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RESUMO

Introducio: A Periodontite ¢ uma patologia inflamatéria dos tecidos de suporte
dentdrios. A sua etiologia é multifatorial, sendo a causa bacteriana apontada como
primordial para o seu desenvolvimento. Recentemente, estudos demonstram que os virus
podem atuar como patdgenos putativos desta doenca. O objetivo da presente investigacao
prende-se com a avaliagdo da associacao entre quatro virus: Herpes Simples 1 e 2 (HSV1

e HSV2), Epstein-Barr (EBV) e Citomegalovirus (CMV) e a patologia periodontal.

Materiais e Métodos: Um total de 100 pacientes, da Clinica Universitaria Egas
Moniz, foram incluidos no estudo, apds assinatura de um consentimento informado. Dos
100 individuos, 50 apresentavam doenca periodontal e 50 periodonto sauddvel. Amostras
de fluido crevicular foram extraidas com auxilio de cones de papel previamente
esterilizados e analisadas a posteriori. Procedeu-se primeiramente a extracdo de DNA e
seguidamente ao teste PCR Multiplex (Polymerase Chain Reaction) para avaliar a

presenca dos virus enunciados.

Resultados: Foram detetados, em pacientes periodontalmente comprometidos,
HSV1, HSV2, EBV e CMV (38%, 24%, 32% e 12% respetivamente, dos individuos
possuiam estes virus no fluido crevicular). No grupo saudavel foram detetados HSV1,

HSV2 e EBV em 2% dos individuos e em nenhum foi detetado CMV.

Conclusdo: Face aos resultados obtidos parece haver uma associacido entre a
presenca de HSV1, HSV2, EBV e doenca periodontal. Os virus ndo sao a etiologia
primordial da Periodontite, no entanto, podem exercer um papel na mesma, contribuindo
para a sua severidade e reativagcdo, consequentemente o planeamento de uma terapéutica

contra estes virus pode auxiliar no tratamento periodontal.

Keywords: Virus; Herpes Simples 1; Herpes Simples 2; Epstein-Barr;
Citomegalovirus; Doenca Periodontal; PCR Multiplex






ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory pathology of the tooth supporting
tissues. Its etiology is multifactorial, however, the bacterial cause is considered as
primordial for its development. Recently, studies have shown that viruses can act as
putative pathogens of this disease. The goal of the present investigation is related to the
evaluation of the association between four viruses: Herpes simplex 1 and 2 (HSV1 and

HSV?2), Epstein-Barr (EBV) and Cytomegalovirus (CMV) and periodontal pathology.

Materials and methods: A total of 100 patients, from Clinica Universitdria Egas
Moniz, were enrolled in the study, by signing an informed consent. Of the 100
individuals, 50 had periodontal disease and 50 healthy periodontium. Samples of
crevicular fluid were extracted with the aid of paper cones previously sterilized and
analyzed retrospectively. DNA extraction was performed first and then the PCR Multiplex

test (Polymerase Chain Reaction) to evaluate the presence of the viruses.

Results: In patients, periodontally compromised, HSV1, HSV2, EBV and CMV
(38%, 24%, 32% and 12% respectively, of the individuals had these viruses in the
crevicular fluid). In the healthy group, HSV1, HSV2 and EBV were found in 2% of the

individuals and in no cmv was found.

Conclusion: In view of the results obtained there seems to be an association
between the presence of HSV1, HSV2, EBV and periodontal disease. Viruses are not the
primary etiology of Periodontitis, however, they can play a role in it, contributing to their
severity and reactivation, consequently the planning of a therapy against these viruses can

aid in periodontal treatment.

Keywords: Virus Herpes simplex 1; Simple Herpes 2; Epstein-Barr;

Cytomegalovirus Periodontal disease; Multiplex PCR






INDICE

L INErOAUGAO ... e 15
L. O PeriodONtO . ..ccu.eiiiiieiiieiieeiie ettt ettt ettt st e st 15
Qe A GENZIVA 1ttt ettt ettt eeeas 15

b. O Ligamento Periodontal .............ccoceiiiiiiiiiiiniiiiieceeeeee e 17

C. O Cemento RadiCUular.......c.c.eoiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 17

d. O OSSO AIVEOIAT ....eoiiiiiiiiiiii e 18

€. MetabOliSNO OSSEO ........oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 19

2. OFIudo CreviCular. ... ....oouiei e 21
3. A Doenca Periodontal e sua ClassifiCag@o.........cceevvueeerriieeniieeniiieniieeriee e 24
3.1. Fatores de Risco para a Doenga Periodontal ............ccccccceoiiiiniiiiniiiinnicnnnnen. 30

a. HEDItOS TADAZICOS . ..eeiiiiiiiiiiiiiieeet e 31

D. SEreSs OU dEPreSSAD .. ..veeruviiiiuiiieiiieeiite ettt ettt e et e e eaaee e 31

c. Disturbios HEmMatOIOZICOS.......cevvuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieceecceteeete e 32

d. Diabetes nd30 controlada...........coocueiiiiiiiiiiiiiiiieee e 32

3.2. Tratamento da Doenga Periodontal ..............ccoceeviiiiiiiiiniiiniiiieeeneceee 33

4. O8 VITUS ettt ettt ettt ettt e bttt eas 35
4.1, A INECA0 VITal .coeeiiiiiiiiiie et 35
4.2 Resposta Imune do HOSPEdEIro ..........ceevuvieeiiieiiiieiiieeeiieeeieeeeee e 37

4.3 Virus Herpes SIMPIes 1 € 2 ....ooeiiioiiiieiieeiieeeeeeeee e 38
4.4 Virus EpStein-Barm........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieciee et 39

4.5  CItOMEZAIOVITUS. ...eeeiuiiieiiieeeiie ettt ettt e st e et e e sbeeesbeeenabeeenns 40
4.6 Influéncia dos Virus da familia Herpesviridae na resposta imune do hospedeiro...41

5. PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo de polimerizacdo em cadeia) ........ 43
6. PCR para avaliacdo da presenca de determinado microrganismo ...................... 45
7. Virus e Doenga Periodontal ...........c.ccocciiiiiiiiiiiieiiieeieeeieeeeeeee e 47
8. Objetivos dO EStUAO .....cccuviiiiiiieiiieciieeeeeceeee e 49
II. Materiais € MELOOS...............corueuirieiiiiiieeieee et 51
IIL.  ReSUIEAAOS .......oooiiiiiiiiiiie ettt e 59
IT1.1 Caraterizac@0 da aIMOSIIA........eeeeureerieeeiiieerrieerieeerreeetreeeareesaeeesaeeessseeennnes 59
II1.2 Pesquisa de VITUS .....coouiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 63



II1.2.1 Presenga de virus HSV-1 ... 65

II1.2.2 Presencga de virus HSV-2.......ccoiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 66

II1.2.3 Presencga de virus EBV ........cooiiiiiiiiiiiececeeceeee e 67
II1.2.4 Presencga de VITuS CMV .......oioiiiiiiiiieeiieeeee et e 68

II1.3 Avaliacdo da associagdo entre a presenca de virus e as varidveis utilizadas

Para CaracCteriZar @ AMOSIIA «....cevueeruteertieriieeite ettt ette st e et eesiteebeesateebeesateebeesbeesabeesaeeens 69
a. Relacdo com aidade ........cccueeiiieiiiiiiiiiiei e 69

b. Relag@o com 0 seX0 do partiCIPante ...........cceceeveeevieeneeenieeneeneeneeeneennes 69

c. Relagcdo com habitos alCOOIICOS .....uuvviiiiriiiiieeiiiee e 70

d. Relag@o com hébitos tabdgicos, higiene oral e Diabetes .............cccuue.e. 70

IV.  Discussao de resultados..............cooooumiiiiiiiiiiiiiiii e 71
V. CONCIUSAD ... e e eeeaaas 79
VI.  Referéncias Bibliografia.....................ooooii 81

VII. Anexos



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Representacdo dos constituintes do periodonto: gengiva (G), ligamento
periodontal (PL), cemento radicular (RC) e osso alveolar proprio (ABP). (Adaptado de
Lindhe & Lang, 2010).

Figura 2: Modelo Proposto por Contreras & Slots em 2000 para o desenvolvimento da
Periodontite mediada por virus. Este demonstra a influéncia que os mesmos podem

exercer sobre o equilibrio do sistema.

Figura 3: A e B: centrifugadora utilizada e C: vortéx utilizado para preparacdo das

amostras perante o procedimento de extracao de DNA.

Figura 4: Eppendorfes utilizados na experiéncia em base de gelo, respetivamente
rotulados para posterior identificagdo. Na figura temos um dos testes brancos (B) e a

preparagdo correspondente ao DNA extraido da amostra ndmero 25 (25).
Figura 5: Gel de Agarose apds solidificagdo com um pente de 22 pogos.

Figura 6: Disposicao das amostras no gel de Agarose. Na figura observamos a colocacao
do Marcador V (V), do Marcador VI (VI) e do branco (B) isoladamente, as 10 amostras

com ADN juntas sem pocos de intervalo.

Figura 7: Gel de Agarose observado a luz UV onde se denotam bandas correspondentes

a presenga de DNA viral.

Figura 8: Figura 8: Resultados dos testes de PCR relativos a pesquisa de virus HSV-1
(vermelho), HSV-2 (azul), EBV (amarelo) e CMV (verde) para as amostras (21-40)
correspondentes a doentes periodontais. As marcagdes presentes procuram demonstrar
como foram identificados os virus. O marcador indicado é o V (mV) onde se destacam
das bandas de 200pb, 300 pb e 400 pb. Imediatamente apds este temos um poco com o

teste branco (B).

Figura 9: Resultados de PCR para 10 individuos do grupo com periodonto saudavel (81-

90). Estao representados 2 marcadores o V (mV) e o VI (mVI).






INDICE DE TABELAS
Tabela 1: Estddios da classifica¢do da patologia periodontal.

Tabela 2: Nova classificacio do estadio da periodontite e seus condicionantes (Adaptado
de Panos Papapanou et al. e Tonetti et al. em 2018).

Tabela 3: Nova classificacdo do grau da periodontite e seus condicionantes (Adaptado

de Panos Papapanou et al. e Tonetti et al. em 2018).

Tabela 4: Vantagens e desvantagens de 3 tipos de técnicas de PCR (Adaptado de Ambili,
et al. 2013)

Tabela 5: Primers, forward e reverse, para amplificacdo de cada virus pesquisado

(adaptado de Kazi, M., Bharadwaj, R., Bhat, K. & Happy, D. 2015)
Tabela 6: Virus e as suas respetivas pares de base.

Tabela 7: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a

associagdo entre as varidveis "virus" e "idade do doente periodontal".

Tabela 8: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a

associacdo entre as varidveis "virus" e "sexo do doente periodontal".

Tabela 9: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a

associacao entre as varidveis "virus" e "hédbitos alcodlicos do doente periodontal".



10



INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1 e 2: Distribuicdo dos participantes do estudo por género no grupo saudédvel

(n=50) e doente periodontal (n=50).

Gréfico 3 e 4: Distribui¢do dos participantes do estudo por individuos fumadores no

grupo saudavel (n=50) e doente periodontal (n=50).

Grafico 5 e 6: Distribui¢do dos participantes do estudo pelos habitos tabagicos no grupo

sauddvel (n=50) e doente periodontal (n=50).

Grifico 7 e 8: Distribui¢do dos participantes do estudo por habitos de higiene oral no

grupo saudavel (n=50) e doente periodontal (n=50).

Grifico 9: Proporgdes virais de HSV-1 encontradas no grupo sauddvel e no grupo de
doentes periodontais. A verde escuro representa-se 0 nimero de amostras que contém
HSV-1 e a verde claro as amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de

estudo (n=50 para ambos 0s grupos).

Grifico 10: Proporgoes virais de HSV-2 encontradas no grupo saudavel e no grupo de
doentes periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contém
HSV-2 e a verde claro as amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de

estudo (n=50 para ambos 0s grupos).

Griafico 11: Proporgoes virais de EBV encontradas no grupo saudével e no grupo de
doentes periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contém
EBYV e a verde claro as amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de estudo

(n=50 para ambos o0s grupos).

Grifico 12: Proporgoes virais de CMV encontradas no grupo saudavel e no grupo de
doentes periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contém
CMV e a verde claro as amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de estudo

(n=50 para ambos os grupos).

11



12



LISTA DE ABREVIATURA

CMYV - Citomegalovirus

EBYV - Epstein-Barr

HSV1 — Herpes Simples 1

HSV2 — Herpes Simples 2

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IL-a — Interleucina a

IL-p — Interleucina

MMPs — Metaloproteinases da Matriz
PCR - Polymerase Chain Reaction ou teste de polimeriza¢do em cadeia

Pb — Pares de Base

13



14



Introdugdo

L. Introducao

1. O Periodonto

Periodonto, também chamado de aparelho de insercdo das pegas dentdrias,
deriva das palavras Peri (em redor) e Odonto (dente) e € constituido por quatro estruturas
especificas, sendo elas a gengiva, o osso alveolar, o cemento radicular e o ligamento

periodontal (Figura 1.) (Lindhe, 2010).

E composto por tecidos moles e duros, representando uma estrutura complexa e
dindmica que providencia suporte as pecas dentarias (Garlet et al., 2012), assegurando a
conexdo do dente ao osso de ambos os maxilares mantendo a sua integridade, no entanto
¢ esperado que esta unidade bioldgica sofra alteracdes ao longo da vida de todos os

individuos de forma natural, ou mesmo por modificacdes no meio oral (Lindhe, 2010).

a. A Gengiva

Um dos constituintes do Periodonto é a gengiva, uma membrana mucosa, cuja
forma e textura sao influenciadas pela erupcao final dos dentes e que se continua com o
palato e com a pele dos 1abios. Esta faz parte da mucosa mastigatéria que envolve o 0sso

alveolar e circunda as pecas dentdrias na sua regido cervical (Lindhe, 2010).

Na porcao coronal, assume forma festonada e uma cor rosa clara, delimitando a
Gengiva Marginal Livre, no entanto, na sua por¢do apical segue o contorno do 0sso
alveolar, tendo essencialmente uma funcdo de revestimento — Gengiva Inserida. Estes
dois tipos de gengiva encontram-se separados por uma linha visivel macroscopicamente

denominada de Linha Mucogengival (LMG).

Apesar de este constituinte do periodonto ter de modo geral coloragdo rosa clara
de, pode apresentar outras coloracdes dependendo da fisiologia ou raga do individuo

(Paridah et al., 2016).

A Gengiva livre estende-se apicalmente até a Juncdo Amelocementdria (JAC),
onde se encontra o epitélio juncional. Encontra-se tanto a vestibular como a palatino dos

dentes, sendo também representada pelas papilas interdentérias.
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A Gengiva Livre forma uma pequena invagina¢cdo na interface dente-gengiva,
estando em contacto intimo com o esmalte dentario e estende-se entre 1,5 a 2 mm no

sentido coronal a partir da JAC (Lindhe, 2010).

Uma das principais carateristicas da gengiva € o seu sulco, que mede entre 1 a 2
milimetros de profundidade e representa um foco para a coloniza¢do de microrganismos

que consequentemente ativam uma resposta inflamatoéria (Creanor, 2016).

