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Resumo

Introducdo: A associagdo entre bactérias e a etiologia da doenca periodontal é
irrefutavel, no entanto, tem sido amplamente sugerido na literatura a existéncia de um
papel dos herpesvirus na etiopatogenia da mesma.

Objetivo: Rever a literatura existente desde o ano 2000 de modo a depreender o papel
dos herpesvirus na etiopatogenia da doencga periodontal descrevendo os mecanismos
especificos de tal correlacdo e apresentando os argumentos a favor e as limitacdes da
hipdtese.

Materiais e Métodos: A pesquisa foi realizada entre Outubro de 2014 e Janeiro de
2015 nas bases de dados secundarias (Cochrane Database of Systematic Reviews e
Evidence Based Dentistry) e primarias (LILACS e Medline- através do motor de busca
Pubmed) com os seguintes limites: artigos em Inglés, Portugués ou Espanhol desde
01/01/2000 até 31/01/2015 aplicados somente em humanos. Foram utilizadas
combinagdes dos termos “Herpes virus”, “Doenca Periodontal”, “herpes virus”,
“periodontal disease” e “periodontitis”.Os artigos considerados adequados com base nos
seus titulos e abstracts foram sujeitos a uma leitura aprofundada do seu conteudo; os
artigos foram excluidos segundo 0s seguintes critérios: desadequacdo ao tema,
referéncia ao virus da imunodeficiéncia humana, referéncia a peri-implantite e
metodologias pouco explicitas. A bibliografia dos artigos incluidos foi consultada e os
autores dos artigos sem acesso foram contactados de modo a obter artigos considerados
adequados. Um total de 64 artigos foi revisto.

Evidéncia cientifica: O EBV,CMV e HSV sdo detetados com elevada frequéncia na
placa subgengival, saliva e fluido crevicular. Estes virus possuem mecanismos
patogénicos que interferem com a resposta imunoldgica do hospedeiro diminuindo-a.
Os herpesvirus parecem aumentar 0 numero e a patogenicidade de bactérias
periodontopatogenas.

Conclusdo: N&o é possivel estabelecer a existéncia de uma associacdo entre 0s
herpesvirus e a etiopatogenia da doenca periodontal. Sdo necessarios mais estudos,
longitudinais e com protocolos homogéneos entre si.

Palavras-chave

Herpesvirus; doenca periodontal; etiopatogenia; citomegalovirus; Epstein-barr; virus

herpes simples.



Abstract

Introduction: Although the association between bacteria and the etiology of
periodontal disease is irrefutable, it has been suggested in the literature that
herpesviruses play a role in the etiopathogenesis of periodontitis.

Purpose: To review the existing literature after the year 2000 to perceive the role of
herpesviruses in the etiopathogenesis of periodontal disease, describing the specific
mechanisms of such correlation and the arguments forward as well the limitations of the
hypothesis.

Material and Methods: Searches were conducted between October 2014 and January
2015 in secondary databases (Cochrane Database of Systematic Reviews and Evidence
Based Dentistry) and primary databases (LILACS e MEDLINE - through Pubmed)
restricting the search to articles in English, Portuguese and Spanish from 01/01/2000 to
31/01/2015, only applied in humans. It was applied a combination of the keywords
“Herpes virus” “Doenga Periodontal”, “herpes virus”, “periodontal disease” and
“periodontitis”. The encountered articles considered relevant through their titles and
abstracts were subjected further reading; articles were excluded through specific
criteria: no relevance to the subject matter, mention to the human immunodeficiency
virus, mention to peri-implantitis and articles without clear methodologies. The
bibliography of the included articles and the authors of the articles without free access
were consulted in order to obtain relevant articles. A total of 64 articles were reviewed.
Scientific evidence: EBV, HCMV and HSV are commonly detected with high rates in
subgengival samples, saliva and crevicular fluid. These viruses have pathogenic
mechanisms that intervene and diminish the immunologic response of the host.
Herpesviruses seem to increase the number and pathogenicity of periodontopathic
bacteria.

Conclusion: It is not possible to affirm with certainty that there is an association
between herpesviruses and the etiopathogenesis of periodontal disease. More
longitudinal studies with homogeneous protocols are needed.

Keywords

Herpesvirus; periodontal disease; etiopathogenesis; cytomegalovirus; Epstein-barr;

herpes simplex virus
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O papel dos herpesvirus na Etiopatogenia da Doenca Periodontal

1. Introducéo

A Doenca Periodontal € uma doenca multifatorial e, como tal, tém sido
apontados na literatura indmeros fatores etiologicos assim como varios fatores de risco
da periodontite. Embora a flora bacteriana seja o agente etioldgico principal, a
ocorréncia de doenca periodontal em determinados grupos da populacdo ndo esta
totalmente esclarecida e o papel de outros agentes etioldgicos, nomeadamente virais,
tem sido investigado (Ambili et al., 2014). A existéncia de um biofilme bacteriano
subgengival é insuficiente para explicar a variabilidade de apresentacdes clinicas de
periodontite (Rao et al., 2012.), fases de remissdo e ativacdo de doenca, a tendéncia da
destruicdo periodontal para ser bilateral, simétrica e localizada (Munksgaard, 2003),um
padrdo agressivo de destruicdo periodontal em localizagdes com pouca placa bacteriana
(Bilichodmath et al., 2009), quadros de gengivite em pacientes com fatores de risco
classicos para a doenca periodontal (Farias et al., 2013) entre outras caracteristicas.
Neste sentido, nos ultimos anos tém surgido um numero crescente de estudos que
estabelecem uma relacdo entre os herpesvirus, nomeadamente o citomegalovirus
humano (CMV), Epstein-barr (EBV) e herpes simples (HSV) com a patogénese da
doenca periodontal (Grenier et al., 2005).

Dados presentes na literatura sugerem um aumento da frequéncia de detecdo de
virus pertencentes a familia Herpesviridae como o EBV, CMV e HSV-1 em vérias
formas de doenca periodontal. Estes virus possuem mecanismos bioldgicos que podem
modificar o microambiente periodontal favorecendo o estabelecimento de uma flora
mais patogénica e influenciando processos patogénicos e (Konstantinidis et al., 2005)
poderdo causar doenca de uma forma direta através da infecdo e replicacdo viral ou
através de dano criado as defesas do hospedeiro (Rao et al., 2012; Slots, 2010b)

A compreensdo da influéncia dos herpes virus na etiopatogenia da doenca
periodontal pode acarretar implicagdes clinicas designadamente nas estratégias de
prevencdo, diagnostico e tratamento da doenca (Ambili et al., 2014).

O objetivo desta revisdo €, portanto, compreender o papel dos herpesvirus na
etiopatogenia da Doenca Periodontal, descrever os mecanismos especificos de tal

correlacdo e apresentar os argumentos a favor e as limitacGes de tal hipdtese.
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O papel dos herpesvirus na Etiopatogenia da Doenca Periodontal

Foi realizada uma pesquisa da literatura entre Outubro de 2014 e Janeiro de
2015 nas bases de dados secundarias Cochrane Database of Systematic Reviews e
Evidence Based Dentistry e priméarias LILACS e Medline (através do motor de busca
Pubmed). Foram efetuadas duas pesquisas distintas na base de dados LILACS, uma com
termos de pesquisa em portugués (“Herpes virus e Doenga periodontal”) e outra com
termos de pesquisa em Inglés (“herpes virus” AND “periodontal disease” utilizando
como limites artigos em inglés, portugués e espanhol aplicados em humanos. Na
pesquisa na base de dados primaria Medline foram usados conectores boleanos e termos
MeSH com combinagdes dos termos ‘“herpes virus”, “Periodontal disease” e
“periodontitis” utilizando como limites artigos escritos em Inglés, Portugués ou
Espanhol desde 01/01/2000 até 31 de Janeiro de 2015 aplicados somente em humanos.
Os artigos considerados adequados com base nos seus titulos e abstracts foram sujeitos
a uma leitura aprofundada do seu conteldo; os artigos foram excluidos segundo os
seguintes critérios: desadequacdo ao tema, referéncia ao virus da imunodeficiéncia
humana, referéncia a peri-implantite e metodologias pouco explicitas. A bibliografia dos
artigos incluidos foi, ainda, consultada de modo a obter artigos considerados adequados.
Foram contactados os autores dos artigos sempre que necessario de modo a incluir
artigos de interesse sem acesso. O resumo da metodologia aplicada pode ser conferido
no ANEXO I.

2. Revisao da literatura

2.1. A doenca periodontal

O periodonto sadio € uma estrutura complexa e dindmica de tecidos moles e
duros - cemento, mucosa gengival (epitélio e conjuntivo), ligamento periodontal e 0sso
alveolar que, no seu conjunto, providenciam o suporte do dente (Gustavo et al., 2012).

A doenca periodontal ¢ uma condicdo inflamatéria cronica que afeta as
estruturas de suporte do dente (Gustavo et al., 2012) estando entre as doengas mais
prevalentes em humanos (Imai et al., 2012). Embora possa ter diversas causas, a
gengivite e periodontite induzidas por placa constituem as formas mais comuns de
doenca (Armitage, 2004). Por um lado a gengivite induzida por placa é definivel como a

presenca de inflamacdo sem que haja perda de tecido conjuntivo de suporte (Armitage,
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2004); é reversivel se o fator etioldgico for eliminado e pode tornar-se cronica
na sua persisténcia (Tonetti et al., 2015). Por outro lado, a periodontite pressupde a
existéncia de inflamacdo gengival em localizagbes onde houve migracdo apical do
epitélio e perda de tecido conjuntivo e osso alveolar (Armitage,2004); a destruicdo
tecidular € irreversivel resultando na perda progressiva de suporte dentario e, em Gltima
instdncia, na perda dentaria (Tonetti et al.,, 2015). Eritema, edema, hemorragia a
sondagem, perda de insercdo comprovada pelo aumento de profundidade a sondagem,
formacdo de bolsas periodontais (Armitage, 2004), mobilidade dentaria, perda de 0sso
alveolar sdo algumas das caracteristicas da doenca periodontal (Offenbacher et al.,
2008; Imai et al., 2012).

Nem todos os pacientes com gengivite evoluem para um quadro de periodontite
(Chapple et al., 2015), ainda que a doenca esteja dependente de um biofilme (Tonetti et
al., 2015) est4 também envolvida a suscetibilidade do individuo determinada por um
conjunto de fatores de risco (Chapple et al., 2015). Na literatura estdo descritos
inimeros fatores de risco para a doenga periodontal entre os quais o tabagismo, doencas
sistémicas como a diabetes mellitus (Tonetti et al., 2015) , fatores nutricionais e stress
psicologico (Chapple et al., 2015). A predisposi¢do genética como fator de risco para o
desenvolvimento de periodontite tem sido, também, amplamente estudada (Timmerman
& van der Weijden, 2006) .

