativel com processos de Biologia Molecular

g) Tampéo TE
1°) Preparar as seguintes solucdes :
e Tris-HCIl 1 M pH 8.0
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e EDTA 0,5M pH 8.0

2°) Unir em um Unico recipiente as solugdes acima citadas, nas seguintes concentragdes, de
acordo com o volume a ser preparado:

e Tris-HCI 10mM pH 8.0

e EDTA ImM pH 8.0

3°) Completar o volume final com agua milli-Q;

4°) Homogeinizar;

5°) Autoclavar;

6°) Conservar a temperatura ambiente.

C- Solucoes utilizadas na eletroforese em gel de agarose

a) EDTAO0S5M

EDTA 18,61g

H,O gsp 1000ml

Acertar pH para 7,5 com NaOH

b) Tampé&o Tris-acetato (TAE) 50X

Tris base 242,0g
Acido acético glacial 57,1ml
EDTA 0,5M Ph 8,0 100ml
H,0 gsp 1000ml
c) TAE 1x

TAE 50X 40ml

H,O gsp 2000ml

d) Gel de agarose 1,5%
Agarose 1,5¢
TAE 1X gsp 100ml

e) Tampao de amostra 6x

Azul de bromofenol 0,025¢
Glicerol 3ml
H,O MILLI Q gsp 10ml

f) Brometo de Etidio 0,3ug/ml
Brometo de Etidio 10 mg/ml 6,0ul
H,O gsp 200ml



D- Solugdes utilizadas na eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5%

a) Acrilamida 30%

Para cada 100mL de solugao:

- Acrilamida 29¢g

- Bis-acrilamida g

- HO q.s.p. 100ml
b) TBE 20X

— Tris 121g

— Acido bérico 61,7g

— EDTA 7,44¢g

- HO qg.s.p. 1000ml
c) TBE 10X

- TBE20X 500ml

- H20qg.s.p. 1000ml
d) TBE 1X

- TBE 50X 50ml

- HyO qg.s.p. 1000ml
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e) Confeccéo do gel de poliacrilamida

- Lavar as placas de vidro com éter, alcool isopropilico e alcool 70%;

- Adicionar em um Béquer;



0 Acrilamida 30% 1,079ml
0 TBE 10X 0,65ml
0 Agua destilada 3,22ml
o TEMED 4,00ul
o APS 40,00ul

E - Solugdes utilizadas na coloragéo do gel de poliacrilamida pela prata

a) Solucéo de Prata

Nitrato de Prata 40% 4,00ml
Formaldeido 37% 75ul
Agua destilada q.s.p. 50ml

b) Solucdo Reveladora

Carbonato de Sodio 1,5g
Formaldeido 37% 75ul
Tiossulfato de Sodio 20l
Agua destilada q.s.p. 50ml

¢) Acido Acético 10%

Para cada 51 de solugao

Acido acético glacial 500ml
H20 destilada q.s.p. )|
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