A Gengiva Inserida faz-se representar pela LMG, entre o epitélio juncional — ou
JAC caso este ndo exista — e a mesma, continuando depois apicalmente com a mucosa
oral de revestimento. A Gengiva inserida encontra-se marcadamente aderida, através de
fibras de tecido conjuntivo, ao osso alveolar e cemento radicular adjacentes, mostrando-
se imovel, quando comparada com a mucosa oral circundante. A mucosa alveolar ou de
revestimento, que reveste o0 0sso, € constituida por fibras de tecido conjuntivo mais laxas,
0 que resulta numa maior mobilidade da mucosa quando comparada a Gengiva Inserida.

(Lindhe, 2010).

ABP

Figura 1: Representagdo dos constituintes do periodonto: gengiva (G), ligamento periodontal (PL),

cemento radicular (RC) e osso alveolar préprio (ABP). (Adaptado de Lindhe & Lang, 2010).
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b. O Ligamento Periodontal

O Ligamento Periodontal (LP) envolve a porcao radicular do dente e € constituido
por tecido conjuntivo laxo, sendo muito vascularizado. A sua fungdo é a ancoragem das
pecas dentdrias, através do cemento, ligando-o ao osso alveolar (Isaka, Ohazama,
Kobayashi, et al., 2001), no entanto auxilia também no processo de mastigacdo, uma vez
que todas as forcas geradas, aquando desta necessidade bésica ou outras que envolvam
contacto dentério, sejam distribuidas uniformemente e transmitidas ao osso alveolar. A
sua largura é em média de 0,25 mm e esta caracteristica afeta, em conjunto com a sua

altura e aspetos qualitativos, a mobilidade dentéria (Lindhe, 2010).

O LP € composto por uma série de células com capacidade odontoblastica e
fibroblastica (McCulloch & Melcher, 1983), e o tecido conjuntivo que o constitui é
formado por fibras de colagénio que se inserem em grupos diferentes conforme a sua
orientagdo. As fibras do LP propriamente dito aparecem a par da erup¢do dentéria e vao
alterando a sua direcao a medida que o dente ganha espaco na arcada para atingir a sua

posicdo de oclusdo, sofrendo remodelacdes altamente regulares (Lindhe, 2010).

c. O Cemento Radicular

O Cemento Radicular (CR) corresponde ao tecido mineralizado e nao
vascularizado, com cerca de 65% de hidroxiapatite envoltos numa matriz de colagénio,
que reveste as raizes das pecas dentdrias (Bosshardt & Selvig, 1997) e, por vezes porcoes
coronais dos mesmos. Este constituinte do Periodonto tem funcao de ancoragem do LP a
superficie dentaria e reparagdo de danos regionais. O CR apresenta uma formacao

constante ao longo da vida do individuo (Lindhe, 2010).

Na sua constituicdo organica apresenta, na sua maioria, fibras de colagénio I
(Nanci & Bosshardt, 2006). O CR € gerado a partir de cementoblastos ou células do
ligamento periodontal que se encontram 2 sua superficie. A semelhanga do osso, também
existem células mais especializadas do tecido, em lacunas, denominados de cementdcitos.
Estas células diferenciadas contactam umas com as outras através de processos
citoplasmaticos, que permitem difusdo de substdncias essenciais ao tecido, como
nutrientes, e a eliminacdo de substancias toxicas, mantendo assim a sua vitalidade

(Lindhe, 2010).
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d. Osso Alveolar

O Osso Alveolar consiste no tecido mineralizado, com 60% de hidroxiapatite, que
permite a inser¢ao dentdria e onde reside o foco de absor¢ao de forcas, provenientes da
mastigacdo ou outras funcdes e a sua transmissdo ao processo alveolar (Lindhe, 2010). E
um Orgdo ativo metabolicamente e composto por uma matriz mineral e organica

(Schwartz, Goultschin, Dean & Boyan, 1997).

O processo alveolar corresponde ao osso da mandibula e maxila propriamente
dito, onde estdo inseridos os alvéolos dentarios, mas também onde se inserem células que

nada tém a ver com o desenvolvimento dos proprios dentes (Lindhe, 2010).

Anatomicamente a tdbua dssea vestibular do processo alveolar mandibular € mais
espessa que na por¢do lingual e a nivel maxilar as tdbuas dsseas sdo mais espessas na
regido molar e, mais delgadas anteriormente. Os alvéolos dentérios estdo revestidos por
0sso compacto e entre eles existe osso esponjoso. O osso esponjoso € formado por
trabéculas 6sseas cuja dimensao depende das forcas a que o 0sso estd sujeito ou mesmo

de fatores genéticos (Lindhe, 2010).

A homeostasia do osso e a sua manutencdo responde a fatores nutricionais,
hormonais e mecanicos que resultam na constante renovagio 6ssea. Os osteoblastos sao
responsaveis por mecanismos de formacdo dssea, tendo uma atividade contrdria aos
osteoclastos, células de grandes dimensdes que degradam tecido mineralizado (o0sso,
cemento ou dentina), que atuam na sua reabsor¢do. Estes processos sdao controlados por
influéncia hormonal e fatores locais que trabalham para regular os niveis de cdlcio a nivel

do plasma e do osso (Hienz, Paliwal, & Ivanovski, 2015).

Os Osteoblastos ao formarem matriz podem ficar ainda circundados por esta
diferenciando-se em ostedcitos que com longos prolongamentos citoplasmaticos

permitem a comunicagdo a nutricdo do osso

Podemos por isso dizer que, o osso alveolar se renova conforme as exigéncias

funcionais (Lindhe, 2010).

No esqueleto humano existem dois tipos morfolégicos de osso, cada um com a
sua fun¢do. O que ocupa a maior parte dos o0ssos (80%) € o osso cortical, que € denso,

contendo entre 80-90% de contetido mineral e marcado por baixo nivel de atividade 6ssea.
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Este primeiro tipo € tipico de ossos longos e reveste todos os 0ssos do organismo, sendo

fundamental para fun¢des mecanicas, de protecado e estrutura.

Outro tipo de osso existente € o osso trabeculado, correspondendo a cerca de 20%
das pecas 6sseas do corpo humano. Ao contrério do osso cortical este apresenta uma alta
atividade metabdlica, possuindo menos conteido mineral (5%-20%) e por iSO menos

denso (Lindhe, 2010).

e. Metabolismo Osseo

O turnover 4sseo € um processo continuo caracterizado por uma contante
reabsor¢do e remineralizacio. Este mecanismo do osso € justificado pela necessidade de
preservacdo da integridade mecanica do esqueleto e a regulacdo dos niveis de célcio e

fosforo com vista a manter a homeostasia (Chapurlat & Confavreux, 2016).

Como referido anteriormente os osteoblastos e osteoclastos representam a
maquina biolégica que permite o metabolismo 6sseo. Os primeiros permitem a formagao
de uma matriz mineralizada em fibras colagénicas, enquanto os segundos a reabsorvem.
Os osteoclastos s@o ativados no inicio da reabsor¢ao, estando a sua membrana fenestrada
voltada para a matriz 0ssea para a secre¢do de protdes € enzimas que se mostram
essenciais a fungdo deste tipo de célula, sendo que o seu polo que se encontra relacionado
com 0 meio exterior possui recetores para hormonas e outras substancias (Christenson,

1997).

Os Osteoclastos ancoram as suas fenestracdes a matriz 6ssea mineralizada, nesta
zona o pH encontra-se diminuido e denota-se a presenca de enzimas potentes como € o
caso de fosfatases acidas, metaloproteinases, entre outras. Em conjunto estes fatores
resultam na desmineralizagdo das matrizes colagénicas originando uma lacuna. Os
Osteoblastos, responsdveis pela remineralizacdo, posteriormente a formacdo de uma
lacuna por acdo osteocldstica empenham-se na formacdo de matriz mineralizada nestas
zonas com o auxilio de proteinas de matriz 6ssea que eles préprios sintetizam e secretam.
Ao acontecer este fendmeno alguns osteoblastos ficam retidos na matriz diferenciando-

se em ostedcitos (Christenson, 1997).
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2. O Fluido Crevicular

O Fluido Crevicular € um fluido que banha o sulco gengival e que tem origem no
filtrado sanguineo dos respetivos vasos que vascularizam esta zona da gengiva (Taylor,
& Preshaw, 2015), tendo a sua presenca sido evidenciada desde o século XIX (Barros,

Williams, Offenbasher & Morelli, 2016).

A Artéria Dentdria, superior e inferior, é a principal responsdvel por suprir os

alvéolos dentarios sendo ramo da Artéria Dentaria Alveolar.

A Artéria Dentdria subdivide-se, imediatamente antes de penetrar nos canais
dentérios, dando origem a ramos que irdo suprir a por¢ao apical do ligamento periodontal.
Estes ramos dao origem as Artérias Intra-septais, que originam os ramos Terminais
Perfurantes. Os ramos Terminais Perfurantes penetram no osso alveolar suprindo todo o

alvéolo dentario (Lindhe, 2010).

O tecido conectivo periodontal é altamente vascularizado, o que permite a
passagem de células, enzimas e outras moléculas do sangue para os tecidos circundantes.
Este filtrado sérico que ocupa a regido do sulco gengival é denominado de Fluido

Crevicular (Taylor & Preshaw, 2015).

Tanto os tecidos gengivais como o Fluido Crevicular contém um teor complexo
de componentes imunitarios que nao sé se dispdem no sulco gengival como também sdao
libertados na cavidade oral (Ebersole et al., 2013). O Fluido Crevicular contém elementos
fundamentais, como leucdcitos, anticorpos, sistemas complemento, entre inimeros outros
componentes sanguineos que procuram assegurar a resposta imune do tecido em questao,
caso ocorra invasdo de placa bacteriana na regido subgengival. Assim sendo, € visto como
uma base de pesquisa de diferentes marcadores inflamatdrios, em episddios de inflamagao
periodontal, que podem levar a entender a relacdo hospedeiro-patogénicos de forma

rigorosa (Taylor & Preshaw, 2015).

Este Fluido, contem ainda componentes do sistema imune adaptativo, cujo
principal objetivo € contribuir para a homeostasia quando exista uma interacdo entre os
micro-organismos presentes, como bactérias e o individuo (Ebersole et al. 2013) A sua
andlise tanto em individuos com periodonto sauddvel como em individuos doentes
demonstrou a secrecdo de citoquinas por parte de células presentes, sendo que a

interleucina alpha (IL-1a) e a IL-1B aumentam a adesdo de células polimorfonucleadas,
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mondcitos e macréfagos ao endotélio, o que estimula a produgdo de prostaglandinas E2,
libertacdo de enzimas lisossomais e reabsor¢do 6ssea (Gupta, 2013). Em contrabalango
existe também o interferdo-o que inibe a atividade de IL-1P e inibe a reabsor¢ao éssea

como mecanismo de protecio, gerando um equilibrio (Lamster & Novak, 1992).

O Fluido Crevicular € produzido em maior quantidade no doente periodontal,
sendo muitas vezes proporcional a severidade da inflamacao presente (Shapiro et al.,
1979). Todavia, o seu volume aumenta aquando da mastigacdo de certos alimentos,

massagem gengival, hormonas ou mesmo pelo tabaco (McLaughlin et al. 1993).

Perante o quadro de Periodontite o pH no sulco gengival eleva-se para cerca de
8,5, sendo resultado da degradacao proteica por parte das bactérias presentes que utilizam
proteinas como nutriente principal, culminando na produ¢do de aménia como subproduto.
A amonia ao influenciar o aumento de pH permite ainda a precipitacdo de sais de célcio
presentes no fluido crevicular, levando a formacdo de calculo subgengival (Barros,

Williams, Offenbacher & Morelli, 2016).
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3. A Doenca Periodontal e sua classificacao

O estado de Saude Periodontal € definido pela auséncia de inflamagao detetada
clinicamente. E por isso compativel com homeostasia regulada onde a predominancia de
infiltrado neutrofilico é consistente com uma gengiva clinicamente saudavel (Lang &
Bartold, 2018). E um estado livre de doenca inflamatéria periodontal que assegura ao
individuo uma funcdo normal e evita as consequéncias que se fariam sentir por doenca

corrente ou passada (Chapple et al., 2018).

A Periodontite € uma patologia inflamatdria e infeciosa cronica que condiciona
negativamente as estruturas de suporte dentdrias — gengiva, cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar — culminando numa posterior perda de insercdo. As estruturas
que suportam as pecas dentdrias formam o Periodonto, sendo elas a gengiva, o 0sso
alveolar, o cemento e o ligamento periodontal (Hajishengallis, 2015). A Doenca
Periodontal pode ser geralmente controlada com sucesso e as pecas dentdrias podem
mesmo ser mantidas para a vida com uma sequéncia de tratamentos consecutivos € um
follow-up rigoroso do doente, dando-se sempre uma extrema importancia ao diagndstico
que deve ser cuidado e com auxilio a meios de diagndstico para se tornar mais preciso

(Chapple et al., 2018).

Como causa primdria da Doenca Periodontal contamos com bactérias anaerdbias
que fazem parte do biofilme oral e cuja acumulacio por higiene oral descuidada € bastante
frequente, (Armitage, 1999) sendo que a doenca pode apresentar fases de exacerbacio ou
mesmo periodos mais estdveis apds controlo e tratamento por parte de um Médico
Dentista. As fases estdveis, podem no entanto, dar lugar novamente a fases de doenca
ativa, pelo que estes pacientes sdo considerados de risco, sendo o follow-up

importantissimo (Chapple et al., 2018).

A Doenca Periodontal era anteriormente classificada em Croénica ou Agressiva.
As alteragdes gengivais que pressupdem doenca eram divididas em dois tipos: as que sao
induzidas por placa bacteriana e as que nao estdo associadas a este fator, uma vez que
causas sistémicas podem estar associadas a uma expressao clinica modificada da gengiva.
Estes fatores que alteram a aparéncia clinica da gengiva (ex: farmacos, alteracdes do

sistema enddcrino ou mesmo desregulacao nutricional) (Armitage, 2000).
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Recentemente as classificacdes anteriores de Periodontite Agressiva ou Crénica
(generalizada ou localizada), necrotizante ou periodontite como manifestagdao de doenca
sistémica foram alteradas. Atualmente classificamos a Doenca Periodontal recorrendo a
Estddios e Graus, continuando a classificar como Periodonto Sauddvel e Gengiva
Saudavel, se assim se confirmar. As duas nomenclaturas anteriores inserem-se, neste
momento, no grupo “periodontite” que se explicard mais a frente neste capitulo (Caton et

al., 2018).

Um individuo considerado sauddvel em termos periodontais e gengivais € todo o
individuo que apresente uma gengiva aparentemente normal com auséncia de
sangramento num periodonto reduzido ou intacto. Neste grupo estdo inseridos pacientes
com saude periodontal ou mesmo doentes periodontais que se encontrem estaveis (Lang
& Bartold, 2018).

Por outro lado, uma gengiva sangrante ao processo de sondagem deve ser tida em
conta para um diagnéstico de gengivite. O termo gengivite refere-se a uma condi¢do
inflamatoria da gengiva causada pela acumulagdo de biofilme, marcada por uma gengiva
avermelhada, com sangramentos espontaneos e edematosa, mas com auséncia de perda
de suporte periodontal, cursando geralmente sem dor (Trombelli, Farina, Silva & Tatakis,
2018).