Embora as bactérias sejam necessarias para causar doenca, (Gustavo et al.,2012;Wiley,
2013) os fatores de risco do hospedeiro podem, inclusive, ter maior influéncia do que a
causa bacteriana para que a doenca ocorra (Page & Kornman, 1997).

As infecbes periodontais sdo polimicrobianas envolvendo bactérias gram-
positivas e gram-negativas (Munksgaard, 2003); um ndmero limitado de bactérias gram-
negativas anaerobias € apontado na literatura como patdgenos principais da doenca
periodontal (Munksgaard, 2003; Saygun et al., 2008) entre os quais a Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia (Munksgaard, 2003). Este
conjunto de bactérias possui uma associacdo forte com a severidade da doenga,
constituem o complexo vermelho de Socransky (Socransky & Haffajee, 2005) e estdo
relacionadas com caracteristicas clinicas de periodontite como a profundidade das
bolsas periodontais e hemorragia a sondagem (Grenier et al., 2009). Outras bactérias
estdo também correlacionadas com o aparecimento de doenca periodontal

nomeadamente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Wiley, 2013).
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A gengivite baseia-se numa resposta inflamatéria ndo especifica a uma
acumulacdo de placa bacteriana adjacente a gengiva podendo ser inicial, precoce ou
estabelecida. A leséo estabelecida pode evoluir para lesdo avancada, com destruigéo
tecidular, caso exista algum fator que desequilibre a relacdo hospedeiro-bactéria.
Crescente evidéncia cientifica tem vindo a demonstrar que é a resposta inflamatéria e
imune ndo controlada que despoleta a destruicdo tecidular (Wiley, 2013) e perda de
insercdo periodontal (Armitage & Cullinan, 2010), ou seja, o verdadeiro poder
destrutivo das bactérias é sentido indiretamente atraves da perturbacdo da homeostasia
entre a microbiota subgengival e a respostas do hospedeiro suscetivel (Gustavo et
al.,2012). Uma compreensdo mais abrangente da patogénese da doenca periodontal
pode ser conseguida através da interpretacdo do modelo descrito por Offenbacher em

1996 (consultar anexo II).

Estdo descritas sete categorias distintas de doenca periodontal destrutiva e
enumeradas mais de quarenta formas de doenca gengival (ver anexo IllI) sendo a
gengivite classificavel, segundo a severidade, em inicial, moderada ou severa com base
em achados clinicos subjetivos como a intensidade da inflamagdo gengival (eritema,
edema e hemorragia) e, segundo as localizaces envolvidas, como localizada se até 30%
das localizacdes estdo afetadas ou generalizada se o nimero de localizag¢6es for superior
a 30% (Armitage, 2004).

A periodontite crénica é a forma mais prevalente da doenca, afeta
maioritariamente adultos com idade superior a 30 anos e é clinicamente caracterizavel
por depdsitos substanciais de placa e calculo associados a inflamacéo gengival, perda de
insercdo e bolsas periodontais. Usualmente a doenca progride de forma lenta embora
possam existir periodos de rapida perda de insercdo. Estd associada a um padrédo
microbiologico varidvel podendo ser modificada por fatores predisponentes locais,
fatores de risco e doencas sistémicas. A forma cronica de periodontite é considerada
localiza ou generalizada consoante a percentagem de localizagOes afetadas, tal como
descrito anteriormente para a gengivite (Armitage, 2004) havendo uma tendéncia para
ser bilateral e simétrica (Armitage & Cullinan, 2010). A severidade é determinada pela
perda de insercdo, deste modo, doenca inicial corresponde a uma perda de 1-2 mm,
moderada a uma perda de 3-4 mm e € considerada severa se a perda for superior a 5mm.

A perda de insercdo clinica ¢ medida com recurso de uma sonda periodontal e
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corresponde a distancia da juncdo amelocementaria até a base do sulco ou bolsa
(Armitage, 2004).

A periodontite agressiva € uma forma menos comum de doenga (Armitage,
2004) afetando maioritariamente individuos mais jovens do que a forma crénica
(Armitage & Cullinan, 2010). Tem como caracteristicas primarias afetar, geralmente,
individuos saudaveis, possuir um padrdo familiar e ter rapida perda de insercdo e
destruicdo dssea (Armitage, 2004). A perda de insercédo é trés a quatro vezes mais rapida
do que na forma crénica(Armitage & Cullinan, 2010). Possui outras caracteristicas nem
sempre presentes como depésitos microbianos inconsistentes com o0s niveis de
destruicdo e perda de insercio. E localizada se forem somente afetados zonas
interproximais dos primeiros molares permanentes e incisivos sendo esta forma
detetada, normalmente, na puberdade e correspondendo etiologicamente a uma resposta
exuberante dos anticorpos aos patdgenos periodontais (Armitage, 2004; Slots, 2010b).
Se, por outro lado, estiver presente em pelo menos mais trés dentes que o anteriormente
referido a doenga é considerada generalizada e é normalmente detetada antes dos 30
anos de idade correspondendo a uma resposta fraca dos anticorpos aos patdgenos
periodontais (Armitage, 2004). E provavel que as formas cronica e agressiva de
periodontite ndo constituam entidades patologicas distintas mas que pertencam a um
continuo espectro da mesma doenca cuja expressdo clinica dependa de agentes
infeciosos especificos e do estado imune do individuo (Saygun et al., 2004).

A prevencdo da periodontite consiste em travar o processo inflamatorio através
da disrupcdo e remocdo do biofilme bacteriano, recurso a métodos adicionais
farmacoldgicos ou de modulacdo da resposta do hospedeiro e através do controlo de
fatores de risco como o tabagismo e a diabetes (Tonetti et al., 2015). O método mais
eficaz no controlo da doenca periodontal consiste na higiene oral realizada pelo paciente
associada a uma remocdo ou intervencdo profissional (Drisko, 2001) assim como no
controlo de fatores de risco (Pihlstrom et al., 2005). A remocéo profissional de placa
bacteriana e célculo passa pela utilizagdo de instrumentos manuais ou mecanizados-
tratamento periodontal ndo-cirdrgico. Em alguns pacientes com doenga avangada pode

ser necessario recorrer a cirurgia periodontal (Pihlstrom et al., 2005).
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2.2. Dificuldades na determinacgao da etiopatogenia da doenca

periodontal

Apesar dos esforcos de investigacdo subsistem campos em aberto relativamente
a etiopatogenia e evolucdo clinica da doenca periodontal (Monzon et al., 2011). Alguns
dos obstaculos estdo associados a dificuldades de diagnostico, variagdes no curso da
doenca e conhecimento insuficiente acerca do processo infecioso da mesma (Slots et al.,
2003).

Conquanto se reconhega a causa bacteriana como indispensavel para o
desenvolvimento da doenca periodontal esta ndo é suficiente para explicar algumas das
caracteristicas da mesma (Kato et al., 2013; Chalabi et al., 2010; Saygun et al., 2004;
Saygun et al., 2008; Rotola et al., 2008) como a sua tendéncia para seguir um padrédo
localizado em alguns individuos, a propensdo existente para a destruicdo tecidular ser
bilateral e simétrica, o desenvolvimento ndo linear da doenca contendo episddios de
atividade e exacerbacdo intervalados com periodos de remissdo (Slots et al., 2002;
Saygun et al., 2004; Watanabe et al., 2007), uma padrdo de destruicdo agressivo na
presenca de pouca placa bacteriana (Bilichodmath et al., 2009) e quadros de gengivite
em pacientes com fatores de risco classicos para a doenca periodontal (Farias et al.,
2013). Varios estudos demonstraram a auséncia de bactérias putativas periodontais em
pacientes com doenca periodontal e a inexisténcia de uma diferenca significativa na
prevaléncia de bactérias no periodonto saudavel e periodonto afetado por doenca
(Ledder et al., 2007; Riep et al., 2009). Adicionalmente, uma das questdes mais
controversas em periodontologia prende-se com 0s eventos patogénicos que levam a
conversdo de uma situacdo de gengivite para uma situacdo de periodontite (Chalabi et
al., 2010) ou de uma forma estavel de doenca para uma fase ativa da mesma (Slots et
al., 2003). Embora ndo exista uma resposta detalhada para estas questdes, a variagao das
manifestacBes clinicas de periodontite & provavelmente consequéncia do tipo e
quantidade de agentes infeciosos associados as defesas do hospedeiro (Echeverria et al.,
2007; Slots et al., 2002).

2.3. Introducéo a virologia
Os virus sdo agentes intracelulares obrigatorios, dependentes de células vivas
para se replicarem e metabolicamente inertes no exterior da célula hospedeira (Senra &

Kerbauy, 2009; Pérez et al., 2011; Monzo6n et al., 2011). Embora possuam algumas
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propriedades dos sistemas vivos tal como um genoma especifico e a capacidade de se

multiplicarem, sdo entidades infeciosas sem vida (Pérez et al., 2011).

2.4. Familia herpesviridae

A familia herpesviridade é composta por virus que partilham como estrutura
comum uma dupla cadeia de ADN rodeada por uma cépside icosaédrica contendo 162
capsomeros envolvidos por uma matriz proteica ndo estruturada — tegumento- que, por
sua vez, estd rodeada por uma camada bilipidica- envelope- com glicoproteinas
ramificadas embebidas (Kukhanova et al., 2014; Slots, 2004; Slots, 2005). Além das
caracteristicas acima mencionadas os herpesvirus tém em comum tropismo tecidular
(alta seletividade para os tecidos e érgdos que infetam) e possuem uma fase produtiva a
qual se segue uma fase de laténcia que assegura a sobrevivéncia do genoma viral
(Contreras & Slots, 2000). Ocasionalmente os herpes virus latentes podem sofrer

reativacéo e reentrar numa fase produtiva (Contreras & Slots, 2000).

Atualmente estéo identificadas aproximadamente 120 formas distintas de herpes
virus (Cappuyns et al., 2005) sendo que apenas oito infetam humanos (Escalona &
Limonchy, 2009; Monzén et al., 2011; Slots & Slots, 2011): Virus herpes simples
(HSV), tipo 1 e 2, Virus Varicella-Zoster (VZV), Virus Epstein- Barr (EBV),
Citomegalovirus humano (CMV) e Herpesvirus humano (HHV-6, HHV-7 e HHV-8).
Os herpesvirus humanos séo classificados em trés subfamilias, o, B e y, consoante o seu
tropismo tecidular, patogenicidade e comportamento em condi¢Ges de cultura em
laboratério (Senra & Kerbauy, 2009).

A subfamilia Alphaherpesvirinae, o, compreende virus que na forma litica tém
um ciclo de vida relativamente curto e uma replicagdo répida e que, na sua forma
latente, se estabelecem usualmente, em ganglios sensitivos (Cappuyns et al., 2005;
Escalona & Limonchy, 2009).

Os virus pertencentes a subfamilia Betaherpesvirinae, B, tém ciclos de vida
longos embora a progressdo da infecdo seja lenta; as células infetadas com estes virus
proliferam e aumentam de tamanho- citomegalia; a infecdo latente localiza-se em
glandulas secretdrias, rins e outros tecidos. Tanto o citomegalovirus humano (CMV)
como o herpes virus humano 6 e 7 pertencem a subfamilia B (Cappuyns et al., 2005;
Escalona & Limonchy, 2009)
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Herpes virus humano associado ao Sarcoma de Kaposi (HHV-8), Epstein-Barr
virus (EBV) associado ao linfoma de Burkitt e @ mononucleose infeciosa pertencem ao
grupo Gammaherpesvirinae, y (Kukhanova et al., 2014). O EBV e HHV-8 infetam
linfocitos B e T embora também possam ter atividade citolitica para células epiteliais e
fibroblastos (Escalona & Limonchy, 2009); a laténcia ocorre frequente em tecidos

linfoides (Cappuyns et al., 2005).

Tabela 1- Herpesvirus que infetam humanos. Adaptado de Senra & Kerbauy, 20009.

Herpesvirus Abreviatura Grupo

HSV-1 a

HSV-2

vzv

EBV

Citomegalovirus humano CMV

Herpesvirus humano 6 HHV-6
Herpesvirus humano 7 HHV-7
Herpesvirus humano 8 HHV-8

R D™= R R

2.4.1 Virus herpes simples

O HSV-1 e 0 HSV-2 sdo os dois tipos de herpes simples que afetam usualmente
a pele e mucosa (Cappuyns et al., 2005) e sdo transmitidos através do contacto direto
com lesGes pré-existentes ou saliva ou outras secrecdes infetadas (Contreras & Slots,
2000). Outras formas de transmissdo incluem autoinoculacgéo e transmisséo do virus de
mdes infetadas para recém-nascidos (Cappuyns et al., 2005). O HSV-1 causa,
maioritariamente, infecGes orais e 0 HSV-2 infe¢des ano-genitais (Sushma et al.,
2012;Slots, 2005). No local da infegdo epitelial os antigénios virais sdo responsaveis por
despoletar uma resposta imune mediada por células que pode conduzir a recuperacao (se
ocorrer lise das células infetadas) ou a um periodo de laténcia (se for suprimida a
expressao do ADN viral) (Cappuyns et al., 2005). O HSV-1 é capaz de infetar e de se
replicar em células da mucosa oral como queratindcitos e fibroblastos gengivais;
adicionalmente este virus foi encontrado em linfocitos T e mondcitos/macrofagos de
amostras de periodontite crénica (Hung et al., 2012). Para um melhor entendimento das
patologias e manifestacOes orais deste virus consultar o ANEXO 1V,

Apos a replicagéo viral nas células epiteliais alguns nucleocapsideos ascendem a
neuronios sensitivos por transporte axonal retrégrado estabelecendo-se de forma latente
no ganglio espinal ou cerebral correspondente (Das et al., 2012). A reativagéo viral pode

ocorrer a qualquer momento despoletada por imunossupressao, stress, trauma, radiagdo
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ultravioleta ou febre. Os mecanismos especificos da reativacdo ainda permanecem

incognitos (Cappuyns et al., 2005)

2.4.2 Virus Epstein-Barr

O EBV é usualmente transmitido por secre¢des orais, nomeadamente através da
saliva (Wu et al., 2007) e sangue e a replicagdo viral ocorre em células epiteliais ou
linfocitos B da orofaringe (Cappuyns et al., 2005) .Estabelece-se uma infecdo latente
quando este virus passa do epitélio da orofaringe para os linfécitos B (Imai et al., 2012)
sendo os linfocitos B de memoria a principal fonte de persisténcia do virus (Cappuyns
et al.,2005).

A infecdo por EBV em criancas resulta maioritariamente numa afegéo subclinica
contrariamente ao que ocorre em adultos culminando em mononucleose infeciosa. Pode
ser, também, associado a outras doengas como doencas auto-imunes e oncoldgicas
(Cappuyns et al., 2005) nomeadamente linfoma de Burkitt e carcinoma da nasofaringe
(Sugano et al., 2004; Imai et al., 2012) (ver ANEXO IV). A sintomatologia € atribuivel,
na maior parte dos casos, a ativacdo e proliferacdo de linfocitos T como resposta a
infecdo (Cappuyns et al., 2005; Escalona & Limonchy, 2009).

Existem dois tipos distintos de EBV:1 e 2 (Klemenc et al., 2005; Slots et al.,
2006). A maioria dos individuos saudaveis caucasianos sdo infetados com EBV tipo 1
(EBV-1) enquanto que individuos com imunossupressdo (infetados com VIH e
pacientes transplantados) detém elevadas taxas de infecdo com EBV-2 (Wu et al.,
2007). O EBV-1 parece estar associado a doenca periodontal humana e o tipo 2 sugere
ter uma associacgdo leve ou mesmo nula com a doenga (Moghim et al., 2007; Chalabi et
al., 2008).

A evidéncia que leva a pontar a existéncia de uma associacdo entre o EBV e a
doenca periodontal baseia-se em resultados de estudos que detetaram uma prevaléncia
aumentada deste em tecidos gengivais, fluido crevicular e placa subgengival de
localizagbes comprometidas relativamente a localizacdes livres de doenca (Escalona &
Limonchy, 2009). A sua reativacdo em localiza¢Ges periodontalmente comprometidas é
considerada um evento importante no desenvolvimento de periodontite, 0s mecanismos
de reativacdo e que produzem doenca a partir do EBV ativado ndo se encontram
esclarecidos (Kato et al., 2013).
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2.4.3 Citomegalovirus humano

O CMV é a principal causa de infecGes congénitas e perinatais cuja transmissédo
materna ocorre atraves da placenta durante o parto ou durante a amamentacdo. Este
virus infeta vérios tipos de ceélulas epiteliais, endoteliais, do mdusculo liso,
mesenquimatosas, hepatocitos, granulécitos e macrofagos derivados de mondcitos,
como consequéncia, 0 CMV pode ser encontrado em variadas secrecdes como na saliva
ou urina (Cappuyns et al., 2005). Nos tecidos periodontais este virus infeta
mondcitos/macrdéfagos e também linfocitos T periodontais (Wu et al., 2007; Lin & Li,
2009)

De acordo com a sequéncia do gene gB, que codifica uma glicoproteina na
membrana externa do CMV, este virus pode ser dividido em quatro genétipos distintos-
gB-1 a gB-1V. Estudos prévios demonstraram que diferentes genotipos deste virus
podem exibir diferentes capacidades patogénicas e a sua prevaléncia varia consoante 0s
grupos étnicos e localizacdo geogréfica (Wu et al., 2007). Esta referido na literatura que
este virus é o herpesvirus mais frequentemente encontrado em bolsas periodontais
(Botero et al., 2008).

3. Relacéo dos herpes virus com a doenca periodontal

Desde meados da década de 90 que os virus da familia herpesviridae tém sido
associados a patogénese de diversos tipos de doenca periodontal (Pérez et al., 2011; Wu
et al., 2007) nomeadamente o Citomegalovirus humano (CMV), Epstein-Barr (EBV) e
Herpes virus simples (HSV) (Escalona & Limonchy, 2009; Slots et al., 2003; Monzo6n
et al., 2011; Wu et al., 2007; Foglio-Bonda et al., 2010; Bertoldi et al., 2012). Dados da
literatura sugerem existir uma frequéncia aumentada da detecdo do EBV,CMV e HSV
em vérias formas de doenca (Konstantinidis et al., 2005) tanto em tecido gengival como
no fluido crevicular e placa subgengival (Cappuyns et al., 2005; Watanabe et al., 2007).

A frequéncia aumentada destes virus em casos de doenga funciona como
argumento a favor da hipotese que correlaciona estes patégenos com a periodontite.
Outros argumentos usados na defesa da hipdtese estdo relacionados com 0s mecanismos
patogénicos dos proprios virus e da sua interagdo com o hospedeiro. Os herpesvirus
podem exercer o seu potencial periodontopatico atraves de, pelo menos, 5 mecanismos
distintos operando de forma isolada ou combinados: efeitos citopaticos diretos,

diminuicdo das defesas imunes do hospedeiro, promog¢do da colonizacdo de bactérias
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periodontopatogenas, alteracfes nos mediadores inflamatérios e resposta das citoquinas
e, ainda, dano tecidular como resultado de respostas imunopatoldgicas a células
infetadas com herpes virus (Contreras & Slots, 2000).

Adicionalmente, os herpes virus atrairam interesse devido a sua capacidade de
causar infecOes latentes que, periodicamente, sofrem reativagdo, e devido ao tropismo
tecidular destas infecOes virais que estdo em consonancia com o padrdo mais comum de

desenvolvimento da patologia periodontal (Slots et al., 2003) .

4. Evidéncia cientifica da relacéo dos herpesvirus com a

doenca periodontal

4.1 Deteccao de herpes virus em tecido gengival

O tecido gengival pode funcionar como um reservatério para alguns virus da
familia Herpesviridae (Contreras et al., 2000). No estudo de Kato et al. (2013) foram
detetadas grandes percentagens de células infetadas com EBV no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio gengival (Kato et al., 2013) . No estudo de Contreras et al. (2000)
foram detetadas grandes quantidades de herpesvirus (43% CMV e 79% EBV-1) em
tecido gengival relativamente a amostras de bolsas periodontais embora a relagédo
encontrada nédo seja estatisticamente significativa, facto este que pode advir da pequena
amostra do estudo,25 pacientes (Contreras et al., 2000). Kubar et al. (2005) observaram
elevadas quantidades de CMV e EBV em tecido gengival assim como em amostras de
placa subgengival principalmente no grupo com periodontite agressiva
comparativamente a um grupo de periodontite cronica (Kubar et al., 2004) Os dados do
estudo de Rotola et al. (2008) indicam existir um elevado tropismo do HHV-7 para os
tecidos gengivais que podem ser considerados um potencial reservatério para este virus
(Rotola et al., 2008). Estes dados sdo consonantes com o estudo realizado pelo mesmo
grupo de autores em 2003 onde também foi encontrada uma elevada prevaléncia de
HHV-7, através de Nested PCR, em bidpsias gengivais de pacientes saudaveis (70%) e
com periodontite cronica (77%) (Cassai et al., 2003). E preciso notar que a mera
presenca de ADN viral ndo implica um papel etiologico do virus, sublinhando que o
HHV-7 estabelece infecdes latentes na maioria dos individuos (Rotola et al., 2008).
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4.2. Detecdo de herpes virus em fluido crevicular

Klemenc et al. (2005) observaram uma prevaléncia de 43% de EBV,24% de
HHV-6 e 3% de CMV nas amostras de fluido crevicular de pacientes com periodontite
mas ndo encontraram quantidades detectaveis de herpes virus em pacientes clinicamente
saudaveis (Klemenc et al., 2005). Watanabe et al. (2007) observaram a existéncia de
uma associacdo positiva entre EBV-1 no fluido crevicular e lesdes periodontais de
pacientes com periodontite agressiva, este virus ocorreu com maior frequéncia em
localizagBes periodontais comparativamente a localizagdes de gengivite (Watanabe et
al., 2007). Grenier et al. (2009) encontraram no seu estudo pelo menos uma forma viral
(CMV,EBV, HSV) em 45% dos pacientes com periodontite antagonicamente a
prevaléncias mais baixas nos grupos com gengivite ou periodontalmente sdos (Grenier
et al., 2009).