Dentro da gengivite sdo apresentados dois tipos, a induzida por biofilme oral e a
ndo induzida por biofilme (Caton et al., 2018). Dentro do campo da Gengivite induzida
por placa bacteriana temos trés tipos: a que estd associada apenas com a presenca de
biofilme; a que estd associada a terapia com certos farmacos que induzem a sua
hiperplasia; e mesmo a fatores de risco locais ou sistémicos (Murakami, Mealey, Mariotti,
& Chapple, 2018).

A gengiva induzida por placa € reversivel se o fator etiolégico for eliminado, mas

pode tornar-se crénica na sua persisténcia (Tonetti et al., 2015).

Quanto a gengivite nao induzida por biofilme sdo vérios os fatores que podem
estar na sua origem, como fatores genéticos, infe¢des especificas, doencas enddcrinas,
deficiéncias nutricionais, lesdes traumadticas, pigmentagdo, entre outras (Holmstrup &
Plemons, 2018).

Um paciente que se apresente com gengivite representa uma inflamacao tida como

reversivel, a inflamagdo gengival pode reverter-se para um estado de saide gengival
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novamente. O mesmo ndo acontece com um doente periodontal, que embora tratamentos
continuos e follow-ups atentos continua a ser um doente periodontal para o resto da sua
vida, necessitando de tratamentos de suporte e vigildncia para evitar possiveis

recorréncias (Chapple et al., 2018; Jepsen et al., 2018).

Segundo a nova classificac@o existem trés grupos de diagndstico periodontal, estes
sdo: Doenga Periodontal Necrotizante (onde se inserem também gengivites necrotizantes
e estomatites necrotizantes); Periodontite (agora classificada de acordo com estddios e
graus); e Periodontite como manifestacdo de doencas sistémicas (onde podemos destacar
Diabetes mellitus, hdbitos tabagicos, osteoporose, entre variadissimas outras) (Caton et

al., 2018).

A Doencga Periodontal pressupde que exista inflamacao gengival em regides onde
ocorreu migracao apical do epitélio juncional e destruicdo de osso alveolar com perda de
tecido conjuntivo (Armitage, 2004). A perda de tecido duro e molde circundante as pecas
dentérias afetada € irreversivel e pode mesmo resultar na perda dos dentes em causa

(Tonetti et al., 2015).

Clinicamente a Periodontite € marcada por edema, eritema, hemorragia a
sondagem, profundidade de sondagem aumentada que pressupde perda de insercdo,
bolsas periodontais (Armitage, 2004), mobilidade dentdria e perda de osso alveolar

comprovada por diagnéstico radiogréfico (Offenbacher et al., 2008; Imai et al., 2012).

Para o diagnodstico da Periodontite utilizamos agora a classificagdo em Estadios e
Graus. Os estadios prendem-se com a severidade da doenca (Tabela 1. e 2.) e s@o
representados em numeragao romana em I, II, IIT e IV por ordem crescente de severidade
e complexidade de abordagem. Para a classificacao do estaddio e do grau sdo importantes
registos radiograficos (status radiografico).

A auséncia de dentes e a investigagdo de como esses dentes foram perdidos — se
tinham histéria de mobilidade ou se se tratou de uma cdrie severa que destruiu a coroa —
torna-se relevante, assim como o numero de pecas dentdrias remanescentes. Para
agravamento do grau temos ainda os niveis de profundidade de sondagem, as mobilidades

dentarias, defeitos de furca e defeitos 6sseos (Caton et al., 2018).
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Ao estddio adicionamos ainda a extensao e distribui¢do da doenca, ou seja, se €
localizada (<30%) ou generalizada onde >30% das localizacdes existentes se encontram
afetadas.

J4 relativamente ao Grau, que avalia o risco de progressdo e antecipa a resposta
ao tratamento, este varia entre trés possiveis: A; B; e C, também em ordem crescente de
risco de progressao da doenca (Tabela 3.). Para a defini¢cdo do grau torna-se importante
como referido anteriormente que se apoie o diagndstico em meios complementares de
diagndstico como o status radiogréafico que neste caso nos pode ser altamente ttil uma
vez que ao pesquisar a regido com maior reabsor¢do dOssea €-nos possivel chegar a
percentagem de destrui¢ao 6ssea através de um racio entre o comprimento de osso perdido
em milimetros e a idade do doente. Este fator juntamente com outros fatores de risco,
como hdbitos tabégicos regulares e quotidianos e hiperglicemia permitem a classificagdo
do grau, sendo que o nimero de cigarros por dia ou uma glicemia acima de valores padrao

se tornam em agravadores de grau (Caton et al., 2018).

Tabela 1: Estddios da classifica¢do da patologia periodontal.

Estddios
I Periodontite em estado inicial
II Periodontite Moderada
11 Periodontite Severa com possibilidade de perda de pecas dentdrias
1\ Periodontite Severa com possibilidade de perda de toda a denti¢io

Os Estadios classificados entre I a IV e prendem-se com a severidade e
complexidade da abordagem/tratamento assim como a extensao e distribuicao da doencga,
ja os Graus de A a C dizem respeito ao risco de progressao rapida e progndstico de

resposta ao tratamento (Caton et al., 2018).
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Tabela 2: Nova classificagdo do estddio da periodontite e seus condicionantes (Adaptado de Panos
Papapanou et al. e Tonetti et al. em 2018).

Estadio | 11 11T 1\
Nivel de
insercao 1 a2mm 3 a4 mm >5mm > 6 mm
clinica
] Osso Tergo Terco Extensdo a meio ~
Severidade perdido em corondrio corondrio da raiz ou ra]?l)i(ctirll;ra((;lefezgr?or
Raio-X (<15%) (15-35%) superior P
<
Dentes Sem dentes perdidos devido a per d_igo(:eélgsi do >5 dentes perdidos
perdidos periodontite periodontite devido a periodontite
Necessidade de
reabilitacdo
complexa por:
PS> 6 mm; Disfuncao
Perda vertical de | Mastigatdria;
< . < .
gi&;(,g::é igraasé?sr:z; 0ss0; Presenca de | Trauma oclusal

defeitos de furca | secundario;
II e III; Defeitos | Mobilidade dentaria
de crista 6ssea severa (>2);
moderados Colapso de mordida;
Menos de 20 dentes
remanescentes em
boca.

Complexidade Local

maioritariame | maioritariame
nte horizontal | nte horizontal

Extensao e Adicionar Para cada estddio deveremos classificar em generalizada, localizada ou
distribuicdo ao estddio padrdo de molar-incisivo
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Tabela 3: Nova classificagdo do grau da periodontite e seus condicionantes (Adaptado de Panos Papapanou

et al. e Tonetti et al. em 2018).

Grau B

Grau C

Grau . Grau A - Moderado risco de Alto risco de
Baixo risco de progressao ~ =
progressao progressao
Informacao
Evidénci longitudinal
M Loet gitudina Nenhuma perda > 2 mm em 5
direta de de perda . <2 mm em 5 anos
~ . dssea em 5 anos anos
progressao Ossea (Rx
ou CAL)
% perda
ope <0,25 025-1 >1
Primeiro Ossealidade
Critério —
Destruicao
Evidéncia superior ao que
indireta de e . seria expectdvel
= Biofilme marcado Depésitos de pectd
progressao . L. . pelos depdsitos
Fenoétipo do por depdsitos biofilme .o
. . de biofilme;
caso densos, com baixo | proporcionais com . L
. . . Periodo de rapida
nivel de destruicao destrui¢do ~
progressao ou
doenca de inicio
precoce.
Habitos ~ < 10 cigarros por | > 10 cigarros por
Tab4oi Nao Fumador i P i P
Agravadores | Fatores de | 'abagicos 1a 1a
de Grau Risco . . HbAlc<7%em | HbAlc>7% em
Diabetes Normoglicémico

diabéticos

diabéticos

O tratamento da doenca periodontal passa pela remogao e controlo clinico da placa

bacteriana e titaro, através de utensilios mecanizados ou manuais, podendo mesmo em

casos mais severos optar-se por tratamento cirdrgico (Pihlstrom et al., 2005).

A Periodontite pode ser controlada (Tonetti et al., 2015). De entre os métodos

existentes para a prevencao da doenga a escovagem por parte do paciente torna-se um dos

meios vais valiosos devendo ser associada a consultas periddicas de remocao de biofilme

em consultorio (Drisko, 2001). Como se trata de uma patologia multifatorial, o individuo

deve ser instruido dos fatores de risco que a ela podem estar associados e que devem ser

controlados, como sdo exemplo o tabaco e a diabetes (Pihlstrom et al., 2005; Tonetti et

al., 2015).
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3.1. Fatores de Risco para a Doenca Periodontal

Mesmo que a doenga periodontal esteja dependente de biofilme dentério (Tonetti
et al., 2015), nem todo o quadro de gengivite evolui necessariamente para um quadro de
periodontite, uma vez que a periodontite estd também relacionada com a suscetibilidade

do individuo caraterizada por um conjunto de fatores de risco (Chapple et al., 2015).

Descrevem-se intimeros fatores de risco para a doenca periodontal entre os quais
a acumulagdo de placa bacteriana, o alcoolismo, doengas sistémicas — Diabetes mellitus

—, tabagismo, nutri¢do deficiente ou mesmo stress (Chapple et al., 2015).

Escudero-Castafio e colaboradores, em 2008 enunciaram que para a doenca
periodontal existem fatores de risco adquiridos como a diabetes e outras doencas
imunossupressoras como a infecao pelo virus HIV, ou até mesmo farmacos (antiepiléticos
€ imunossupressores) que provocam o aumento do volume gengival e facilitam a
acumulacdo de placa bacteriana. Os autores referiram também, como fatores de risco,
fatores locais que se evidenciam como apinhamentos dentarios, pontos de contacto entre

dentes adjacentes abertos, restauracdes debordantes e perfuracdes radiculares.

A placa bacteriana é considerada como o fator de risco mais comum para o
desenvolvimento da Periodontite (Garlet et al., 2012), no entanto a doenc¢a é multifatorial
onde a microbiologia, a resposta imune do individuo e outros fatores locais e sistémicos

sdo responsaveis pelo seu desenvolvimento (Zaveri, Rathva, Sant, & Dave, 2016).

As bactérias sdo um fator necessario para a Periodontite, no entanto os fatores de
risco do individuo doente podem, em intimeros casos ter maior influéncia para que a

doencga se desenvolva (Page & Kornman, 1997).

Apesar da infecdo periodontal ser de cariz polimicrobiano e envolva bactérias
Gram-positivo e Gram-negativo, sdo as ultimas que ganham enfase na literatura como os
patogénicos fulcrais da doenca: Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Escudero-Castafio et
al., 2008). E este grupo de bactérias que demonstra uma associagio forte coma severidade
da doenga (Socransky & Haffajee, 2005) e que estdo relacionadas com as carateristicas
clinicas da mesma, como a hemorragia a sondagem ou a profundidade das bolsas (Grenier

et al., 2009).
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A doenca periodontal depende de uma mudanga dos micro-organismos presentes,
sendo que a transi¢do para um estado onde espécies de bactérias Gram-negativo ganham
em nimero as Gram-positivo, se demonstra responsavel pela passagem de um estado de

“saude” para um estado de “doenga” (Marsh 1994, Darveau 2010).

Fatores de Risco sistémicos e ambientais

a. Habitos Tabagicos

Um ponto importante a ressalvar é que o tabaco, por si s ndo causa doenca

periodontal (Weyant et al., 1999).

No entanto num estudo que avaliava trés grupos: individuos que nunca fumaram,
individuos que fumam <10 cigarros por dia e fumadores de >10 cigarros por dia; foi
evidenciado que o grau de periodontite é mais severo em sujeitos com hébitos tabédgicos

regulares, sendo o nimero de cigarros determinante (Haber et al., 2010).

A nicotina é um agente vasoconstritor que afeta o volume do fluido gengival,
provocando a producdo de interleucina 6 e 8 pelos fibroblastos do ligamento periodontal
(Haffajee et al., 2001). A resposta imune da gengiva torna-se deficiente em fumadores,
onde se denota uma diminuicdo de linfécitos T helper, Linfécitos B e producgdo

comprometida anticorpos, nomeadamente IgA e IgG (Al Ghamdi & Anil, 2007).

O tabaco provoca ainda um acréscimo de citoquinas inflamatérias, pelo que o
tratamento periodontal, quer ele seja ndo cirdrgico ou cirdrgico é comprometido pelos
habitos tabdgicos (Rosa et al., 2014), uma vez que hd diminui¢do da adesdo celular,

dependendo do nimero de cigarros fumados diariamente (Haffajee et al., 2001).

b. Stress ou depressao

O stress estd muitas vezes associado a quadros depressivos e pode ter um papel
relevante na doenca periodontal, uma vez que induz alteragdes comportamentais (Kinane,
1999). O stress ndo s6 compromete a resposta imune do individuo como também pode

ser responsavel pela adocdo de hdbitos menos sauddveis como alteracdoes na dieta,
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aumento do consumo de tabaco, alteracdes nos hébitos de higiene oral, consecutivamente
haverd um aumento da placa bacteriana, o que agrava o risco para a periodontite

(Escudero-Castaiio et al., 2008).

c¢. Distiirbios Hematolégicos

As doencas hematoldgicas representam um fator de risco para a doenca

periodontal, aumentando a suscetibilidade para esta patologia (Kinane, 1999).

Os leucécitos polimorfonucleados podem causar dano tecidual a nivel

periodontal, o que em muitos estudos se refere a sua atividade protetora.

Individuos que apresentem distirbios hematolégicos, sejam eles relativos a
qualidade dos polimorfonucleados ou quantidade (neutropenia ou agranulocitose)

demonstram destrui¢do severa dos tecidos periodontais (Kinane, 1999).

d. Diabetes mellitus nao controlada

A doenca periodontal foi classificada como a sexta complicacdo da Diabetes (Loe,
1993). Perante numerosas revisdes sobre o relacionamento das duas patologias, torna-se
possivel inferir que ha uma relacao direta entre a Diabetes mellitus e a Periodontite (Rees,

1994).

Concluindo, as bactérias sdo indispensdveis para que a Doenca Periodontal se
desenvolva, no entanto em diversos casos ndo se demonstram suficientes para explicar
certos tracos da mesma (Saygun et al., 2008; Chalabi et al., 2010; Kato et al., 2013; Zaveri
et al., 2016). A Periodontite é, como antes referido uma doenga multifatorial, onde a
microbiologia, a resposta imune do individuo e outros fatores locais e sistémicos sao

responsaveis pelo seu aparecimento e progressao (Zaveri et al., 2016).

Esta patologia € marcada por um aumento de microrganismos especificos ou pelo
crescimento de espécies microbianas acima de um valor normal, relacionado com uma
reducdo da resposta imune do individuo, via um numero de fatores, sistémicos,
ambientais ou genéticos que influenciam o seu desenvolvimento (Faria Almeida et al.,

2013).
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Apesar de todos os estudos e investigacdes, existem ainda ddvidas acerca das
variagOes de progressao da doencga e falta de clareza sobre o seu processo infecioso (Slots
et al., 2003), para determinar com clareza a sua etiopatogenia e a sua evolucao clinica

(Monzén et al., 2011).

3.2. Tratamento da doenca periodontal

Entre os anos de 2005 e 2006 a Academia Americana de Periodontologia
recomendou a utilizacdo de certas diretrizes que deveriam ser seguidas para o doente
periodontal, enfatizando que patologias sistémicas devem ser controladas, assim como

fatores locais orais como restauragdes debordantes devem ser polidas.