4.3. Detecdo de herpes virus na placa subgengival

Esta reportado na literatura a detecdo de herpesvirus na placa subgengival de
pacientes com periodontite crénica (Wu et al., 2006; Wu et al., 2007), periodontite
agressiva (Saygun et al., 2004), periodontite associada a VIH (Stein et al., 2013) e
gengivite (Saygun et al., 2004). Alguns estudos relatam maior carga viral em
localizagdes ativas de doenca periodontal quando comparadas a localizagdes ndo-ativas
(Stein et al., 2013)

Das et al. (2012) encontraram uma maior frequéncia de detecdo de HSV-1 e
EBV-1 em amostras subgengivais de pacientes tanto com periodontite crénica (76%)
como periodontite agressiva (80%) comparativamente a um grupo controlo de pacientes
periodontalmente saudaveis (12%). Relativamente ao HSV-2 ndo foi encontrada uma
relacdo estatisticamente significativa (Sushma et al., 2012). Resultados semelhantes
foram observados no estudo de Contreras e Slots (2001) onde o HSV-1 foi detetado em
todas as amostras recolhidas mas, antagonicamente, o0 HSV-2 ndo foi detetado em
nenhuma das amostras especulando-se que este virus tem uma capacidade limitada ou é
incapaz de infetar tecidos periodontais em alguns individuos como referido
anteriormente (Contreras & Slots, 2001). Sabe-se que a infe¢do por HSV-1 vai encurtar
a duracdo dos sintomas e diminuir a severidade das primoinfecdes por HSV-2 logo, é
provavel que, individuos que adquiram o tipo 1 de HSV numa fase precoce da vida

obtenham algum tipo de imunidade contra a infecdo por HSV-2 no entanto esta hipotese
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permanece ainda por testar (Contreras & Slots, 2001). No estudo de Saygun et al.
(2004) também ndo foi encontrada uma associacao estatisticamente significativa entre o
HSV-2 e a forma agressiva da doenca, dados estes de acordo com maior prevaléncia
deste tipo viral em infecdes ano-genitais (Saygun et al., 2004).

O estudo de Saygun et al. (2004) permitiu identificar os virus CMV,EBV-1 e
HSV-1 em aproximadamente 75% das amostras subgengivais de pacientes com
periodontite agressiva e ausentes nos pacientes periodontalmente sdos suportando a
ideia de que estes virus contribuem na etiopatogénese da periodontite agressiva (Saygun
etal., 2004).

Kubar et al. (2004), por outro lado, recolheram dados que indicam a participacao
do CMV na patogénese da periodontite agressiva; este virus foi detetado em 68,8% das
amostras subgengivais dos pacientes com periodontite mas em 0% dos pacientes
periodontalmente sdos (Kubar et al., 2004).

Wu et al. (2006) detetaram com maior frequéncia a presenca de EBV-1 em
pacientes com periodontite cronica relativamente a pacientes com gengivite ou
periodontalmente sdos encontrando, ainda uma correlacdo positiva com a hemorragia a
sondagem (Wu et al., 2006). Moghim et al. (2007) também observaram uma frequéncia
aumentada de EBV-1 nas amostras subgengivais de pacientes com periodontite crénica
(60,7%) comparativamente ao grupo controlo (2,5%) (Moghim et al., 2007). As
diferencas encontradas nos varios estudos que detetam a EBV em amostras de placa
subgengival podem ter origem nas diferentes técnicas de detecdo aplicadas, status
periodontais dissemelhantes e a variacbes geograficas da prevaléncia deste virus
(Moghim et al., 2007). O estudo de Chalabi et al. (2010) utilizou uma popula¢do com
periodontite cronica e o EBV-2 foi detetado com baixa frequéncia (10%)
comparativamente ao EBV-1 (72,5%), o EBV-2 parece ter uma associacdo leve com a
doenca (Moghim et al.,, 2007) e é preferencialmente encontrado em casos de
periodontite agressiva (Chalabi et al., 2010).

O estudo de Wu et al. (2007) representa a primeira descricdo dos genotipos
dominantes do CMV em amostras subgengivais de uma populacdo com periodontite
cronica chinesa. Foi observada uma relacdo estatisticamente significativa entre o
gendtipo Il do gene gB do CMV e a Periodontite cronica, antagonicamente, o0 genotipo |
foi associado a pacientes com gengivite e periodontalmente saudaveis. Parece, pois, que
alguns gendtipos sdo dominantes e relacionaveis com doenca enquanto outros nao

demonstram patogenicidade. Neste estudo, tanto o EBV-1, EBV-2 como a coinfecgéo
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dos virus Epstein-Barr e CMV foram associados com a forma cronica de periodontite
(Wu et al., 2007).

O estudo de Bilichodmath et al. (2009) detetou maiores quantidades de
herpesvirus (HSV-1, HSV-2, EBV e CMV) em pacientes com periodontite cronica
comparativamente a pacientes com periodontite agressiva, resultados antagonicos a
outros estudos que podem ser explicados pela idade, etnia da populacdo incluida,
pequena amostra e a forma de PCR utilizada (Multiplex) (Bilichodmath et al., 2009).

E necessario ter em consideracdo que os herpes virus podem estar combinados
nas bolsas periodontais e atuar de forma sinérgica contra os tecidos do hospedeiro
(Bilichodmath et al., 2009).Varios estudos detetaram coexisténcia de herpes virus na
placa subgengival: Bilichodmath et al. (2009) observaram maiores quantidades de EBV
e de HSV-1 em situacBGes de Periodontite cronica e agressiva, Kamma et al. (2001)
detetaram maiores quantidades de CMV, EBV-1 e HSV em individuos com periodontite
agressiva; Wu et al. (2007) observaram uma associacdo da coinfeccdo do EBV e CMV
com a forma crénica de periodontite (Bilichodmath et al., 2009; Kamma et al., 2001;
Wu et al., 2007)

Na ultima década vincou-se o suposto papel da dos herpesvirus na doenca
periodontal utilizando como argumentos a favor estudos que identificam estes virus em
amostras de placa subgengival e outras localizagdes de pacientes com periodontite e 0s
comparam a pacientes saudaveis (Nibali et al., 2009; Foglio-Bonda et al., 2010; Stein et
al.,2013), no entanto, os dados obtidos de pacientes saudaveis sdo retirados,
normalmente, de um namero relativamente pequeno de participantes (Foglio-Bonda et
al., 2010). O estudo de Foglio-Bonda de 2010 detetou CMV em amostras subgengivais
de num terco dos pacientes incluidos usando PCR. Este estudo inclui um ndmero
elevado de participantes (n=50), todos periodontalmente sdos, contrariando portanto
achados de outros estudos (Foglio-Bonda et al., 2010).

A manutencdo de um modelo para a periodontite com influéncia dos herpes
virus é desafiada por outros estudos que ndo confirmam uma prevaléncia aumentada em
situacBes de periodontite cronica e agressiva ou que ndo encontraram diferencas da
carga viral entre bolsas pouco profundas e bolsas profundas (Stein et al., 2013). No
estudo de Nibali et al. (2009) ndo foi detetado CMV em nenhuma das amostras de
pacientes com periodontite agressiva e somente em 6% foi detetado EBV (Nibali et al.,
2009). Igualmente, o estudo de Stein et al. (2013) foram detetadas quantidades
insignificantes de HSV-1,CMV e EBV em bolsas periodontais de 65 casos de
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periodontite agressiva e de pacientes periodontalmente saudaveis, nao foram
encontradas diferencas significativas entre as prevaléncias de 1gG e IgM contra estes
virus nos dois grupos estudados (Stein et al., 2013). Da mesma forma, Sunde et al.
(2008) detectaram valores baixos, proximos dos limites de detecdo, de EBV (40%) e
CMV (12%) em amostras de placa subgengival de doentes periodontais, usando Real-
time PCR (Sunde, Olsen, Enersen, Beiske, et al., 2008). Estes resultados estdo de acordo
com aqueles reportados por Klemenc (Klemenc et al., 2005)

Dawson et al. (2009) hipotetiza que o ADN viral presente na placa subgengival
seja meramente consequéncia da sua presenca na saliva. Os autores detetaram 81,5% de
ADN de EBV na saliva de 65 pacientes com periodontite cronica e esta percentagem foi
correlacionada com uma probabilidade 10 vezes maior de possuir EBV na placa
subgengival do que os restantes pacientes onde foi detetado EBV. A presenca deste
virus na saliva ndo se correlacionou, neste estudo, com a severidade da doenca (Dawson
et al., 2009). Saygun et al. (2005), por outro lado, observaram uma falta de correlagéo
entre 0 EBV presente na saliva e placa subgengival mas encontraram uma correlagédo
positiva entre a profundidade de sondagem e o ADN viral de EBV encontrado na saliva

(Saygun et al., 2005). Os dados existentes, sdo, portanto, contraditorios.

4.4. Detecdo de herpes virus na saliva

Idesawa et al. (2004) detetaram com maior frequéncia EBV na saliva de
pacientes periodontais relativamente ao grupo controlo, periodontalmente sdo. O status
periodontal de um subgrupo de 11 pacientes analisado melhorou apds tratamento
periodontal inicial acompanhado por um decréscimo acentuado do EBV; este virus
poderd refletir o estado de inflamacdo periodontal existente, a inflamacéo dos tecidos
periodontais, por seu turno, podera ser responsavel pela prevaléncia do EBV salivar
(Idesawa et al., 2004). Dawson et al. (2009) observaram uma relacdo entre 0 EBV
salivar e a placa subgengival, estes resultados podem ser consequéncia da comunicagéo
entre os dois compartimentos antes ou durante as recolhas de amostras; uma interagdo
ativa entre estas duas localizagdes poderia explicar os resultados de alguns estudos
(Idesawa et al., 2004; Saygun et al., 2005) que observaram uma diminui¢do dos niveis
salivares de EBV ap0s tratamento periodontal inicial (Dawson et al., 2009).