A principal causa da inflamagdo dos tecidos periodontais € bacterioldgica, sendo
que o objetivo primordial do tratamento periodontal é o controlo da placa bacteriana.
Desta forma, a eliminacao de tartaro e biofilme assim como a atenuacédo de fatores locais
(irregularidades, rugosidades, cdries) que a possam proporcionar, se torna importante para
um futuro sucesso terapéutico. Esta € por isso, a primeira fase do tratamento. (Newman

et al., 2000).

A primeira fase do tratamento periodontal consiste na eliminacdo de todos os
fatores de risco locais e sistémicos possiveis, assim como a eliminacao de tartaro e placa
presentes. E uma fase didética para o paciente onde lhe é explicado formas e instrumentos
mais eficazes de escovagem dentdria, dotando-o de habilidades para que este possa
assegurar uma boa higiene oral diariamente, o que € importante em todas as fases de
tratamento. O alisamento radicular e a destartarizagdo sdo os procedimentos clinicos
utilizados nesta fase, procurando obter contornos das superficies dentdrias regulares e

evitando a acumulacdo de placa (Faria Almeida et al., 2013).

A segunda fase do tratamento € a reavaliagdo, onde € feita uma nova andlise
periodontal do paciente, avaliam-se o indice de placa, indice gengival, profundidades de
sondagem, mobilidades dentdrias entre outros fatores determinantes (Newman et al.,
2006). E nesta fase que se avalia a necessidade cirtrgica ou terapias de suporte
periodontal com reabilitacdes estéticas, se necessario (Chavez-Vereau & Alarcon

Palacios, 2012).
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A terceira fase € a fase cirdrgica, para paciente que necessitem desta apds o
tratamento inicial — supuracdo evidente, aumento das profundidades de sondagem e
hemorragia a sondagem. O objetivo € alcangar zonas de dificil acesso recuperando uma
anatomia que permita uma higiene oral mais eficiente (Bascones Martinez & Figueiro

Ruiz, 2005).

Ap6s o tratamento e reavaliacdo, caso 0s pacientes se apresentarem
periodontalmente estdveis, entram numa fase importante de manutencao periodontal. As
consultas nesta fase sdao de cardter periddico e sdo necessdrias para o controlo e
reavaliacdo do estado periodontal do individuo. Caso exista tartaro ou placa este deve ser
eliminado. Se perante a reavaliacido periddica se evidenciar a reativacdo da doencga, os

locais afetados devem ser tratados (Faria Almeida et al., 2013).

Um grupo de individuos portadores da doenca Periodontal continuam a apresentar
progressdao da doenca mesmo apds tratamento convencional, desta forma persistem
campos de investigacao para intentar conhecer mais pormenorizadamente a etiopatogenia
e a evolucgdo clinica da patologia (Monzén et al., 2011), uma vez que existem variagcdes
significativas no curso da mesma e informacao insuficiente sobre o seu processo infecioso
(Slots et al., 2003). O principal objetivo do tratamento no doente periodontal € o alcance
e manuten¢do de um estado de funcio e saude dos tecidos de suporte dentarios (Greenwell

2001).
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4. Os Virus

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios que apresentam DNA — cadeia
dupla ou simples — ou RNA. Utilizam energia e macromoléculas das células do
hospedeiro para replicagdo do seu material genético com fim a produg@o de proteinas
virais, que sdo posteriormente libertadas no meio extracelular (Olsen, Krakowka, &
Blakeslee, 2019). Um virus consiste entdo num genoma de 4cido nucleico que se encontra
envolto por uma capside — de natureza proteica — podendo, por vezes, apresentar um

involucro lipidico (Kumar, Abbas & Aster, 2013).

4.1 A Infecao Viral

A populacdo humana vive a cada dia rodeada de seres microscopicos e € raro o
individuo que se inteira do fato que as infe¢des por virus como Herpes Simples, o Virus
Epstein-Barr e Citomegalovirus sdo mais comuns do que se possa imaginar. De acordo
com a Organizacao mundial de Saide estima-se que cerca de 67% da populacdo mundial,
abaixo dos 50 anos, se encontre infetada por virus Herpes Simples 1 (HSV1) e que 11%

dos individuos, dos 15 aos 49 anos, estejam infetados por HSV2 (Ortega, 2019).

Os virus podem entrar no organismo hospedeiro por variadissimas formas: por
meio de inoculagdo (pela pele ou mucosas) pela picada de um inseto ou abrasao acidental;
inalacdo (pelo trato respiratorio) por aerossOis ou goticulas; ingestdo por via
gastrointestinal; ou por via génito urindria através de relacOes sexuais (Zaveri et al.,

2016).

Os virus sdo responsaveis por um grande nimero de infegdes do ser humano,
muitos deles causam doencas transitérias, como constipagdes, ja outros nao sio
eliminados do organismo, persistindo durante anos no interior de células do hospedeiro,
de forma latente. Nestes casos, os virus sofrem ativacdes periddicas que podem ter
diferentes manifestacdes clinicas, leves ou severas, dependendo do estado do individuo
hospedeiro, quer em idade ou mesmo em capacidade imunitdria (Kumar, Abbas, & Aster,

2013).

Um virus interage com uma célula do organismo hospedeiro através de proteinas
na sua superficie que se ligam a proteinas especificas da membrana plasmaética de células
alvo. As caracteristicas fisicas do meio, como substancias quimicas e temperatura,
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contribuem também para o tropismo tecidual. Uma vez feita esta ligacdo segue-se o passo
da introdu¢do do genoma viral na célula do hospedeiro, fator que varia consoante o tipo
de virus e o tipo de células, uma vez que a habilidade de replicagcdo de material viral
depende se a célula em questdo contém componentes de transcricdo especificos que

reconhecem fatores virais potencializadores e promotores (Kumar, Abbas & Aster, 2013).

A interagdo entre as células do hospedeiro e um virus pode variar, sendo que pode
ocorrer: a lise da célula infetada; um estado onde multiplos virus sdo sintetizados e
culminam na morte da célula hospedeira; um estado de laténcia onde a célula estd infetada
mas nenhum material genético viral estd a ser replicado, podendo ser ativado a qualquer
momento; ou a transformacdo da célula normal numa célula neoplédsica (Olsen,

Krakowka, Blakeslee, 2019).

A interacdo viral com as células do hospedeiro pode entdo dividir-se em
Permissiva e Nao Permissiva. Na primeira forma, a interac@o resulta na lise celular apds
a sintese de componentes virais, onde geralmente, ocorre o desarranjo do reticulo
endoplasmdtico durante a montagem viral, culminado na ativacdo de caspases que
medeiam a apoptose (Kumar, Abbas & Aster, 2013). Ja na segunda, a infecdo resulta
numa transformacdo a nivel celular, onde normalmente hd a integracdo de material
genético viral no genoma do hospedeiro, no entanto a célula continua viva, podendo

resultar em ativacdes virais futuras (Zaveri et al., 2016).

ApOs a interagdo virus-célula hospedeira proteinas virais podem ser dispostas na
membrana celular da célula afetada e estas serem reconhecidas por Linfécitos T
citotoxicos, que se demostram importantes na regulacdao de infe¢des virais. No entanto
estes agentes podem também, ser responsaveis por lesdes teciduais locais no foco de

infecdo (Kumar, Abbas & Aster, 2013).

Dentro da familia Herpesviridae sdo identificados 8 virus que infetam o ser
humano, como Herpes Simples 1 (HSV1), Herpes Simples 2 (HSV2), Citomegalovirus
(CMV) e o virus Epstein- Barr (EBV) (Ortega, 2019).
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4.2 Resposta Imune do Hospedeiro

A resposta imunolégica divide-se em inata e adaptativa sendo que ambas sdo
essenciais a prevencdo da disseminagdo e replicagdo de virus e outros micro organismos

no individuo hospedeiro (Zmora, Bashiardes, Levy, & Elinav, 2017).

Aquando de uma infecdo viral déa-se a ativacdo de um fator nuclear denominado
KappaB, que promove a expressao de proteinas pro inflamatérias (citoquinas) que
recrutam células Natural Killer e macréfagos para o foco de infe¢do, quimiocinas e
moléculas que permitem adesdo as células nas quais ocorreu infecdo viral. O sistema
imunitdrio inato, fonte de citoquinas pro inflamatérias — interleucinas 1, 6, 12 e 18 —,
linfécitos T helper, fatores de necrose tumoral e interferdes, ocupa-se de promocdo da
lise de células infetadas. Uma vez ativado o sistema imune inato, este leva a ativacao
conseguinte do sistema imune adaptativo, onde linfécitos T citotoxicos CD8+,

representam a sua principal fonte de defesa (Escalona & Limonchy, 2009).

Na fase inicial de uma infecdo viral, o controlo € feito por interferdes I, IFN-a e
IFN-B, células Natural Killer e macréfagos. Os interferdes do tipo I sdo produzidos pelas
células dos tecidos infetados e servem de protecao as células vizinhas e colaboram com a

resposta adaptativa (Machado, Aratjo, Cravalho & Cravalho, 2004).

Outra molécula relevante € o IFNy que ativa células Natural Killer e macréfagos,
que atuam na destrui¢do de células infetadas. Os macréfagos, juntamente com outras
células infetadas, produzem interleucina-12 que estimulam células Natural Killer e

estimulam a produgdo de IFNy, o que eleva o potencial microbicida de macréfagos

(Machado, Aratjo, Cravalho & Cravalho, 2004).

O processo de imunidade adaptativa di-se essencialmente por Linfécitos T
citotoxicos CD8+ que reconhecem antigénios virais nas cé€lulas infetadas e
consecutivamente atuam na indugdo da sua lise. Os linfécitos T CD4+ sdo também
relevantes, uma vez que colaborando com linfécitos B produzem anticorpos —
imunoglobulinas A, G e M — (Klimpel, 1996), que apods a replicagdo viral, e apesar dos
virus serem parasitas intracelulares, quando uma célula infetada sofre lise com
consequente libertagdo de virus estes sdo imediatamente reconhecidos por anticorpos e

neutralizados, impedindo a progressao da infecao. No entanto, os anticorpos podem ainda
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reconhecer células infetadas, ligando-se a elas podendo as células Natural Killer efetuar

a sua acao fagocitica(Machado, Aradjo, Cravalho & Cravalho, 2004).

4.3 Herpes Virus Simples 1 e Herpes Simples 2

Os Virus herpes simples 1 e 2 sdo virus que apresentam DNA como material
genético e que infetam na maioria dos casos células da pele e mucosas (Cappuyns et al.,
2005; Ortega, 2019). A infecdo por virus herpes simples (HSV1 e HSV2) € altamente
comum (Montgomery, Warner, Lum, & Spear, 1996).

Os virus Herpes Simples sdo virus com capacidade de infetar células nervosas —
neurotropico — embora causem principalmente infe¢des orais, podem ainda causar lesdes
oculares, no nariz ou genitais. O virus HSV2 € um virus similar ao tipo 1, no entanto
causa essencialmente lesdes ano-genitais (Montgomery, Warner, Lum, & Spear, 1996;

Sushma et al., 2012; Ortega, 2019).

Tanto o virus HS1 como o HS2 causam geralmente a morte celular, sendo
altamente contagiosos aquando dos seus ciclos liticos (Ortega, 2019). No epitélio onde
ocorre a infecdo os antigénios virais induzem a resposta imune do hospedeiro mediada
por células, o que podera levar a lise de células comprometidas ou a indu¢do de um
periodo de laténcia caso a expressdo de proteinas virais a partir de DNA viral seja

suprimida (Cappuyns et al., 2005).

O virus HSV-1 € detém a capacidade de infetar células da cavidade oral como
queratindcitos e fibroblastos gengivais, estando associado a gengivoestomatites
herpéticas primdrias e recorrentes (Zaveri et al., 2016), tendo inclusive sido identificado
em Linfécitos T e macréfagos num estudo conduzido em individuos com periodontite

(Hung et al., 2012).

Posteriormente a replicacdo a infe¢do por estes virus torna-se latente a nivel de
ganglios periféricos, podendo ocorrer a sua reativacdo causando lesdes recorrentes

(Montgomery et al., 1996).

O virus Herpes Simples pode ter associacdo com a doenca periodontal, uma vez
que induz a produgdo de citoquinas proinflamatérias que se demonstram como fatores

coadjuvantes do crescimento de bactérias periodontopatogénicas (Slots, 2000).
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4.4 Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV) é um dos virus mais prevalentes entre os seres
humanos, persistindo durante toda a vida do individuo (Cohen, 2000). A infecdo por este
tipo de virus localiza-se essencialmente a nivel oral e orofaringeo podendo ser
consequéncia de transmissio via saliva ou sangue infetado. E o virus responsavel, quando
infeta adultos e adolescentes pela conhecida “doenga do beijo” — mononucleose — no
entanto em criancas até aos dois anos, a infe¢do € clinicamente assintomdtica (Ortega,
2019).

O virus consiste numa molécula de DNA linear, que codifica cerca de 100
proteinas virais, que quando replicadas pela célula do hospedeiro resultam na lise da
célula epitelial (Cohen, 2000).

A replicacdo de Epstein-Barr dd-se ao nivel de células epiteliais orofaringeas
sendo que a infecdo se torna latente quando passa das células do epitélio para linfocitos
B, sendo estes a maior fonte de persisténcia do virus (Babcock, Decker, Volk & Thorley-
Lawson, 1998).

Existem dois tipos de Epstein-Barr, EBV1 e EBV2, sendo que o segundo esta
fortemente ligado a paciente seropositivos e imunodeprimidos € o primeiro com
individuos saudaveis tendo sido associado a doenca periodontal (Chalabi et al., 2008).
Em 2013, Kato considerou que a sua reativagdo em regides periodontalmente
comprometidas seria um fator importante no desenvolvimento da doenca periodontal.
Sendo que os mecanismos ndo estejam esclarecidos ainda, € incontestavel a detecdo
elevada do virus em fluido crevicular ou tecido gengival de individuos com doenca
periodontal, quando comparadas regides orais periodontalmente comprometidas com

regides sas (Escalona & Limonchy, 2009).

Estudos feitos com auxilio de PCR (Polymerase Chain Reaction), mostram que
existe uma relacdo muito préxima entre o virus CMV e EBV e patégenos periodontais
como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella nigrescens,
Treponema denticola e Prevotella intermedia (Imai, Inoue & Tamura et al., 2012).
Investigacdes recentes mostram ainda que a Porphyromonas gingivalis induz a ativacao
da replicagdo do virus EBV via modificacdo de cromatina. Um dos genes reguladores da

passagem de fase latente para a fase ativa de replicacdo de EBV, € o gene que codifica a
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proteina Zebra, proteina que a Porphyromonas gingivalis induz a que seja sintetizada,

culminado na reativacao viral (Imai, Inoue & Tamura et al., 2012).

4.5 Citomegalovirus

O virus Citomegalovirus (CMV) € altamente prevalente na populacdo humana
(Gémez, Ruiz & Mari, 2014). Existem para este virus diferentes genétipos que variam
nas suas patogenicidades e onde a sua prevaléncia varia consoante a geografia e

etnicidade do individuo (Wu et al., 2007).

Quando infeta individuos imunocompetentes ocorre de forma assintomadtica ou
com manifestacdes clinicas leves, sendo que apos a primeira infecao passa a um estado
de laténcia podendo ocorrer infecOes recorrentes pela sua reativagdo. No entanto para
individuos imunodeprimidos (seropositivos ou transplantados) a infecdo € bastante

severa, resultando em sequelas graves ou até mesmo morte (Gadmez, Ruiz & Mari, 2014).

A principal forma de infe¢do por CMV € congénita ou perinatal, ocorrendo por
transmissao materna via placenta, aquando do parto ou mesmo através da amamentacao.
Este virus infeta um largo nimero de células, tais como epiteliais, células do musculo
liso, mesenquimatosas, hepatdcitos, granuldcitos, macréfagos e, por conseguinte, pode

ser encontrado em saliva ou urina (Cappuyns et al., 2005).

Relativamente aos tecidos periodontais, o virus infeta Linfécitos T e
macréfagos/mondcitos (Wu et al.,, 2007) sendo um dos virus mais frequentemente

encontrados em bolsas periodontais (Botero et al., 2008).

Estudo feitos com auxilio ao teste Polymerase Chain Reaction, mostram que
existe uma relacdo muito proxima entre o virus CMV e EBV e patogénicos periodontais
como P. gingivalis, Tannerella Forsythia, Prevotella nigrescens, Treponema Denticola

e Prevotella Intermedia (Imai, Inoue & Tamura et al., 2012).
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4.6. Influéncia dos Virus da familia Herpesviridae na resposta imune do

hospedeiro

Os virus podem perturbar a resposta imune do hospedeiro utilizando processos
especificos celulares e condicionar a fungdo antiviral do organismo alvo (Saygun et al.,

2008).

Diversos virus como HSV, EBV e CMV podem produzir fatores que reduzem o
potencial dos linfécitos citotéxicos T CD8+ e linfécitos auxiliares CD4+ de reconhecer
células infetadas. Este mecanismo passa pela sua ligacdo ao complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) ou alterar a sua localizagdo, o que
consecutivamente compromete a sua apresentacao a linfécitos CD8+. Para as células
Natural Killer estes virus podem ainda expressar homoélogos de MHC, mas que atuam
como inibidores destas células. Para além do MHC principal existe ainda um secundério
ou classe II sobre o qual os virus atuam na sua degradacdo, impedindo que sejam exibidos
os antigénios aos linfocitos T auxiliares CD4+. Para além disto, os virus podem ainda
infetar leucdcitos, o que compromete a sua fun¢do. Consequentemente a infe¢cdo por virus
da familia Herpesviridae, denota-se uma diminuicdo da capacidade fagocitica e

microbicida de leucécitos (Kumar, Abbas & Aster, 2013).
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5. PCR (Polimerase Chain Reaction ou Reacao de polimerizacio em Cadeia)

A Biologia Molecular veio alterar os métodos de detecdo de virus, trazendo
numerosas vantagens, entre as quais se destacam alta precisdo, sensibilidade e rapidez,
uma vez que os resultados estio normalmente disponiveis cerca de trés dias apds a

colheita.

Estas técnicas foram adotadas em laboratorios e clinicas para a possibilitar a
identificacdo de virus, sendo que a mais utilizada € a amplificacdo de dcidos nucleicos
(Das & Chakraborty, 2018).

Foi em 1869 que Johann Friedrich Miescher conseguiu isolar pela primeira vez
DNA, mas apenas 70 anos depois a estrutura de DNA foi descrita por Watson e Crick

como uma dupla hélix (Maheaswari, Kshirsagar, & Lavanya, 2016).

Em 1983 Kary Mullis, desenvolveu a técnica de PCR ou Polymerase Chain
Reaction, reacdo esta que permite a partir de uma tnica cépia de DNA gerar inimeras
cOpias de uma sequéncia especificas (Das & Chakraborty, 2018). Por esta descoberta
venceu o prémio Nobel da Quimica em 1993. Nas historia da medicina foi posto em
pratica pela primeira vez para detetar eritrocitos andmalos (anemia falciforme)

(Maheaswari et al., 2016).

O PCR € uma técnica in vitro que permite a amplificacdo e estudo de um
organismo a partir de uma vasta selecdo de tecidos: sangue, pele, saliva, fluido crevicular,
entre outros. Para o teste € portanto, necesséario a utilizacdo de uma amostra de DNA, dois
primers (um reverse e outro forward), nucle6tidos e DNA polimerase (Maheaswari et al.,

2016).

Mas nao s6 € utilizado nos campos médicos e de andlises clinicas como também
pode ser utilizado por motivos forenses, como em 1992 onde foi utilizado para a

identificacdo de DNA do tecido da polpa de um dente humano (Maheaswari et al., 2016).

Pela primeira vez em 1993 no campo da Periodontologia foram identificadas
bactérias patogénicas — Porphyromonas gingivalis — em amostras de placa subgengival
com auxilio do teste de PCR. Foi apenas o comego da aplicagdo deste teste no campo da
Medicina Dentaria que utilizando as suas varias variagdes (Tabela 4.) — Nested PCR,
Multiplex PCR entre outros — contribuiu para uma melhor compreensdo de

microrganismos presentes, tendo como exemplo a investiga¢do que teve lugar em 2005
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onde se mapeou todo o espectro bacteriano presente em amostras de placa bacteriana

(Maheaswari et al., 2016).

Tabela 4: Vantagens e desvantagens de 3 tipos de técnicas de PCR (adaptado de Ambili et. al. 2013).

Técnica de PCR Vantagens Desvantagens

Sujeito a contaminagao,
ndo se consegue sabe a
viabilidade ou quantidade
do organismo

Deteta quantidades muito
PCR Nested reduzidas de bactérias ou
DNA viral

Dificuldade na
amplificacdo de
microrganismos nao

Podem ser detetados
PCR Multiplex multiplos microrganismos
a0 mesmo tempo.

especificos.
Reprodutibilidade;
. especificidade; Menos sensivel que o PCR
[ECIES Iegee Thtiate Quantitativo; Menos Nested.

contaminac¢do; Rapido

Adicionalmente, o teste PCR Multiplex evidencia-se como uma ferramenta

bastante util na identificacdo de virus (Heredia et al., 1996).
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6. PCR para avaliacido da presenca de determinado microrganismo

A amostra de DNA colhida necessita de ser previamente tratada, ou seja, é
necessario que se proceda primeiramente a extracdo do DNA da amostra, o que pode ser
feito quimicamente, por calor ou mesmo por reagdes enzimdticas (Maheaswari et al.,

2016).

Para proceder ao teste de PCR, é necessario um DNA modelo, tido como a
“sequéncia alvo” que se quer amplificar, que varia entre 100 a 1000 pares de bases. J4 os
primers, tanto o reverse como o forward, t€m como caracteristica tratar-se de uma cadeia
unica com um numero reduzido de pares de bases que normalmente se situa entre 16 a
20. Adicionalmente, necessita-se também de uma enzima — DNA polimerase — que se
apresenta como a chave para a replicacdo do material genético, estabelecendo ligacdes
entre nucledtidos para formar o produto final do PCR e consecutivamente permitird a

amplificacdo das sequéncias de DNA alvo da pesquisa (Maheaswari et al., 2016).

Seguidamente coloca-se a solucdo preparada no termocliclador, equipamento que
funciona em ciclos repetidos de diferentes temperaturas e potencia a replicacao de DNA.
No curso da replicagdo do material genético ocorrem trés passos fixos: Desnaturacao de
DNA a 94 °C — onde a dupla cadeia € separada; Hibridacdo primdrio que ocorre entre os
50 e os 58° C e onde os primers (forward e reverse) se ligam a cadeias complementares
diferentes em cada polo oposto; e Extensdao dos primers utilizados, através da DNA
polimerase que a volta de 72 °C permite a formacg@o de novas cadeias complementares

através dos primers (Maheaswari et al., 2016).

A colocacdo das misturas de PCR no Termociclador permite que todas as
preparacdes passem por diversos ciclos sob as mesmas condi¢des 6timas de tempo por
ciclo e temperatura para que no final se obtenha idealmente moléculas do produto

desejado (Maheaswari et al., 2016).

Apds os ciclos estarem terminados existem diversas formas de analisar os
produtos que foram amplificados e de os identificar: o mais simples € a eletroforese em
gel de agarose ou em gel de poliacrilamida, onde os produtos aparecem como uma banda

unica que se torna evidente quando analisado a luz ultravioleta (Maheaswari et al., 2016).
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7. Virus e Doenca Periodontal

Embora se consigam identificar mais de trinta mil virus patogénicos, apenas cerca
de 40 se demonstram medicamente relevantes (Ambili et al., 2013). Foi nos anos 90 que
os virus, nomeadamente HSV, EBV e CMV comecaram a ser relacionados com a

patogénese da doenca periodontal (Contreras & Slots, 2000).

Quer seja a nivel do tecido gengival, do fluido crevicular ou mesmo em amostras
de placa subgengival, estes virus sao encontrados com bastante frequéncia em doentes
periodontais (Cappuyns et al., 2005). Os virus da familia Herpesviridae podem ainda
atuar por mecanismos destintos que permitem inferir a sua relagdo com a periodontite,
nomeadamente a diminuicao da eficicia da resposta imunitdria do organismo hospedeiro,
facilitam a colonizagdo por parte de bactérias periodontopatogénicas, criam anticorpos
contra neutréfilos causando infe¢cdes secunddrias (Escalona & Limonchy, 2009),
provocam dano tecidular e alteram mediadores inflamatorios (Contreras & Slots, 2000).
Em suma os virus podem invadir células do sistema imune periodontais, influenciando de

forma negativa a resposta a infe¢des (Contreras, Zadeh, Nowzari & Slots, 1999).

Tanto HSV, como EBV e CMV provocam infecdes latentes, cuja reativagao
periddica entra em consondncia com o padrio de curso mais comum da doenca

periodontal (Slots et al., 2003).

Os virus CMV e o EBV conduzem a uma expressao aumentada de IL-13 e TNF-
a (Fator de necrose tecidular) por parte de macrofagos e mondcitos, por sua vez o TNF-
a alL-la tém a capacidade de estimular Metaloproteinases da matriz (MMPs) e diminuir
os inibidores destas enzimas, mediando inevitavelmente a destrui¢do de osso alveolar do

periodonto (Escalona & Limonchy, 2009).

Ap6s um estudo in vitro em fibroblastos gengivais infetados com CMV
demonstrou-se uma maior atividade de metaloproteinases I e Il e uma reducdo da
expressdao de mRNA codificante de colagénio I e III. Uma vez que os tecidos periodontais
sdo essencialmente constituidos por colagénio é dedutivel que alteracdes a este nivel,
conduzam a alterag¢des nos tecidos do periodonto, resultem mesmo na formacao de bolsas
(Botero et al., 2008) ou prejudiquem a cicatrizacao de tecidos periodontais e ligamento

periodontal, apés tratamento clinico (Zaveri et al., 2016).
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A infecdo por virus da familia Herpesviridae encontra-se tipicamente associada a
um aumento das bactérias periodontopatogénicas. Testes de PCR revelaram que tanto o
virus EBV como CMV tém associacdo com as bactérias Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, e Treponema
denticola.

Estudos recentes mostram ainda que a Porphyromonas gingivalis tem a
capacidade de induzir a produgdo da proteina viral ZEBRA do virus EBV responsavel
pela sua reativacdo (Imai, Inoue & Tamura et al. 2012).

Atualmente define-se a hipdtese de que uma infecdo viral ativa pode desencadear
uma depressao a nivel dos tecidos periodontais. A indugdo da libertacdo de citoquinas
proinflamatdrias ativa osteoclastos e metaloproteinases e 1inativa mecanismos
antimicrobianos levando a um crescimento bacteriolégico na regido (Zaveri et al., 2016).

Os virus ndo sdo vistos como o fator etiolégico principal da doenca, mas sim como
coadjuvantes na sua severidade e progressdo clinica. Em 2000 Slots e Contreras
propuseram um modelo onde explicam que a periodontite poderd, em alguns casos, ter
resultado direto com a infec@o viral ou sua reativacdo, uma vez que esta resulta num

aumento do nivel de patogenia de baterias periodontopatogénicas (Figura. 2).

Macrofagos infetados S Tecido Gengival Saudével
com CMV - 1
3 Placa dentaria
Linfocitos B infetados N
com EBV Gengivite
Linfocitos T infetados '_‘ MUDOSSEIPFESSHO‘
com CMV ou HSV Ativachn deNims Inflamacdo. Stress,
= Hormonas, Gravidez,
S 7 Trauma, Tabaco,
Propriedades Periodontopatogénicas — 1 outros.
Citoquinas Imunossupressio Citotoxicidade
IL-B; TNF; PGE 2; Sobrecrescimento de P Infecio por HIV,
MMPs Gingivalis, T. Forsythia e A. Subnutricio
J_L actinomycetemcomitans J_L
Inflamacio, reabsorcio J_L Necrose tecidual
oOssea e degradacao de Doenca Periodontal destrutiva

colagénio

Figura 2: Modelo Proposto por Contreras & Slots em 2000 para o desenvolvimento da Periodontite
mediada por virus. Este demonstra a influéncia que os mesmos podem exercer sobre o equilibrio do sistema.
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8. Objetivos do estudo

Considerando que os virus podem ser um fator de risco na patologia periodontal,
conduziu-se uma investigacdo para pesquisar HSV1, HSV2, EBV e CMV em doentes

periodontais.

O objetivo da presente investigacdo, conduzida na Clinica Universitdria Egas
Moniz, é averiguar a presenca de virus em bolsas periodontais de doentes com
periodontite, comparando-os com os achados num grupo com periodonto saudavel.
Investiga-se a associagdo entre a doenca periodontal e HSV1, HSV2, EBV e CMV. As
amostras recolhidas para a pesquisa foram de fluido crevicular, posteriormente sujeitas a
extracdo de DNA e teste de PCR Multiplex no Laboratério de Microbiologia Aplicada da

mesma Instituicao.

Através do teste estatistico Qui-Quadrado procurou-se uma associagdo entre duas

varidveis, para escolha de uma de duas hipéteses:

Ho: As varidveis doenga periodontal e virus ndo estdo relacionadas — o que no

teste Qui-Quadrado corresponde a um valor de p > 0,05.

Hi: As varidveis doenca periodontal e virus estdo relacionadas — o que no teste

Qui-Quadrado corresponde a um valor de p < 0,05.
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II. Materiais e Métodos

O presente estudo foi conduzido na Clinica Dentéria do Instituto Universitario
Egas Moniz, onde foram recolhidas 100 amostras de fluido Crevicular. Destas 100
amostras 50 correspondiam a individuos com o Periodonto Saudével e outras 50 com

Doenga Periodontal.

Foram aplicados critérios de exclusdo para a participacdo no estudo, os quais se
prendiam com infecdo viral nos ultimos 6 meses, medicagdo com antivirais nos ultimos

6 meses e imunodepressao enddgena ou exdgena.

Os 50 individuos com Periodonto Saudédvel foram escolhidos nos diversos
departamentos da Clinica Dentdria Egas Moniz, através triagem cuidada por parte do
Departamento de Triagem da Clinica Universitaria Egas Moniz, sendo que no momento
da colheita foram excluidos individuos que apresentassem sangramento gengival,
compativel com gengivite assim como bolsas. Foram também colhidas amostras de
individuos que compareceram ao departamento de Periodontologia e aos quais foi

atribuido o diagndstico de Periodonto Saudavel.