Sugano et al. (2004), utilizando Real-time PCR, encontraram uma maior

propor¢do de P.gingivalis, utilizando, na saliva de pacientes com periodontite e
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positivos para o virus EBV relativamente a saliva de pacientes negativos para o0 virus
mostrando existir uma possivel associacdo entre o EBV e a bactéria (Sugano et al.,
2004).

No estudo de Imbronito et al. (2008) a frequéncia de CMV é comparavel entre
os trés tipos de amostras utilizados pelos autores- placa subgengival, saliva e sangue
periférico- ao contrario da detecdo de EBV-1. Poder-se-4 utilizar uma combinacdo de
amostras de saliva e placa subgengival para detetar o0 EBV-1, de modo a evitar falsos

negativos provenientes de s6 um método de amostragem (Imbronito et al., 2008).

4.5 Associacao entre a reativacao viral com a periodontite

A reativacdo dos herpes virus podera constituir um evento particularmente
relevante no desenvolvimento de doenca periodontal (Slots, 2004), resultar numa
supressdo das defesas imunoldgicas dos tecidos periodontais, sobrecrescimento de
microorganismos subgebgivais (Watanabe et al., 2007; Escalona & Limonchy, 2009),
maior libertacdo de citoquinas e quimoquinas, iniciacdo de uma cascata de eventos
citotoxicos e imunopatoldgicos que produzem destruicdo dos tecidos periodontais
(Escalona & Limonchy, 2009).

O produto do gene BZLF1 do virus EBV, ZEBRA, é um importante regulador
da passagem de uma fase latente para um ciclo de replicacdo litico viral ( Sugano et al.,
2004;Imai et al., 2012). Imai et al. (2012) observaram que a P.gingivalis induz a
expressao da proteina ZEBRA, estes achados sdo importantes na medida em que
sugerem que a doenca periodontal funciona como fator de risco para a reativacdo do
EBV em individuos infetados podendo, consequentemente, levar ao desenvolvimento de

doencas relacionadas com este virus (Imai et al., 2012).

4.6 Associacdo com a severidade da doenca periodontal

Alguns estudos que quantificam a presenca dos herpes virus em bolsas
periodontais procuraram encontrar uma associacdo positiva entre estes virus e a
severidade da patologia (Kamma et al., 2001). No estudo de Sushma et al. (2012) foi
encontrada uma maior frequéncia de detecdo de HSV-1 e EBV-1 em localiza¢fes com
maior profundidade de sondagem e maiores perdas de insercdo clinica e, neste contexto

0 HSV-1 podera estar associado a severidade e progressao da doenca (Das et al., 2012).
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No estudo de Kamma et al. (2001) foi encontrada uma frequéncia
significativamente mais elevada de herpesvirus- CMV,EBV-1 e HSV- e da sua co-
infecdo em localizacdes ativas de doenga comparativamente a localizacGes estaveis ou
sem progressdo. A presenca de profundidades de sondagem iguais ou superiores a 2 mm
e hemorragia a sondagem foram utilizados como indicadores de doenca periodontal
(Kamma et al., 2001). Monzon et al. (2011) observaram a presenca de HSV somente em
17% dos pacientes incluidos mas que em 60% dos casos corresponderam a graus
severos de destruicdo periodontal utilizando como parédmetros a profundidade das
bolsas, extensdo da lesdo e padréo de destruicdo 6ssea. Este estudo sugere que a infecao
por herpes virus pode estar relacionada de forma direta com o grau de destrui¢cdo que
afeta os tecidos de suporte dentério (Monzon et al., 2011).

Kato et al. (2013) detectaram maiores quantidades de ADN de EBV em bolsas
profundas (>5 mm) de pacientes com periodontite cronica comparativamente a bolsas
pouco profundas (< 3mm) e sulcos periodontais de pacientes saudaveis. Os autores
colocaram a hipOtese de uma relacdo entre a presenca de EBV e uma maior
profundidade de sondagem (Kato et al., 2013). No estudo de Chalabi ei al (2008)
também foi observada uma maior prevaléncia de EBV-1 em bolsas com profundidas de
sondagem > 6mm comparativamente a bolsas <3 mm (Chalabi et al., 2008).

Wu et al. (2007) observaram uma percentagem elevada de hemorragia a
sondagem foi observada em pacientes infetados com virus CMV gB-1l e EBV e em
situacOes de coinfeccdo dos dois virus, também foi avaliada uma maior profundidade de
sondagem e perda de insercdo clinica quando comparadas aos pacientes que ndo foram
infetados com os dois virus mencionados (Wu et al., 2007).

Clinicamente o CMV e o EBV podem ser correlacionados com o nivel de
inflamacdo gengival e a severidade da doenca periodontal quando avaliada a
profundidade da bolsa e a perda de insercdo (Saygun et al., 2008).

Por outro lado, outros estudos falharam ao tentar encontrar uma conex&o entre a
presenca de herpesvirus e a severidade da periodontite. Botero et al. (2008) néo
encontrou uma correlacdo entre um numero elevado de cépias de CMV e o grau de
destruicdo periodontal (Botero et al., 2008).

N&o é surpreendente que nas bolsas periodontais mais profundas (nichos
subgengivais da cavidade oral) esteja aumentada probabilidade de detetar herpesvirus
principalmente usando métodos de detecdo muito sensiveis. Assim, os resultados dos

estudos apresentados podem ndo corresponder a um papel patogénico dos herpesvirus
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virus nas bolsas periodontais mas sim a uma maior quantidade de ADN viral em bolsas
profundas “ativas”. Adicionalmente, nas lesfes periodontais podem ser encontradas
maiores quantidades de células imunocompetentes como neutréfilos e leucdcitos que
podem ser infetados por herpesvirus, assim, a detecdo de acidos nucleicos virais pode
estar aumentada mas ndo conduz necessariamente a uma relacéo direta entre herpesvirus
e periodontite (Stein et al., 2013).

4.7 Efeitos citotoxicos diretos

Os herpes virus podem ter um efeito citopatico direto sobre fibroblastos,
queratinocitos, células endoteliais, células inflamatérias como leucdécitos
polimorfonucleados (PMN), linfécitos, macrofagos e possivelmente células dsseas que
sdo elementos chave do tecido periodontal inflamado(Escalona & Limonchy, 2009;
Bilichodmath et al., 2009; Slots, 2010b ; Slots et al., 2006). O efeito citopatico direto

pode, ainda alterar a reparacdo tecidular (Escalona & Limonchy, 2009)

4.8 Efeitos na resposta imunoldgica

Tanto a resposta imune inata como adaptativa tém uma funcéo indispensavel na
prevencdo da replicacdo e disseminacgéo viral no hospedeiro. Sucintamente, uma infecao
viral ativa enceta a ativacdo do fator nuclear kappa B e a sua translocacdo para o nucleo
promovendo a expressao de citoquinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e moléculas de
adesdo nas células infetadas por virus. As citoquinas pro-inflamatérias recrutam
macrofagos e células NK para o local da infecdo e ativam a expressao celular de varios
efectores. As células do sistema inato promovem a lise de células infetadas com virus e
sdo uma fonte de linfocitos T helper tipo 1, citoquinas pro-inflamatdrias antivirais
incluindo as interleucinas 1,6, 12 e 18 assim como o fator de necrose tumoral e
interferGes. A ativacdo do sistema imune inato leva, por sua vez, a ativagdo do sistema
imunitario adaptativo especialmente dos linfocitos T citotoxicos CD8+ (Escalona &
Limonchy, 2009). Relativamente a alteragdo da resposta das citogquinas sabe-se que
tanto o EBV como o0 CMV levam a um aumento da expresséo génica da IL-1 3 e TNF-a
de mondcitos e macrofagos (Slots, 2010b); a IL-1a € 0 TNF-a podem estimular as
Metaloproteinases de Matriz (MMPSs), diminuir a sintese de inibidores das MMPs e

mediar a destrui¢do Ossea periodontal (Pérez et al., 2011; Escalona & Limonchy, 2009).
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Evidentemente que 0s herpesvirus também séo capazes de evadir as respostas
imunes utilizando processos celulares e interferindo com as fungdes anti-virais do
hospedeiro (Saygun et al., 2008). Entre estas estratégias destaca-se a destruicdo do
MHC nos macrofagos dificultando a apresentacdo de antigénios, silenciamento das
células NK, inibicdo de processos de apoptose e alteracdo das respostas das citoquinas e
dos seus receptores (Watanabe et al., 2007), restricdo da atividade de linfécitos T,
interacdo com fatores do complemento e modulagéo de sinais de transducgéo e atividade
do fator de transcri¢do (Escalona & Limonchy, 2009).

As infecOes ativas por herpes virus podem deteriorar significativamente as
células envolvidas na defesa periodontal permitindo ndo s6 um crescimento de
patdgenos periodontais como predispor a infecBes secundérias através da geracdo de
anticorpos contra os neutrofilos e, consequentemente, levando a neutropenia,
anormalidades na adesdo, quimiotaxia e fagocitose, alteracdo das propriedades
oxidativas, secretorias e antibacterianas dos PMN (Escalona & Limonchy, 2009; Slots,
2010b). Podem, ainda, alterar as funcbes de mondcitos, macréfagos e linfécitos
(Escalona & Limonchy, 2009).