Os 50 individuos com Doenca Periodontal, aleatoriamente escolhidos, foram
recrutados no departamento de Periodontologia do Instituto Universitarios Egas Moniz,
tendo sido colhidas as amostras de fluido Crevicular nas consultas que antecedem o
tratamento periodontal como consulta de Diagndstico ou consulta de Status radiografico,
tendo sido utilizados amostras de doentes que apds Reavaliacdo continuassem a

apresentar bolsas periodontais ativas.

Para a realizacdo da investigacdo de pesquisa de virus em bolsas periodontais
foram utilizados 2 cones de papel estéreis de conicidade 35 por individuo, previamente
esterilizados no departamento de esterilizacao da Clinica Dentdria Egas Moniz (Bostriim
et al., 2001). A esterilizacdo dos cones de papel, para além do principal objetivo de
eliminar microrganismos presentes aumenta ainda o seu potencial de absor¢do (Kubo,

Gomes & Jorge, 2000).

Os cones de papel foram colocados em eppendorfes estéreis de 1,5mL e
numerados, para que a cada participante fosse atribuido um nimero, que coincidisse com

o numero de questiondrio, para possivel identificacdo posterior.
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Para a obten¢do da amostra de fluido Crevicular para o grupo de individuos
doentes, foram utilizadas as 2 bolsas com maior profundidade de sondagem existentes em
boca. No grupo com periodonto sauddvel foram utilizados igualmente 2 cones de papel
posicionados nos sulcos gengivais de pré-molares e molares para a absorcdo de fluido

gengival.

Para ambos os grupos o procedimento de obten¢do de amostra foi semelhante: A
gengiva foi seca com auxilio de um sani-tip, para remog¢ao de saliva no local onde se iria
coletar a amostra. Com a sonda periodontal mediu-se a profundidade de sondagem para
confirmar a presenca de bolsa e ap6s confirmacgdo foram colocados 2 cones de papel, 1

em cada bolsa com maior profundidade de sondagem, por 30 segundos (Bostriim et al.,

2001).

Ap06s os 30 segundos os cones foram removidos e colocados no eppenforf estéril
correspondente para futura analise laboratorial, para a identifica¢do de virus com auxilio

da técnica de PCR.

No Laboratorio de Microbiologia Aplicada do Instituto Universitdrio Egas Moniz
procedeu-se primeiramente a extragdo do DNA presente nas 100 amostras, sendo que para

cada amostra individualmente foi aplicado o mesmo protocolo.

A cada eppendorf foi adicionado, com auxilio de uma micropipeta, 1mL de dgua
Ultrapura e incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos. Seguidamente agitou-se
no vortex por 10 segundos utilizando uma rotagdo baixa (Figura 3) e centrifugou-se por
3 minutos em velocidade de 14 000 rotacdes por minuto (rpm) (Figuras 3). Apds
centrifugacao retirou-se cuidadosamente o sobrenadante para ndo danificar o sedimento
obtido apds centrifugacdo (pellet) (Manual Pratico de Biologia Molecular Instituto

Superior de Ciéncias da Satde Egas Moniz, 2012).
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Figura 3: A e B: centrifugadora utilizada e C: vortéx utilizado para preparacio das amostras perante
o procedimento de extracdo de DNA.

Ap6s a remogado do sobrenadante adicionou-se 200uL de solugdo de Chelex a 5%

colocando-se imediatamente nem banho-maria a 56 °C por 15 minutos.

Passados os 15 minutos as amostras foram retiradas e agitadas novamente no
vortex por 10 segundos a uma rotacdo alta. De seguida, e com auxilio de uma agulha
esterilizada furou-se a tampa de cada eppendorf e colocaram-se 0os mesmos em suportes
flutuantes, para os levar 4gua em ebuli¢do por 8 minutos, ndo deixando ultrapassar este

tempo.

Posteriormente, agitaram-se os tubos novamente no vortex por 10 segundos e

centrifugou-se, uma vez mais, a 14 000rpm por 3 minutos.

O procedimento de extracdo de DNA ficou assim terminado, tendo as amostras
finais sido conservadas a -20 °C para futura utilizacdo (Manual Pritico de Biologia

Molecular, Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz, 2012).

Posteriormente procedeu-se ao teste de PCR para pesquisa de virus CMV, EBV,

HSVI1 e HSV2.
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Para a preparagdo das solucdes de PCR foram necessdrios primers. Para cada virus
a pesquisar utilizaram-se um primer reverse € um forward (Tabela 5) (Kazi, Bharadwaj,

Bhat & Happy, 2015):

Tabela 5: Primers, forward e reverse, para amplificagdo de cada virus pesquisado (adaptado de Kazi et
al., 2015)

Virus Primer Pares de Bases
HSV1 Forward: 5'-CGTACCTGCGGCTCGTGAAGT-3' 21
Reverse:5'-AGCAGGGTGCTCGTGTATGGGC-3' 22
HSV?2 Forward: 5'-TGGTATCGCATGGGAGACAAT-3' 21
Reverse: 5'-CTCCGTCCAGTCGTTTATCTTG-3' 22
CMV Forward: 5'-ACGTGTTACTGGCGGAGTCG-3' 20
Reverse: 5'-TTGAGTGTGGCCAGACTGAG-3' 20
EBV Forward: 5'-AGCACTGGCCAGCTCATATC-3' 20
Reverse: 5'-TTGACGTCATGCCAAGGCAA-3' 20

Foram preparadas solu¢des de cada primer com concentracio de 10uM e

conservados a -20 °C até futura utilizacao.

Todos os procedimentos foram efetuados com os reagentes colocados em gelo
(figura 4).

A mistura de reagao utilizada foi: 25uL de Taq Polymerase MasterMix (Nzytech),
1 uL de cada primer, 14 uL de dgua ultrapura (Sigma), e 3 uL. de DNA (tendo o DNA
sido adicionado numa bancada diferente e afastada do local onde se preparou a restante

mistura).

Foram sempre utilizados Brancos (controlos negativos), que garantiam que a
experiéncia decorria sem contaminagdes, onde os 3 uL. de DNA eram substituidos por 3

uL de dgua ultrapura.

Nao foi possivel a utiliza¢do de controlos positivos, por ndo existir disponivel no

laboratério DNA dos virus pesquisados.
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Figura 4: Eppendorfes utilizados na experiéncia em base de gelo, respetivamente rotulados para posterior
identificac@o. Na figura temos um dos testes brancos (B) e a preparacdo correspondente ao DNA extraido da amostra

numero 25 (25).

Os tubos com as preparagdes foram colocados no termociclador e iniciou-se o

programa definido.

As condigdes de PCR utilizadas foram: 95 °C por 5 minutos para a desnaturacio
inicial; 45 ciclos, onde cada ciclo é composto por 30 segundos a 95°C (desnaturacdo), 30
segundos a 54 °C (hibridag¢ao) e 30 segundos a 72 °C (extensdo); e a extensdo final a
temperatura de 72°C durante 5 minutos (Kazi, Bharadwaj, Bhat & Happy, 2015). O

programa tinha uma duragdo aproximada de 2 horas e meia.

As amostras foram aplicadas num gel de agarose 2% (4g de agarose + 200ml de

TAE + 10uL de RedSafe) (Figura 5 e 6).

7 i
i
b

Figura 5: Gel de Agarose apds solidificacdo com um pente de 22 pogos.
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Foram utilizados dois marcadores de pesos moleculares, o V e o VI (Nzytech) que
ao possuirem bandas na ordem dos 200 pares de bases (pb), 300pb e 400pb permitem uma
melhor identificacdo dos virus pesquisados. Os tamanhos esperados das bandas dos

respetivos virus sdo indicados na tabela 6. (Kazi, Bharadwaj, Bhat, Happy, 2015).

Tabela 6: Tabela representativa do virus e as suas respetivas pares de base.

Virus Banda
HSV1 271 pb
HSV2 231 pb
CMV 368 pb
EBV 326 pb

10 amosiras com AN

Figura 6: Disposi¢do das amostras no gel de Agarose. Na figura observamos a colocacdo do Marcador
V (V), do Marcador VI (VI) e do branco (B) isoladamente, as 10 amostras com ADN juntas sem pocos de
intervalo.

Utilizou-se uma poténcia de 50V para a eletroforese, sendo os resultados
analisados posteriormente numa fonte de luz UV, imprimindo-se a fotografia para anélise

futura (Figura 7).
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Figura 7: Gel de Agarose observado a luz UV onde se denotam bandas correspondentes a presenca
de DNA viral.

As fotografias dos resultados das 100 amostras foram analisadas uma a uma e os
virus encontrados registados numa tabela de Excel. A andlise estatistica foi executada

recorrendo ao teste do Qui-Quadrado (Kazi et al, 2015).
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III.  Resultados
ITI.1 Caraterizacao da Amostra

Nos 50 individuos do grupo saudavel, 18 sd@o do sexo masculino e 32 do sexo
feminino, j4 no grupo onde se inserem 50 doentes periodontais temos 21 individuos
do sexo feminino e 29 do sexo masculino (Gréficos 1 e 2). Os participantes t€ém idades

compreendidas entre 25 e 55 anos.

Grupo Saudével Grupo Periodontite
36% 42%
64% 58%
@ Sexo Feminino Sexo Masculino @ Sexo Masculino Sexo Feminino

Gréficos 1 e 2: Distribuigc@o dos participantes do estudo por género no grupo sauddvel (n=50) e doente
periodontal (n=50).

Aquando da recolha dos dados foi feito um questiondrio onde se figuravam alguns
habitos dos individuos: A idade, habitos de higiene oral, presenga ou auséncia de diabetes,

habitos alcodlicos e habitos tabagicos.

No grupo com Periodontite 26 sdo fumadores e 24 nao possuem habitos tabégicos,

Jano grupo saudavel 19 fumam e 31 ndo (Graficos 3 € 4).

Grupo Saudavel Grupo Periodontite
38% 52% 48%
62%
ENao Fumador Fumador B Nao Fumador Fumador

Gréficos 3 e 4: Distribuicdo dos participantes do estudo de acordo com os hébitos tabdgicos no
grupo saudavel (n=50) e doente periodontal (n=50).
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Relativamente aos habitos alcodlicos os individuos foram agrupados em hébitos
alcodlicos didrios, semanais € 0s que nao bebem. Do grupo com Periodontite 10 bebem
bebidas alcodlicas diariamente, 15 semanalmente e os restantes ndo possuem hdabitos
alcodlicos relevantes. J4 no grupo sauddvel 3 bebem bebidas alcodlicas diariamente, 14

semanalmente e os restantes nao possuem habitos alcodlicos relevantes (Gréaficos 5 e 6).

Grupo Saudavel Grupo Periodontite

T
6%

20%

2
&% 50%
66% 30%
O Diariamente [ Semanalmente 'Nunca ou Raro O Diariamente ) Semanalmente ' Nunca ou Raro

Grificos 5 e 6: Distribui¢@o dos participantes do estudo de acordo com os habitos alcodlicos no grupo
saudavel (n=50) e doente periodontal (n=50).

No que respeita os hédbitos de Higiene Oral, os individuos foram divididos em
escovode O al vez,de 1 a2 vezes oude 2 a3 vezes didrias. Perante os individuos com
periodonto sauddvel. 3 escovam os dentes entre 0 a 1 vez diaria, 9 escovam entre 1 a 2
vezes e os restantes 38 mantém habitos de higiene oral com escovagens didrias entre 2 a
3 vezes. No grupo de individuos com Doenca Periodontal 6 escovam entre 0 a 1 vez, 12
relatam que mantém hébitos de higiene oral de 1 a 2 escovagens didrias. Ja os restantes

deste grupo afirmam escovar os dentes entre 2 a 3 vezes ao dia (Graficos 7 e 8).

Grupo Saudavel Grupo Periodontite
—
6% 129>
18%
2% 24%
76%
d0alvez 1 a2 vezes 2 a3 vezes H0alvez 1 a2 vezes 2 a3 vezes

Griéficos 7 e 8: Distribuicdo dos participantes do estudo de acordo com os habitos de higiene oral no
grupo saudavel (n=50) e doente periodontal (n=50).
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Apenas um dos sujeitos dos 100 analisados era diabético, sendo pertencente ao

grupo dos doentes periodontais.
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I11.2 Pesquisa de Virus

Nas 50 amostras de individuos saudédveis apenas 3 virus foram encontrados, ou
seja, dos individuos sauddveis apenas 6% apresentaram virus nas amostras de fluido
crevicular analisadas. J4 no grupo de individuos com periodontite foram obtidas 51
pesquisas positivas, o que significa que algumas das amostras permitiam a identificacdo

de mais de um virus pesquisado.

Ap6s a eletroforese e ao visualizar os géis e foi possivel identificar os virus de
acordo com os tamanhos das bandas obtidas (Figura 8 € 9). Para o abanda HSV1 a banda

€ de 271 pb, HSV2 € de 231 pb, para o EBV de 326 pb e para CMV de 368 pb.

Figura 8: Resultados dos testes de PCR relativos a pesquisa de virus HSV-1 (vermelho), HSV-2 (azul),
EBV (amarelo) e CMV (verde) para as amostras (21-40) correspondentes a doentes periodontais. As marcag¢des
presentes procuram demonstrar como foram identificados os virus. O marcador indicado ¢ o V (mV) onde se
destacam das bandas de 200pb, 300 pb e 400 pb. Imediatamente apds este temos um pogo com o teste branco (B).
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Figura 9: Resultados de PCR para 10 individuos do grupo com periodonto sauddvel (81-90). Estao
representados 2 marcadores o V (mV) e o VI (mVI).
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I11.2.1 Presenca de virus Herpes Simples 1

Comparando os dois grupos relativamente a presenca de Herpes Simples 1, no
grupo de individuos sauddveis apenas foi detetado o virus numa amostra (2% dos
individuos), enquanto no grupo com doenga periodontal, em 19 individuos foi detetado

Herpes Simples 1 (38%) (Grafico 9).

60
Presenca de Virus Herpes Simples 1
50
40
30

20

10

O ——

Saudavel Periodontite

B Positivo para HSV1 Negativo para HSV 1
Gréfico 9: Proporcdes virais de HSV-1 encontradas no grupo saudédvel e no grupo de doentes

periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contétm HSV-1 e a verde claro as
amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de estudo (n=50 para ambos 0s grupos).

Realizou-se uma andlise estatistica inferencial, onde se concluiu que para este
virus, existe associacdo entre a presenca do virus e a doenca periodontal (p < 0,001, teste

do Qui-Quadrado).
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I11.2.2 Presenca de virus Herpes Simples 2

Relativamente ao virus Herpes Simples 2, foi detetado em apenas um individuo
do grupo saudavel (2%) e em 12 individuos do grupo com periodontite (24%) (Grafico

10).

” Presenca de Virus Herpes Simples 2

50

40

30

20

) L

Saudavel Periodontite

B Positivo para HSV?2 Negativo para HSV 2

Graéfico 10: Proporgdes virais de HSV-2 encontradas no grupo saudavel e no grupo de doentes
periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contém HSV-2 e a verde claro as
amostras onde este ndo estava presente, para cada grupo de estudo (n=50 para ambos os grupos).

Realizou-se uma anélise estatistica inferencial, onde se concluiu que para HSV-2,
existe associagdo entre a presenga do virus e a doenga periodontal (p=0,001, teste do Qui-

Quadrado).
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I11.2.3 Presenca de virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr foi detetado em 1 amostra do grupo sauddvel e em 16

amostras do grupo de doentes periodontais (32%) (Grafico 11).

60
Presenca de Virus Esptein-Barr
50
40
30

20
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0 ——

Saudavel Periodontite

B Positivo para EBV Negativo para EBV

Gréfico 11: Propor¢des virais de EBV encontradas no grupo saudavel e no grupo de doentes
periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que contém EBV e a verde claro as amostras
onde este ndo estava presente, para cada grupo de estudo (n=50 para ambos 0s grupos).

Perante a andlise estatistica inferencial, concluiu-se que para EBV, existe
associacdo entre a presenca do virus e a doencga periodontal (p<0,001 perante o teste do

Qui-Quadrado).
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I11.2.4 Presenca de virus Citomegalovirus

Por fim, relativamente ao virus Citomegalovirus, este ndo foi detetado em
nenhuma das amostras do grupo saudavel, no entanto identificou-se em 6 amostras do

grupo de doentes periodontais (12%) (Grafico 12.).

60
Presenga de Citomegalovirus

50

40

30

20

10

Saudavel Periodontite

B Positivo para CMV Negativo para CMV

Griéfico 12: Proporg¢des virais de CMV encontradas no grupo sauddvel e no grupo de doentes
periodontais. A verde escuro representa-se o nimero de amostras que conttm CMV e a verde claro as
amostras onde este ndo estava presente (n=50 para ambos os grupos).

Como no grupo dos doentes sauddveis nao foi encontrado nenhum virus, o teste

do Qui quadrado ndo pode ser utilizado.

68



Resultados

I11.3 Avaliacao da associacao entre a presenca de virus e as variaveis utilizadas para

caracterizar a amostra

No questiondrio aplicado, foram recolhidos dados acerca do sexo, idade, habitos
tabdgicos, hédbitos alcodlicos, de higiene oral e presenca de patologia diabética.
Correlacionaram-se os dados recolhidos com os resultados obtidos na pesquisa

viral nos doentes com patologia periodontal.

a. Relacdo com a idade

Verificou-se que ndo existe associacdo entre a idade e a presenca de virus

pesquisados (Tabela 7).

Tabela 7: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a associag@o entre as
varidveis "virus" e "idade do doente periodontal"”.

Virus Valor de p
HSV 1 0,483
HSV2 0,679
EBV 0,854
CMV 0,257

b. Relacdo com o sexo do participante

Também se verifica que nao existe associacdo entre o sexo € a presenca de virus

(Tabela 8).

Tabela 8: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a associag@o entre as varidveis
"virus" e "género do doente periodontal".

Virus Valor de p
HSV 1 0,425
HSV2 0,393
EBV 0,981
CMV 0,575
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c. Relacao com habitos alcodlicos

Para esta varidvel nao foi novamente encontrada associacdo com a presenca de

HSV1, HSV2 e EBV.

No caso do virus CMV as amostras nao se demonstraram suficientes para retirar

conclusoes (Tabela 9.).

Tabela 9: Valores de p (>0,05) obtidos pelo teste Qui-Quadrado ao averiguar a associa¢io entre as
varidveis "virus" e "habitos alcodlicos".

Virus Valor de p
HSV 1 0,464
HSV2 0,764
EBV 0,566
CMV —

d. Relacao com habitos tabagicos, higiene oral e Diabetes

Relativamente a estes fatores ndo foi possivel retirar resultados de nenhuma
associacao entre os mesmos € a presenca de virus em doentes periodontais, porque ao
existiram muitas op¢des de escolha por cada varidvel e uma amostra reduzida nio se

podem tirar resultados conclusivos de associa¢io ou a sua auséncia.

Quanto a diabetes, apenas 1 dos individuos apresentava a patologia nao tendo sido

encontrada qualquer associac¢io aos virus pesquisados.
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IV. Discussao de resultados

A presente investigagdo procura comparar a presenga de quatro virus, Herpes
Simples 1 (HSV1), Herpes Simples 2 (HSV2), Epstein-Barr (EBV) e Citomegalovirus

(CMV) em bolsas periodontais, entre individuos e individuos sauddveis.

Utilizou-se o teste PCR Multiplex, para detetar os respetivos virus, um teste
especifico e sensitivo para a detecdo de virus de importancia epidemioldgica e clinica

(Templeton et al., 2004).

Perante os resultados obtidos e comparando os dois grupos estudados, torna-se
evidente a diferenca significativa encontrada na propor¢do viral, entre individuos

sauddveis e com doenca periodontal.

Apenas para o CMV nao foi possivel avaliar estatisticamente a diferenca na
distribuicao entre os dois grupos, no entanto € evidente a diferenga entre os mesmos. Nao
foi encontrado este virus no grupo sauddvel e estava presente em 12% dos individuos com

doenca periodontal.

N3ao foi encontrada associacdo entre a presenca ou ndo de virus e as varidveis sexo
e faixa etdria do individuo, como também se verificou no estudo conduzido em 2015 por

Mohammad Kazi e colaboradores.

A doenga periodontal € uma doenca crénica comum. Diferentes bactérias sdo-lhe
associadas e descritas como implicadas na sua patogénese. No sulco gengival foram
identificadas mais de 400 bactérias diferentes, no entanto apenas menos de 20 espécies

sdo consideradas periodontopatogénicas (Slots, 2004).

A Periodontite € uma infecdo do periodonto, o seu curso natural € geralmente
marcado por periodos de remissao, que sdo interrompidos por periodos de relapso clinico,
cuja origem biolégica ndo se encontra claramente explicada. A viruléncia dos
microrganismos infeciosos demonstra-se altamente determinante na progressdo da
doenca, no entanto, foram também sugeridos fatores ambientais, imunitdrios,
demograficos e virais. Com a avaliacdo da forma como a doenca progride os virus

comegaram a ser objeto de estudo neste campo (Ambili et al., 2013).

Atualmente, perante inimeras investigacdes no ramo da Periodontologia, é
razoavel assumir que os virus tém influéncia na etiopatogenia da doenca periodontal. Em

alguns trabalhos de pesquisa e ao avaliar doentes periodontais demonstrou-se que a
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populacdo viral em algumas localizacdes dentdrias chega a ser equivalente a contagem

bacteriana no mesmo local (Slots, 2010).

Investigacdes neste campo podem vir a revolucionar estratégias de diagndstico e

tratamento da doenca (Ambili et al., 2013).

Apesar do vasto universo de virus conhecido, apenas cerca de 40 tém importancia
médica. Quando a doenca periodontal existem virus, da familia Herpesviridae, que tém
sido regularmente identificados em pecas dentdrias afetadas pela doencga (Saygun, Kubar,

Sahin, Sener & Slots, 2008)

Da familia Herpesviridae existem 8 virus que estdo regularmente associados a
doencas do corpo humano, destes destacam-se Herpes Simples 1, Herpes Simples 2,
Herpes Simples 6 e 8, Epstein-Barr e Citomegalovirus, (Contreras, Nowzari & Slots,
2000). Os virus mais pesquisados na area da periodontologia sio HSV-1e 2, EBV e CMV
(Zaveri et al., 2016).

Os virus que a presente investigacdo trata tém sido encontrados em diversos
estudos, quer em amostras de tecido gengival, fluido crevicular, saliva como em placa

subgengival (Ambili et al., 2013).

Contreras e colaboradores em 2000 afirmaram que a gengiva pode funcionar como
um reservatorio para estes virus, num estudo onde identificaram Epstein-Barr em 79%
das amostras e Citomegalovirus em e 43% das amostras de tecido gengival de individuos
periodontalmente comprometidos. No entanto, este estudo utilizou uma amostra pequena
de 25 participantes, o que pode ter condicionado a relacdo das varidveis que nao se
demonstrou estatisticamente significativa. Em 2004, Kubar encontrou uma quantidade
notdvel destes virus também em amostras de tecido gengival. Num estudo mais recente,
feito em 2013 foi encontrada uma percentagem significativa de células infetadas por EBV

no tecido gengival de doentes periodontais (Kato et al. 2013).

Achados de EBV e HSV 1 em percentagens que variam entre 76% a 80% em
doentes com periodontite, contrastam drasticamente com os 12% encontrados em

pacientes sauddveis (Das et al. 2012).

Em 2004, num estudo conduzido por Saygun foram identificados CMV, EBV e
HSV1 em 75% dos locais pesquisados em pacientes periodontais, 0 que contrastava com

a auséncia destes virus em pacientes saudaveis e levou o autor a inferir que estes estejam
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relacionados com a etiopatogenia da doenca. Foi no mesmo ano que outra pesquisa,
voltou a encontrar diferengas significativas entre a presenca de virus em doentes

periodontais e a auséncia dos mesmo em individuos saudaveis (Kubar et al., 2004).

Em estudos feitos no fluido crevicular de pacientes periodontais, encontrou-se a
prevaléncia de 43% de EBV e 3% de CMV, nao tendo encontrado virus em participantes

saudaveis (Klemenc et al., 2005).

Em 2009, num estudo do mesmo género, foi encontrada uma percentagem destes
virus (HSV, EBV e CMV) de 45% em pacientes periodontais que por sua vez se
mostraram muito diferentes quando comparado com o grupo controlo de participantes

Saos.

A doenca periodontal pode apresentar-se de diferentes formas e a identificacao de
virus varia também consoante o tipo de lesdo periodontal em questdo, o local de colheita
da amostra, tratamento periodontal prévio, o estado imunitdrio do sujeito, o método
laboratorial empregue para a sua identificacdo. A drea geogréfica e etnia sdo fatores
também relevantes. Falsos negativos e positivos podem ocorrer por variacdo destes
fatores no entanto, a evidéncia da presenca de virus € ampla em diversas formas de doenca

periodontal (Ambili et al., 2013).

Perante quadros de gengivite, foram encontradas percentagens de 20% de EBV e
33% de CMV. No entanto, perante uma infecdo gengival e individuos saudaveis estes

virus apresentam-se em estados ndo transcripcionais (Rotola et al., 2008).

Perante quadros de periodontite encontra-se uma variacdo ampla da ocorréncia de
virus, onde HSV se encontra presente em 3-100% dos locais pesquisado, EBV entre 3-
89% e CMV entre 0,3-83% (Ambili et al., 2013). Na periodontite crénica estes sao os
virus que mais se identificam na maioria das regides afetadas pela doenca (Hochman,

Zakay-Rones & Shohat et al., 1998).

Os resultados obtidos neste trabalho de investigacdo encontram-se entre as
percentagens publicadas por Ambili e colaboradores em 2013, uma vez que se detetou
HSV 1 em 38% dos doentes com periodontite, HSV 2 em 24%, EBV em 32% ¢ CMV em
12%.
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Também nos abcessos periodontais, periodontite necrotizante e periodontite
induzida por HIV h4 identificacdo de virus. Nos abcessos periodontais detetou-se Virus
Epstein-Barr e Citomegalovirus em percentagens de 72% e 67% respetivamente, nao
tendo estes sido encontrados apds tratamento ou mesmo em individuos sauddveis (Saygun

et al. 2004).

Em individuos infetados pelo virus HIV, HSV1, HSV2, EBV e CMV sofrem
reativacdo facilmente, o que consecutivamente ird causar danos teciduais que acabam por

causar destrui¢do periodontal (Cobb, 2003).

Slots em 2010 agrupou diversos estudos feitos na area da Periodontologia, onde

se pesquisou HSV 1, HSV 2, EBV e CMV.

No que respeita, o virus HSV 1, estudo semelhantes encontraram percentagens de
13% (Grenier et al., 2009), de 100% (Bilichodmath et al., 2009), 40% (Imbronito et al.,
2008), 16% (Grande et al., 2008), 26% (Nishiyama et al., 2008), 31% (Ling et al., 2004)
e 21% (Contreras et al., 2000). Destas investigacdes extrai-se uma média de aparecimento
deste virus de 26% (Slots, 2010). Em 2015, no estudo de Mohammad Kazi e
colaboradores, para o virus HSV 1 a percentagem identificada foi de 28% num grupo de
individuos com doencga periodontal e em 2017 de 50% (Muzammil, Jayanthi, Faizuddin,

& Ahamadi, 2017).

As percentagens virais, obtidas nos estudos acima, sdo compativeis e proximas
das obtidas na presente investigacdo, onde 38% das amostras analisadas evidenciavam a
presenca de DNA viral correspondente a HSV1. Este valor apresenta-se acima da média

indicada no relatorio feito por Slots em 2010.

Quanto ao HSV 2 a investigacdo de Bilichodmath e colaboradores, em 2009,
identificou 16% de pacientes com doencga periodontal com a presenca deste virus. Em
2015, no estudo de Mohammad Kazi e colaboradores, identificou-se 32% de DNA viral
para o virus em questdo. Mais recentemente em 2018 Chatzopoulou e colaboradores
encontraram uma percentagem de 12,8% para o HSV 2 ao investigar a presenca de virus

num grupo com periodontite.

No presente estudo, o virus HSV 2 foi identificado em 24% das amostras de

z

individuos com doenca periodontal analisadas, o que é compativel com os estudos
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enunciados acima, sendo uma percentagem que se ajusta entre os valores descritos e se

aproxima bastante do valor obtido por Muzammil e colaboradores em 2017, de 26,7 %.

No entanto, existem ainda estudos onde ndo se detetou a presenca deste virus ou
os valores ndo se apresentaram significativos como os de Sushma et al. em 2012 ou Slots

e Contreras em 2001.

Uma das hipéteses que Slots e Contreras apresentaram em 2001 para este facto,
prende-se com a influéncia que HSV 1 tem sobre HSV 2, o primeiro encurta a duragdo
dos sintomas do segundo e diminui a severidade das primoinfecdes por este virus. Desta
forma os autores especularam que seria possivel que quem contrai HSV 1 precocemente

na vida, ganhe algum tipo de imunidade para HSV 2.

Para o virus Epstein-Barr a presente investigacdo, obteve uma percentagem de
32% de amostras positivas para este virus no grupo com periodontite, o que contrastou

com os achados no grupo sauddvel.

O valor obtido neste trabalho, encontra-se em concordancia com o intervalo de
valores enunciados por Ambili e colaboradores em 2013 que detetou este virus entre 3-
89% dos casos. Existem outros estudos que nos demonstram que o EBV é comumente
encontrado em individuos que sofrem de doenca periodontal, quer em amostras de tecido

gengival, como em fluido crevicular e placa subgengival (Zaveri et al., 2016).

Aggarwal e colaboradores, em 2017 relataram que a média para os achados deste
virus em doentes periodontais é de 46%, valor este que se encontra acima da percentagem

encontrada na presente investigagao.

Avaliando o relatério de Slots em 2010, existem inimeras investigacdes para a
pesquisa destes virus em pacientes periodontais com patologia crénica, onde as
percentagens variam bastante: 28% (Dawson et al., 2009), 3% (Grenier et al., 2009), 47%
(Imbronito et al., 2008), 79% (Chalabi et al., 2008), 40% (Sunde et al., 2008), 38% (Wu
et al., 2007), 23% (Li et al., 2004), 44% (Klemenc et al., 2005) entre outros estudos.

Em 2015 Mohammad Kazi e colaboradores apontaram percentagens de 30,66%
para o virus Epstein-Barr, resultado esse que € proximo do obtido na corrente

investigacao.