Os resultados de Ongeadi et al. (1987) corroboram estas possiveis alteracdes nos
PMN consequentes da infecdo viral observando uma diminuigdo da capacidade
fagocitica e bactericida dos PMN em individuos portadores de herpesvirus (Ongeadi et
al., 1987). Lin & Li (2009) observaram uma diminuicdo da capacidade de resposta dos
macrdéfagos a ameaca bacteriana. Avaliaram a atividade de macrdfagos pré infetados
com CMV e EBV contra bactérias observando nos seus resultados uma diminui¢édo da
producdo de TNF-a (tipicamente induzido por bactérias orais), inibicdo da atividade
fagocitica de macrdfagos e a regulacdo negativa do TLR-9 (cuja expressdo promove a
fagocitose), ou seja, estes virus diminuem a capacidade de resposta dos macrofagos (Lin
& Li, 2009). Botero et al. (2008) estudaram, in vitro, o efeito do citomegalovirus nos
fibroblastos gengivais observando uma upregulation das MMPs | e Il e uma redugéo
progressiva da expressdo de mRNA de colagénio | e Il (0-72hora) (Botero et al.,
2008b). Visto que o colagénio € um componente major dos tecidos periodontais, entdo é
dedutivel pensar que uma alteracdo nestes componentes da matriz possa levar a uma
alteracéo direta dos tecidos periodontais nomeadamente através da formacéo de bolsas
(Botero et al., 2008b).
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4.8.1 Influéncia do CMV na resposta imunologica
O genoma viral do CMV codifica genes envolvidos na regulacdo da expressao
de moléculas de HLA classe | (Das et al., 2012; Slots et al., 2003;Slots, 2005), no
sequestro de quimocinas, na inducdo de recetores Fc e interferéncia com a indugéo de
antigénios HLA classe Il e pode inibir a atividade de células NK (Das et al., 2012; Slots
et al., 2003) . Adicionalmente, pode limitar processos de apoptose e induzir anomalias
na adesdo, quimiotaxia, fagocitose, secrecdo oxidativa e atividades bactericidas dos
PMN (Das et al., 2012;Lin & Li, 2009). Em adicdo, pode exercer o seu potencial
periodontopético através da regulacdo de citoquinas resorptivas como IL-1 B ¢ TNF-q,
elementos com capacidade de induzir ativamente a reabsorcdo déssea e destruicdo de
tecido conjuntivo (Wara-Aswapati et al., 2003;Slots, 2005).
No seu conjunto, as alteracfes as funcbes imunes induzidas pelo CMV
podem conduzir a um estado de imunossupressdo ou contribuir para reacdes

imunopatoldgicas no periodonto (Slots et al., 2003).

4.8.2 Influéncia do HSV na resposta imunologica

O HSV pode evadir as defesas imunes ao cobrir-se de 1gG mediante recetores
Fc e recetores do complemento e pode, também, disseminar-se de uma célula
hospedeira para outra sem entrar no espago extracelular onde contactaria com

anticorpos humorais (Pérez et al., 2011).

4.8.3 Influéncia do EBV na resposta imunoldgica

O EBV é um potente ativador da proliferacdo policlonal de linfocitos B
induzindo a sua proliferacdo e diferenciacdo (Pérez et al., 2011; Slots, 2010b). Tanto o
aumento do nivel de citoquinas como a proliferacdo policlonal de células B séo
caracteristicas associadas a uma progressdo mais rapida de doenca periodontal (Pérez et
al., 2011; Escalona & Limonchy, 2009). Os linfécitos B infetados por EBV podem
libertar estruturas virais antigénicas que levam a uma produgdo de anticorpos
bloqueadores, formacdo de complexos imunes e ativacdo de células T supressoras
(Escalona & Limonchy, 2009). Este virus pode, ainda, infetar e alterar a atividade de
PMN e linfocitos (Moghim et al., 2007). Os macréfagos infetados por EBV apresentam
uma regulacdo negativa do TNF-a (estimulado pela presenca bacteriana) e uma
atividade fagocitica inibida (Lin & Li, 2009).
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4.9 Relacédo com as bactérias periodontopatogénicas

Vérias doencas humanas podem ter uma etiopatogenia combinada, viral e
bacteriana, designadamente a gripe, sinusite recorrente e gastroenterites (Slots, 2010a).
Os Herpes virus foram relacionados, na literatura, com a ocorréncia elevada dos
seguintes patdgenos periodontais: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Treponema denticola e Aggregatibacter
actinomycetencomitans (Slots et al., 2002; Escalona & Limonchy, 2009; Kamma et al.,
2001; Wu et al., 2007). As infe¢Bes ativas por herpesvirus podem conduzir a um
aumento subgengival de microorganismos periodontopaticos e amplificar a sua
patogenicidade nomeadamente atraves da alteracdo da funcdo dos PMN, linfdcitos e
macrofagos, por alterarem ou diminuirem as defesas imunes no periodonto (Slots et al.,
2002; Moghim et al., 2007). Adicionalmente a regulacdo seletiva de citoquinas pode
romper a homeostasia imune e facilitar disrupcdo de barreiras epiteliais do periodonto
auxiliando o acesso das bactérias periodontopéaticas a tecidos mais profundos do
periodonto, como o tecido conjuntivo, com a criacdo de locais adicionais de ligacdo a
outras bactérias (Kamma et al., 2001; Moghim et al., 2007;Slots, 2009); as proteinas
destes virus expressas nas membranas de células eucariotas podem também atuar como
novos locais de ligacdo para bactérias (Slots, 2010b).

Em termos particulares, o EBV pode levar a um aumento de bactérias
periodontopatogénicas através da imunossupressdo via interleucina-10, da ativacao
policlonal de linfdcitos B e através da inducdo de anticorpos anti-neutréfilos (Sugano et
al., 2004). O citomegalovirus pode aumentar a adesdo da A.actinomycetemcomitans a
células epiteliais de bolsas periodontais (Slots, 2010b).

Vérios estudos procuraram esclarecer a relacdo existente entre bactérias
periodontogeénicas e herpes virus. O estudo realizado por Slots et al. (2003) teve como
objetivo examinar uma possivel interacdo entre os virus CMV, EBV-1 e HSV e a
bactéria P. gingivalis observando uma associagdo positiva entre CMV, HSV e a bactéria
analisada e concluindo que, em conjunto podem ser cofatores na etiologia ou na
reincidéncia da doenca. N&o foi encontrada uma associacdo entre o EBV-1 e a P.
gingivalis, no entanto os autores teorizam que este virus terd um papel promocional na
periodontite através de mecanismos que envolvam outras bactérias periodontopaticas
que nédo a P.gingivalis (Slots et al., 2003; Wu et al., 2007).
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No estudo de Chalabi et al (2010) foi encontrada uma associacao
estatisticamente significativa entre P. gingivalis, T. forsythia, EBV-1 e CMV e a
periodontite cronica em pacientes iranianos. O estudo de Slots (2010) est4 de acordo
com estes achados (Slots,2010a). A presenca de A.actinomycetemcomitans nao foi
associada a herpesvirus em casos de periodontite cronica tal como reportado no estudo
de Saygun et al. (2004).Neste estudo, por outro lado, foram observadas associagoes
estatisticamente significativas entre os virus CMV e HSV-1 e as bactérias P. gingivalis,
P. intermedia, T. forsythia e C. rectus e entre EBV-1 e P. gingivalis, T. forsythia e C.
rectus. Este foi o primeiro estudo que reportou existir uma associacdo entre 0s
herpesvirus periodontais e C.rectus (Saygun et al., 2004). O estudo realizado pelo
mesmo grupo de autores em 2008 encontrou correlagdes positivas entre 0s virus CMV e
EBV e as bactérias P. gingivalis, T. forsythia; o CMV foi também correlacionado com
C. rectus (Saygun et al., 2008). Slots et al. (2002) realizaram um estudo com o intuito
de determinar uma possivel relacdo entre os herpesvirus HSV,CMV e EBV-1 e a
bactéria Dialister pneumosintes. Foram recolhidas quatro amostras de cada paciente
incluido, duas de localizacOes estaveis e duas de localizagbes ativas/em progressao de
doenca; o CMV foi o Unico virus a deter uma associacdo estatisticamente significativa
com a D.pneumosintes e a ocorréncia combinada do virus e bactéria em questdo parece
estar associada com localizagdes ativas da doenca periodontal (Slots et al., 2002). Os
autores teorizam que o CMV pode levar a um crescimento elevado da D.pneumosintes
subgengival ou que a bactéria podera ativar o CMV latente ou ainda, como terceira
opcédo podera existir uma relacdo bidirecional e reciproca (Slots et al., 2002). Kamma et
al. (2001) observaram mais frequentemente as bactérias P.gingivalis e D.pneumosintes
em localizagdes infetadas com herpes virus do que localizaces em que ndo foram
detetados virus; discutem que serd mais provavel uma infegcdo por herpes virus aumentar
o0 risco de infecOes bacterianas do que o oposto (Kamma et al., 2001). No estudo de
Kato et al. (2013) foram detetadas grandes quantidades de células infetadas com EBV
no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio gengival (Kato et al., 2013). Os mesmos
autores demostraram que no sobrenadante de uma cultura de P.gingivalis contendo
elevadas concentracdes de acido butirico, inibe a histona desacetilase e, assim, aumenta
a acelitalacdo de histonas e a atividade transcricdo do gene BZLF1 que codifica
proteinas importantes para a transicdo do EBV da laténcia para o ciclo de replicacdo
litico. Estas observagdes sugerem que bactérias produtoras de acido butirico tém o
potencial de reativar a reativacdo do EBV na cavidade oral de individuos infetados
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(Kato et al., 2013). Observaram, ainda, que a coexisténcia de ADN de EBV e de P.
gingivalis era mais elevada em bolsas profundas dos pacientes com periodontite cronica
incluidos. Estes resultados suportam a teoria de que a presenca combinada EBV e
bactérias periodontopatogénicas aumenta o risco de desenvolvimento de doenca (Kato
etal., 2013).

Inimeros estudos apontam para uma interacdo bilateral entre herpes virus e
bactérias (Slots et al., 2003; Monzon et al., 2011) onde a reativacdo viral conduz a
supressdo das defesas do hospedeiro permitindo um sobre crescimento bacteriano e, por
outro lado, as enzimas e outros produtos bacterianos indutores de inflamagédo tém o
potencial de ativar os herpes virus- conceito de ciclo vicioso (Slots et al., 2003; Slots.
2010b; Kamma & Slots, 2003). Adicionalmente, a presenca de gengivite causada por
bactérias ttm o potencial de facilitar o aparecimento de células infetadas com
herpesvirus para o tecido gengival (Monzén et al., 2011). E concebivel que os herpes
virus dependam de uma infecdo simultdnea com bactérias putativas periodontais para
produzir periodontite (Chalabi et al., 2010) e que, inversamente, as bactérias dependam
da presenca virica para que se dé inicio a progressao de alguns tipos de periodontite
(Monzén et al., 2011; Saygun et al., 2004). Anexamente, alguns mecanismos imunes
ativos contra virus podem diminuir as respostas imunes contra bactérias e vice-versa
(Slots, 2010a).

5. Influéncia nas terapéuticas periodontais

O mecanismo direto ou indireto de destruicdo periodontal associada a
herpesvirus pode potencialmente afetar os resultados dos tratamentos periodontais
incluindo procedimentos de regeneracdo periodontal como observado no estudo de
Bertoldi et al. (2012) onde a presenga de HSV-1 (antes do procedimento cirdrgico) foi
associada a piores resultados clinicos ap6s um ano (nivel de insercdo clinica,
profundidade de sondagem e recessao gengival) da terapia regenerativa (Bertoldi et al.,
2012).