Das e colaboradores em 2012 para a pesquisa de EBV em pacientes com

periodontite crénica encontraram a mesma percentagem que no presente estudo (32%),
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valor esse que € também obtido por Slots em 2015 ao fazer a percentagem média de

detecdo de virus Epstein-Barr em estudos para periodontite crénica: 32%.

Relativamente a Citomegalovirus a percentagem obtida neste estudo foi de 12%

para doentes periodontais e de 0% para individuos saudaveis.

Agrawal e colaboradores em 2017 perante um estudo em individuos
periodontalmente comprometidos encontraram uma percentagem idéntica de 13,33%
para o CMV. Neste estudo procurava-se avaliar o local de colheita da amostra — se mais

a apical da bolsa ou mais a cervical — tinha influéncia na percentagem viral.

Em 2010 Slots agrupou as investigacdes que pesquisavam virus em doentes
periodontais e chegou a uma média de 52% o que se encontra consideravelmente acima

do valor encontrado no presente estudo.

Dos estudos descritos por Slots, em 2010, encontram-se percentagens de 0,3%
(Dawson et al., 2009), 26% (Bilichodmath et al., 2009), 80% (Grande et al., 2008), 83%
(Imbronito et al. 2008) 12% (Sunde et al., 2008), 3% (Klemenc et al., 2005) e 27% (Kubar
et al., 2005).

Perante todos os estudos realizados neste campo, a conclusdo assente, de que os
virus sd3o um elemento importante na doenca periodontal, muda o conceito da patogenia

e imunologia da doenca (Slots, 2010).

O virus HSV-1, CMV e EBV tém sido associados a bactérias
periodontopatogénicas como P. gingivalis, Aggregatibacter, Treponema denticola, P.
intermedia, Prevotella nigrescens e Tannerella forsythia (Slots, 2000). Alguns estudos
correlacionam ainda a a¢do conjunta de bactérias e virus. Os virus CMV e EBV reduzem
a resposta fagocitica de células do sistema imune do hospedeiro, o que resulta no
crescimento bacteriano local (Lin & Li, 2012) O virus CMV e EBV demonstraram forte
associacdo com a P. gingivalis e a Tannerella forsythia, duas espécies bacterianas de peso
para a doenga periodontal (Saygun et al. 2008). Ainda relativamente ao EBV, um estudo
demonstrou que se este virus estd presente, hd 9,3 vezes mais chance de encontrar

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Michalowicz, 2000)

O crescimento bacteriano local pode estar relacionado com a libertagao de

citoquinas pro inflamatérias mediadas por estes virus, que suprimem citoquinas anti-
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inflamatérias do hospedeiro, diminuindo a producdo de anticorpos contra bactérias

periodontopatogénicas (Slots, 2015).

Por outro lado, outros estudos comprovam que as bactérias periodontopatogénicas
podem também promover a infecdo viral através de enzimas bacterianas que reativam
infecdes por virus deste tipo. Um bom exemplo é a Porphyromonas gingivalis que atua
na reativacao do virus EBV potenciando a disseminacao da infecao viral, e bilateralmente
a reativacdo deste virus pode potenciar o crescimento de bactérias desta espécie (Sugano,
2004). Num estudo feito em 20135, os autores chegaram a conclusdo que HSV1, HSV2,
EBV e CMV estdo associados com a doenga periodontal, mais especificamente com

estados mais severos da mesma (Kazi, Bharadwaj, Bhat, Happy, 2015).

Perante as percentagens de virus detetadas no presente estudo e em estudos
semelhantes, assim como o mecanismo bioldgico associado a uma infecdo viral leva a
pensar que em alguns casos de periodontite os virus podem representar um papel
fundamental na progressdo da doenca. Desta forma, e como cada paciente € um caso
distinto, seria importante saber se a periodontite é ou nao causada por reativagdo viral,
sendo que com este conhecimento se poderia atuar no cerne da questdo de outra forma,
ou seja atuar no controlo de Herpesvirus e placa subgengival. O tratamento antiviral pode
assistir neste fato, ndo dispensando o tratamento periodontal (alisamento radicular ou
cirurgia), questdo que tem sido estudada recorrendo a estudos onde se utilizam estes
farmacos no tratamento da periodontite (Sunde et al., 2008).

O valaciclovir é um farmaco antiviral de administracdo oral que inibe a DNA
polimerase de virus da familia Hespesviridae e consecutivamente a sua replicacdo. E

particularmente eficaz contra HSV 1 e EBV (Patel, 1997).

Em 2014 Fu e colaboradores, fizeram um ensaio clinico em 59 pacientes com
periodontite crénica avangada onde o tratamento foi efetuado recorrendo a alisamento
radicular e destartariza¢do, tendo sido receitado também valaciclovir (1 semana) a um dos
grupos, enquanto o outro recebeu apenas um placebo. Os resultados do estudo realcam

um outcome significativamente positivo pela utiliza¢ao de valaciclovir.

A doenca periodontal ativa pode estar associada a reativacdes virais de virus
especificos, bactérias periodontopatogénicas e reagdes imunoldgicas desreguladas. Desta
forma, um tratamento periodontal que nao tenha como alvo a etiologia especifica da

infecdo resultard em melhorias clinicas nao evidentes. Os virus podem permanecer nos
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tecidos periodontais por longos periodos de tempo, o que pode representar um risco para

a progressao da doenga (Slots & Slots, 2019).

Investigacdes neste campo podem vir a revolucionar estratégias de diagndstico e

tratamento da Periodontite (Ambili et al., 2013).
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V. Conclusao

O presente estudo tinha como objetivo investigar a presenga de virus bolsas
periodontais em doentes com periodontite e comparar esses achados com um grupo de
pacientes sauddveis. Havia duas hipdteses possiveis: Ho (as varidveis virus e doenca
periodontal nao estdo associadas) ou Hy (as varidveis virus e doenga periodontal estao

associadas).

As percentagens de virus detetadas em doentes periodontais (n=50) contrastou
com os virus encontrados em pacientes com periodonto sauddvel (n=50), tendo sido
encontrada associacdo entre as variaveis: virus (HSV1, HSV2 e EBV) e doenca
periodontal. O mesmo nao foi possivel para o virus CMV uma vez que como nenhum
exemplar foi encontrado no grupo de individuos saudéveis, ndo se podendo avaliar a sua
associacdo com a patologia. Os virus HSV1, HSV2, EBV e CMV foram detetados em

38%, 24%, 32% e 12% das amostras em individuos com periodontite.

A presente investigacdo, assim como indmeros estudos realizados neste ambito,
permitem concluir que a diferenca na presenca de virus entre doentes periodontais e
individuos sauddveis € relevante e deve ser tida em consideracdo. Indica ainda que os

mesmos virus podem ter um papel na doenca periodontal.

Aquando da colheita, era benéfico aumentar os 30 segundos em objetivo de
absorver mais quantidade de amostra. A técnica utilizada para identificacao de virus, foi
o teste PCR Multiplex, que apesar de apresentar diversas vantagens associadas pode
apresentar uma sensibilidade reduzida na detecdo de microrganismos, o que pode ter

gerado falsos negativos.

O grupo de pacientes periodontais totalizava 50 participantes ndo tendo sido
encontrada associagcdo entre a as varidveis virus e idadelsexolhdbitos alcoolicos. No
entanto, para outras varidveis estudadas pelo mesmo questiondrio ndo foi possivel
averiguar associagdo, entre elas e virus pesquisados. Este facto, prende-se com as vdrias
opg¢oes de resposta que evidenciam 50 participantes como uma populacdo pequena para

extrair conclusdes da associacdo entre virus e essas varidveis estudadas.

Perante a hipétese atualmente mais aceite de que as bactérias sdo imperativas ao
desenvolvimento da patologia periodontal, verifica-se, no entanto, que por vezes nao sao

suficientes para explicar a destruicdo tecidual existente ou mesmo as reativacoes
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exacerbadas da mesma. Os virus Herpes ndo sdo a etiologia primordial da patologia
periodontal, mas devem ser vistos como um fator de risco, pelas alteracdes provocadas
no sistema imune do hospedeiro. A infe¢do viral provoca a produgdo e secrecdo de
citoquinas proinflamatdrias com potencial ativador de osteoclastos e MMPs levando a
destruicao tecidual local. Os virus devem ser vistos como um fator de risco para a
reativacdo da doenca e sua severidade. Desta forma, quando presentes, podem ter um
papel putativo na doenga e atuar na reativagao da mesma, pois para além de possibilitarem
um aumento do nimero de bactérias periodontopatogénicas por comprometimento do
sistema imune, estas podem ainda participar na reativagdo viral via alguns metabolitos.
Esta infecdo mediada por virus e bactérias resulta numa maior destruicdo dos tecidos

periodontais.

O diagnéstico cuidado em Periodontologia, como em qualquer outra patologia, é
um passo importantissimo para o tratamento correto e um progndstico satisfatorio. Desta
forma, seria importante a utilizacao de testes seroldgicos para a pesquisa destes virus em
casos onde a doenca periodontal seja mais severa e demonstre reativagdes recorrentes ao
longo do tempo, para se poder adotar uma terapéutica mais direcionada para um dos
fatores de risco presentes. Através do teste seroldgico, caso se confirme a presenga de
HSV1, HSV2, EBV e/ou CMV a utiliza¢cdo de um farmaco antiviral pode ser um meio de
alcancar resultados mais satisfatérios apds terapéutica periodontal convencional. A
detecdo da presenca de virus nao elimina a necessidade de tratamento clinico ou cirdrgico,

mas serve para eliminacdo de um dos fatores de risco presentes, de forma satisfatdria.

Perante um episddio de infecdo respiratdria, € importante saber se o agente
causador € bacteriano ou viral, para saber que meios terapéuticos abordar. No caso da
periodontite as bactérias estdo sempre presentes, mas podem existir virus a contribuir para
uma infecdo mais abrupta com destruicdo tecidual mais severa, sendo necessario agir

sobre estes agentes para eventualmente melhorar o progndstico.
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ANEXO 1 - Aprovacio da comissio de Etica do Instituto Universitdrio Egas
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Comissao de Etica
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Proc. Interno n° 708

Ex.ma Senhora
Marta Costa Picolo

Monte de Caparica,19 de margo de 2019.

Ex.ma Senhora,

Em resposta ao Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comissao de Etica da
E Moniz, com o tema denominado “Pesquisa de virus em bolsas periontotais de

gas 1 . -
doentes com periodontite crénica”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comisséo de Etica da Egas Moniz

prof?. Doutora Maria Fernanda squita
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ANEXO 2 - Consentimento Informado

" L AL
5 IVRCEN

Laneahimenta, INTANTaoG,

Pe acordo com a Declaragdo de Helsinguia de 20127 & 3 Comvencio de Ovisdo®

Monte de Caparica, dia 20 d= Fesvsrsin de 2018

Exma.{z} Sr.(al.

Mo Smbito do Mestrado Integrado de Medicina Dentaria na Unidade Curricular de Orentacao
Tutorial de Projeto Final subordinado a0 tema: "Pesquisa de Vinus em Bolsas Perodontais
de Doentes com Periedontite Cronica.”. sob & orientacdo do Professor Doutor Francisco
Salvado = coonentsgdo da Frof. Doutors Helens Barroso, solicits-se 3 sua sutorizacie para
paricipagao neste estudo.

2 Estudo ird decormer nas instalagies da Chinica Dentdria Egas Moniz. sbrangendo os
doentes que freguentam a Clinica Dentaria Egas Moniz, dofa) Instituvio Universitario Egss
Moniz. &= amosiras obtidas ==rdo posterormenie fratadas e analizadas no Laboratonic de
Microbiologia do Instituto Universitanio Egas Moniz para a pesquisa de frés virus esgecificos.

& Doenca Periodontal & uma doenca inflamatoria dos fecidos de suporte do dents, como a
gengiva e o oss0. A scumulacie de placa bacteriana aprasents-se como S=ndo & SUS caUsa
primaria, no entanto, estudos recentes demonstram a presenga de certos wirus no flueido
gengival (fluido presente no sulco enfre 3 gengiva = o dente), nomeadamentz o= que me
proponho & estudsr, 2 gue podem ter infludncia na prdpria doenca periodontal.

A participagdo neste estudo € woluntiria e & sua n&o participacdo nao lhe trard qualquer
prEjuiza.

Solicita-se a sua autorizagdo para:
1} Participar no estudo "FPesguisa de Vinus em Bolsas Penodontsis de Doentes com
FPeriodontite Cronica.™;




GAS BACKMIF

WEnto INtormade,

lLaneanil

21 A recolha de uma amastra de fiurde gengival airavés de um cone de papel, onde se
coloca o cone enfre @ gengiva & o dente, permifindo 3 absorzao de fluido gengival e
a postenior anslise laboratorial para a pesquisa de certos Wins.

3 Uiilizagso dos dades recolhidos no questionario para fratamento de dados.

A fim de esclarecer a minha decisdo recebi, e bem compreendi, as informagoes

saquintes:

1) Todos os dados recolhidos durante o esiudo serao manfidos confidenciais, sendo
utilizados somente para dados estatisficos.

2 Sera mantido o meu anonimato, perante oS investigadores principsis do projeto & os
dados serdo tratados de forma anonima;

3y O estudo tem como objstive coniribur de uma forms direta e indireta pars a
formagdo do aluno em causa, sendo parte integrante do seu trabalho final de cursa,
na Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instifuta Universitario Egas Maoniz.

4) Sera feito um procedimento clinico simples e rapido, para a recolha de fluido
gengival, com o awalio a um cone de papel.

§) Os dados fornecidos no guestionario s3o confidenciais & serdo ulilizados apenas
para tratsmento d= dados.

8y Conservo fodos os meus dirsitos garantidos na lei;

71 O meu consentments ndo libera em nada os nvestigadores responsaveis desie
trabalho das suas responsabilidades, no que diz respeito & investigagao biologica e
Stica;

Deste modo permitirei:
+ A recolha de amosira de fluido gengival através de cones de papel, para posterior
trstamento [aboratarial.

» A ufilizacie dos dados cedides em questionario, apenas para trataments de dados.

Anexos
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e TRERIG: IRTATAAE

Este estudo pode trazer beneficios tais como, contribuir para:

+ Ewidenciar 3 auséncis ou presenca de wirus em amostras de fluido gengival. Este
estudo pode trazer, tambem, beneficios indirstos t@is como contribuir para a
compreens3g da influéncia viral na doenca pericdontal e suas imphcagdes clinicas
designadamente nas estratégias de prevencao, diagnastico & ratamento da deanga.

A miormacao recolhida destna-se unicaments 3 tratamento estatistico elou publicacao e
sera iratada pelo(s) orizntadorigs) e'ou pelo mandatado.

Aceito participar nesta mvestigacao nas condicdes acima referidas e autorizo a recolha.
escolha e fratamento dos dados, que se mantém confidencias & sob anonimato, apenas por
p=ssaas mandatadss pelo Prof. Doutar Francizco Salvado

Com os melhores cumprimenios,

Marz Ficolo, aluna do Mestrado Integrado em Medicine Dentaria do Instituio
Universdario Egas Moniz.

Contacto tedefonico: +351 815743283 | Enderego eletronica:
martacpicolo@gmail.com

(Riscar o gue nao nferessa)
ACEITOINAD ACEITO parlicipar neste estudo. confemando que fui escarecido sobre as
condigdes do mesma & que ndo tenho dividas.

[Assinaturs do participante ou, No cas0 de menores, do paimae ou futor legal)

[FE]



Anexos