6. Modelo para a Periodontite associada a herpes virus

Slots & Contreras, no ano 2000, descreveram um modelo para a doenca

periodontal humana relacionada a infecdo por herpesvirus (Slots & Contreras, 2000;
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Escalona & Limonchy, 2009; Cassai et al., 2003). Em suma, a ativacdo dos herpesvirus
resulta na supressdo das defesas imunes, crescimento de bactérias putativas
periodontais, libertacdo de citoquinas pro-inflamatérias e quimocinas, iniciagdo de
eventos citotdxicos e imunopatoldgicos levando a destruicdo tecidular (Kamma et al.,
2001; Wu et al., 2007; Rotola et al., 2008).

Inicialmente a inflamag&o gengival induzida por placa bacteriana induz a que
células inflamatdrias infetadas com herpesvirus entrem no tecido gengival
nomeadamente macrdfagos e LT periodontais que podem albergam herpesvirus latentes
assim como LB que podem conter EBV também em estado de laténcia (Monzon et al.,
2011; Watanabe et al., 2007).Subsequentemente pode ocorrer a reativacdo destes virus
no tecido gengival agravando a resposta inflamatoria, acelerando a doenga existente e
expressando as propriedades periodontopatdgenas dos herpesvirus (Monzon et al.,
2011). A reativacdo viral diminui a resisténcia dos tecidos periodontais conduzindo a
um aumento do numero de bactérias patogenicas e a libertacdo de citoquinas e
quimogquinas dos macréfagos e outras células do hospedeiro provavelmente envolvendo
também células do tecido conjuntivo da lesdo periodontal. (Slots & Contreras, 2000;
Monzon et al., 2011). Ao alcancar uma carga viral critica os macréfagos e linfocitos que
foram ativados podem desencadear um importante fluxo de citoquinas, quimocinas,
prostangladinas, interfer6es e outros mediadores plurifuncionais, alguns dos quais com
grande potencial de reabsorcdo 6ssea (Monzén et al., 2011).

A reativacdo viral pode ocorrer de forma espontdnea ou como resultado de
condigBes que levem a uma debilitacdo do sistema imunitario (infecdo por VIH,
mudancas hormonais, stress psicossocial e fisico). Os fatores que ativam os herpesvirus
sdo reconhecidos, também, como fatores de risco para a doenca periodontal (Monzon et
al. 2011; Slots & Contreras, 2000; Watanabe et al., 2007;Slots, 2009). De facto, a razéo
de tantos eventos imunossupressores agravarem a doenca podem dever-se,

parcialmente, a ativacéo viral (ver ANEXO 1V).

7. Discussao

A presenca aumentada dos herpes virus especialmente do CMV e EBV em casos
de doenca constitui um argumento a favor da hip6tese que correlaciona estes virus com

a doenca periodontal. Adicionalmente, 0s mecanismos patogénicos dos proprios virus e
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a sua interacdo com o hospedeiro constituem outros argumentos utilizados(Contreras &
Slots, 2000).

Se for reconhecido que a periodontite € uma doenca multifatorial envolvendo
tanto bactérias como herpesvirus, interagindo com as defesas do hospedeiro, poder-se-ia
explicar muitas caracteristicas da doenca periodontal como a sua relativa baixa
incidéncia na maioria da populacdo. Neste contexto, a destruicdo dos tecidos
periodontais s6 ocorreria se a carga viral fosse adequada e capaz de induzir gengivite, se
ocorresse ativacdo dos herpesvirus no periodonto, se protecdo antiviral fosse inadequada
por parte dos linfdcitos T, se estivessem presentes bactérias periodontais especificas e a
resposta anticorpos se mostrasse inadequada (Kamma & Slots, 2003; Monzon et al.,
2011).

AlteracOes entre periodos de laténcia prolongados intercedidos por periodos de
ativacdo dos herpesvirus podem ser parcialmente responsaveis pela progressdo
episddica da periodontite (Kamma & Slots, 2003; Saygun et al., 2004) e de situacfes de
abcessos em pacientes periodontais (Sunde et al., 2008). O tropismo tecidular dos
herpesvirus, por sua vez, pode ajudar a explicar o padrdo localizado da destruicao
tecidular em doenca (Kamma & Slots, 2003; Saygun et al., 2004). Uma reativacao
frequente destes virus pode explicar a rapida destrui¢do tecidular que alguns pacientes
apresentam mesmo na presenca de pouca placa bacteriana. A auséncia de infecdo viral
ou da sua reativacdo pode clarificar porque é que alguns pacientes tém bactérias
periodontopatdgenas e mantém a salde periodontal (Kamma & Slots, 2003). O que se
tem observado nos indmeros trabalhos de investigacdo sobre esta temética é que a
infecdo periodontal com presenca de herpes virus explicaria, em parte, periodontites
com desenvolvimento rapido (Monzon et al., 2011). A teoria mais razoavel € que os
varios patdgenos da periodontite cooperam entre si com valor sinérgico destrutivo e de
um modo relativamente infrequente principalmente em periodos em que as defesas do
hospedeiro se encontram debilitadas (Monzon et al., 2011)

Outro fundamento utilizado a favor da hipétese baseia-se na evidéncia crescente
do papel que determinados virus possuem em patologias que se acreditavam ser
unicamente de origem bacteriana incluindo otites médias e infe¢Ges do trato respiratorio
(Sunde et al.,2008).

Subsistem, no entanto, obstaculos no estabelecimento de uma relagédo
herpesvirus/periodontite. Por um lado sabe-se que uma grande quantidade de virus pode
estar presente e replicar-se no hospedeiro sem que haja sintomatologia e, neste sentido,
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deve-se ter cautela ao considerar a relevancia clinica de uma associacdo entre
virus/patologia (Sunde et al., 2008). E ainda importante compreender que relacionar a
carga viral com a severidade da doenca ndo é sin6bnimo ou prova de casualidade
(Saygun et al., 2008). De facto, os herpesvirus tém sido associados em varios estudos
(Slots et al., 2003; Saygun et al., 2008) a bactérias patogénicas especialmente P.
gingivalis e T. forsythia logo, o verdadeiro papel dos herpesvirus na doenca pode ser o
de desequilibrar a relacdo imunidade/bactérias, por outras palavras, a periodontite pode
ser resultado de respostas imunes alteradas a uma infecdo combinada (Saygun et al.,
2008). Outra explicacdo possivel sera admitir que ndo € a reativacdo viral que é causa de
periodontite mas que o contrario sucede, ou seja, a doencga periodontal causada por
infecdo bacteriana pode despoletar a reativagdo viral (Escalona & Limonchy, 2009;
Pérez et al., 2011).

Um dos maiores desafios na confirmacéo ou na refutacdo da conexdo dos herpes
virus na periodontite estd na natureza ubiqua destes virus e na ocorréncia relativamente
rara dos mesmos nas formas de doencga periodontal progressiva (Slots et al., 2003;
Monzon et al., 2011). Outra das dificuldades esta relacionada com a recolha de amostras
em localizagbes periodontalmente comprometidas, em bolsas profundas e com
hemorragia a sondagem onde se pode recolher maior quantidade de fluido crevicular e,
consequentemente, as amostras recolhidas poderdo conter maior quantidade de células
comparativamente a microflora subgengival (Pérez et al., 2011; Escalona & Limonchy,
2009; Dawson et al.,2009). Ou seja, as amostras recolhidas de localizacdes
periodontalmente comprometidas sdo mais propensas a conter virus provenientes do
sangue independentemente de uma associacdo especifica com o processo patoldgico da
doenca (Escalona & Limonchy, 2009).

Os estudos clinicos incluidos possuem limitagdes, em primeiro lugar, a maioria
dos estudos que analisam uma conex&o entre os herpes virus e a doenca periodontal
foram realizados pelo mesmo grupo de investigagdo ou em colaboragcdo com esses
autores e as amostras desses estudos sdo analisadas no mesmo laboratério (Escalona &
Limonchy, 2009). Adicionalmente, 13 dos estudos incluidos fizeram uma anélise
microbioldgica Nested PCR (Cassai et al., 2003; Chalabi et al., 2008; Rotola et al.,
2008; Botero et al., 2008; Contreras et al., 2000; Wu et al., 2006; Wu et al., 2007;
Moghim et al., 2007; Kamma et al., 2001; Kato et al., 2013; Slots et al., 2002; Slots et
al., 2003; Grenier et al., 2009) (ver ANEXO V) que, embora altamente sensivel e
especifico é muito susceptivel a contaminagdo e a gerar falsos positivos (Escalona &
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Limonchy, 2009; Stein et al., 2013). A utilizacdo de PCR quantitativo em tempo real
pode ser um metodo mais apropriado e que ndo permite sé a detecdo do virus mas
também a sua quantificacdo (Burkardt, 2000). Esta informacdo foi corroborada pelo
estudo de Botero (2008) onde a detecdo de CMV foi superior usando Nested PCR do
que Real-time PCR (Botero et al., 2008). E preciso, também analisar que o PCR podera
mostrar a presenca viral em pacientes com infe¢Ges assintométicas que nunca irdo
progredir para doenca. Deste modo, é importante quantificar as cargas virais existentes
de modo a poder diferenciar cargas clinicamente significativas versus cargas latentes
(Kubar et al., 2004).

As populagdes utilizadas nos estudos mostram um amplo intervalo de idades e
estado socioeconémico desconhecido o que constitui uma limitacdo na comparacéo de
diferentes grupos (Escalona & Limonchy, 2009). Na verdade, as discrepancias
observadas relativamente aos dados na literatura dos estudos clinicos podem ser, em
parte, consequéncia das diferentes populacdes estudadas pois a maioria dos estudos
foram realizados em populagbes da América do Sul, China, Turquia ou Afro-
americanos e, contrariamente, sdo escassos estudos em Caucasianos (Nibali et al., 2009;
Stein et al., 2013); em diferentes populacdes podem- se realizar diferentes associagdes,
logo os resultados deveriam ser diferenciados (Stein et al. 2013).

Embora a grande maioria dos estudos sugira um papel periodontopéatico destes
virus, a importancia destes achados pode estar limitada ao facto da grande maioria dos
estudos analisarem amostras retiradas de localizacGes periodontalmente afetadas sem
um grupo controlo de individuos periodontalmente sdos (Combs et al., 2008) como 0s
estudos de Bilichodmath et al. (2009), Contreras et al. (2000), Dawson et al. (2009),
Watanabe et al. (2007), Contreras & Slots. (2001), Kamma et al. (2001), Monzén et al.
(2011), Slots et al. (2002) e Slots et al. (2003), Sugano et al. (2004) e Kubar et al.
(2005) (consultar ANEXO V).

Nos estudos incluidos existe uma grande amplitude das amostras recolhidas e do
numero de pacientes incluidos, alguns deles com numero baixo de pacientes incluidos,
inferior a trinta como o estudo de Slots et al. (2003), Slots et al. (2002), Kamma et al.
(2001), Das et al. (2012), Contreras & Slots (2001), Contreras et al. (2000), Cassai et al.
(2003) e Kubar et al. (2005) dificultando a toma de inferéncias (ver ANEXO V).

Existe uma grande disparidade, entre os estudos clinicos incluidos, dos critérios
utilizados para classificar o tipo de doenca periodontal. Watanabe et al. (2007), por

exemplo, inclui pacientes com periodontite agressiva segundo os critérios de Tonetti
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Mombelli (1999) e abrangeu pacientes com idades superiores a 35 anos de idade
(Watanabe et al., 2007). Por outro lado, Stein et al. (2013) s incluiram pacientes com
evidéncia de que o inicio da doenca se tenha dado antes da idade de 35 (Stein et al.,
2013); Kubar et al. (2004) s6 incluiram pacientes com idades inferiores a 35 anos
(Kubar et al., 2004). Sugano et al. (2004), Grenier et al. (2009) e Klemenc et al. (2005),
por sua vez, incluem pacientes com doenca periodontal mas ndo especificam a forma de
periodontite. Sunde et al. (2008) utilizaram a denominagdo de periodontite “refractaria”,
denominacdo atualmente em desuso; Kamma & Slots. (2001) utilizam o termo “early-
onset periodontitis” para designar periodontite agressiva, termo ja ndo utilizado
atualmente.

Os ensaios clinicos analisados apresentam, também, disparidades nos milimetros
e dentes utilizados na determinacdo de perdas de insercéo clinicas, nimero de amostras
recolhidas e forma de recolha das mesmas. Relativamente a recolha das amostras, 0s
meios utilizados variam entre a utilizacdo de curetas esterilizadas e, na superioridade
dos casos, cones de papel. Na grande maioria dos estudos que utiliza cones de papel
como meio de recolha de amostras, o tempo de permanéncia destes dentro da bolsa é de
30 segundos, como por exemplo observado no estudo de Kato et al. (2013),
diferencialmente, no estudo de kamma & Slots (2001) os cones de papel foram
introduzidos apenas 20 segundos dentro da bolsa.

Os resultados dos estudos clinicos podem ser de dificil interpretacdo devido a
falta de homogeneidade em determinadas definicbes e protocolos. Alguns
investigadores utilizam termos como periodonto saudavel ou normal inextinguivelmente
para designar a auséncia de perda de insercdo clinica e de inflamacdo gengival. No
entanto, a denominacdo de gengiva saudavel pode ser usada noutros estudos para
localizagdes com perdas de insercdo clinica mas que possuem bolsas estreitas ou pouco
profundas e sem inflamacdo. A defini¢do periodonto “normal” pode ser aplicavel a
localizagBes sem perdas de insercdo mas com algum grau de inflamagé&o (Slots, 2010Db)

Um agente etiolégico aumenta a sua quantidade, tipicamente, durante fases
avancadas de doenca e pode estar presente em pequenas quantidades ou mesmo ausente
em fases de remissdo de doenca logo, estudos que incidem as suas observacdes sobre 0s
herpes virus periodontais enfrentam a dificil tarefa de identificar as localizages ativas e
localizagOes estaveis de doenca (Slots, 2010b).

Visto que o tratamento periodontal reduz os niveis subgengivais de herpesvirus

para valores indetetaveis ou proximos do limite de detecdo durante um determinado
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periodo de tempo, os estudos ndo deveriam incluir, idealmente, individuos com historia
de tratamento periodontal (Slots, 2010b). A maioria dos estudos clinicos incluidos
cumpre este requisito, os estudos de Idesawa et al. (2004), Kamma & Slots (2001) e
Kubar et al. (2005), no entanto, analisam os pardmetros clinicos dos pacientes apds a
realizacdo de tratamento periodontal; no estudo de Watanabe et al. (2007) s6 19 dos 30
pacientes incluidos ndo tinham sido sujeitos a algum tipo de tratamento periodontal
antes da recolha de amostras. A maioria dos estudos s inclui pacientes que ndo tenham
realizado terapéutica antibidtica num periodo pelo menos 6 meses antes do estudo, Stein
et al. (2013), contrariamente, utiliza um periodo de 3 meses (Stein et al., 2013).

Possivelmente, a prova definitiva de um papel causal dos herpes virus na doenca
periodontal humana teré que esperar pelo desenvolvimento de uma vacina efetiva contra
este grupo de patégenos (Slots et al., 2003; Kamma & Slots, 2003) e o possivel
desenvolvimento de vacinas anti-herpesvirus constitui um topico de grande interesse
para o futuro da investigacdo (Slots, 2005). Sob este ponto de vista, Sunde et al. (2008)
afirmam que o tratamento antiviral parece ser a melhor forma de clarificar o papel real
do EBV na doenca periodontal. Administraram terapia antiviral (Valtrex® durante 10
dias) a um paciente com doenca periodontal recorrente e com elevadas quantidades de
EBV subgengivais detetadas por PCR observando uma diminuicdo do virus para niveis
no limite de detecdo e concomitantemente uma melhoria dramatica da condicdo
periodontal; um ano ap0s o tratamento os parametros observados mantiveram-se
estaveis. Este caso sugere que a detecdo viral e subsequente terapia antiviral podera ser
atil como tratamento periodontal coadjuvante (Sunde et al.,, 2008) No futuro, a
abordagem da doenca periodontal podera beneficiar de imunoterapias anti-herpersvirais
ou através de vacinas profilaticas ou por meio de vacinas terapéuticas que estimulem o
sistema imunitario no combate aos virus presentes (Saygun et al., 2008).

A pesquisa da relevancia dos herpes virus na doenca periodontal encontra-se,
ainda, numa fase preliminar. De acordo com Kamma & Slots (2003) sdo necessarios
estudos que: 1) identifiquem as localizacGes orais onde estes virus permanecem latentes;
2) caracterizem a expressdo génica viral durante a laténcia; 3) identifiguem os alvos de
infecdo ativa por herpes virus e o efeito destes patogenos nas celulas infetadas do
periodonto; 4) determinem se é a replicacdo viral, as defesas imunes ou efeitos diretos
dos virus nas células imunes que funcionam como determinantes da periodontite; 5)
definam componentes do sistema imunologico que tém um papel critico na manutencgéo

da laténcia dos herpesvirus no periodonto; 6) esclarecam os mecanismos através dos
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quais os herpesvirus podem aumentar a viruléncia de bactérias periodontopaticas; 7)
utilizem formas quantitativas de PCR (Moghim et al., 2007).

Sao necessarios, também, mais estudos que comparem a frequéncia de herpes
virus em localizagcbes ativas versus localizacbes estaveis de doenca (Kamma et al.,
2001).

8. Conclusoes

Analisando a literatura existente ndo é possivel apontar com certeza objetiva a
existéncia de uma associacdo entre 0s herpesvirus e a etiopatogenia da doenca
periodontal.

Pela observacdo dos aspetos analisados é possivel reconhecer que os herpesvirus
EBV,CMV e HSV sdo detetados com elevada frequéncia em amostras de placa
subgengival, fluido crevicular e saliva, utilizando métodos de PCR. E possivel afirmar
com elevada evidéncia que 0s herpesvirus possuem mecanismos patogénicos e
citototoxicos influenciando negativamente as defesas imunolégicas do hospedeiro.

Em termos teoréticos pode ser inferido que infecBes ativas por herpesvirus
levam ao aumento do nimero de bactérias periodontopéaticas e a ampliacdo da sua
patogenicidade; os estudos clinicos focados nesta tematica sdo heterogéneos nos seus
achados ndo permitindo afirmar com veeméncia a existéncia de tal conexdo.

N&o é exequivel, com base na literatura existente, assumir uma relagéo direta
entre a presenca de herpesvirus em bolsas periodontais e 0s parametros severidade e
atividade da doenca periodontal.

A dificuldade de extrair inferéncias prende-se com a heterogeneidade e
limitacOes presentes na literatura existente sobre a temética: populagéo incluida, dados
demograficos, parametros avaliados dissemelhantes, distintas formas de detecdo e
auséncia de grupos controlo. Sdo necessarios mais estudos com protocolos homogéneos
entre si. Uma relacdo temporal entre os herpes virus periodontais, manifestacdes
clinicas de periodontite e o0 estabelecimento destes virus como causa de doenca vai
requerer estudos longitudinais que detetem a presenca viral no periodonto antes da
iniciacdo da doenca e que demonstrem que ao erradicar a infecdo viral a progressao da
doenca € travada ou prevenida. Dado o exposto, de modo a provar, uma conexao entre
herpesvirus e doenca periodontal, serd necessario desenvolver uma vacina efetiva contra

este grupo de patogenos.
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ANexos

ANEXO I- Resumo da metodologia utilizada
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ANEXO I1I-
periodontal.

Infecdo exdgena

Modelo de Offenbacher da etiopatogénese da doenca
Adaptado de Escudero-Castario et al. (2008)
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C

Gengivite

Exposicao
sistémica

Penetragéo bacteriana =>

J

5)Citoquinas e mediadores
inflamatorios

Periodontite
inicial

— 4)Eixo mondcito- linfocito




ANEXO I11- Classificagdo das doencas periodontais. Adaptado de Armitage et

I. Doengas gengivais
I1. Periodontite Cronica
I11. Periodontite Agressiva

1. Periodontite como
manifestacdo de doencas
sistémicas

V. Doencas periodontais
necrosantes
V1. Abcessos do periodonto

VII. Periodontite associada a
lesdes endoddnticas
VIII. Deformidades e
condigdes de
Desenvolvimento ou
adquiridas

OwWP>wW>w>w>

> 0w>w>

>

oUOw

al, 1999

Induzidas por placa

N&o induzidas por placa

Localizada

Generalizada

Localizada

Generalizada

Associada a desordens hematoldgicas
Associada a desordens genéticas
Outras ndo especificadas

Gengivite ulcerativa necrosante (GUN)
Periodontite ulcerativa necrosante (PUN)
Abcesso gengival

Abcesso periodontal

Abcesso pericoronario

Lesdes combinadas endo-periodontais

Fatores localizados relacionados com o dente que modificam ou
predispdem a doenca gengival e periodontal induzida por placa
bacteriana

Deformidades mucogengivais e condi¢fes em redor do dente
Deformidades e condi¢cbes mucogengivais em areas edéntulas
Trauma oclusal



ANEXO I V-Patologias e manifestacdes orais associadas aos virus da familia
herpesviridae. Adaptado de Cappuyns et al. (2005)

Virus Patologia Manifestacéo oral
Virus herpes simples Gengivioestomatite herpética primaria Ulceracdo vesiculosa
Herpes labial

Gengivioestomatite herpética recorrente

Virus Varicella- Varicela Ulceracdo vesiculosa
Zoster Herpes zoster
Virus Epstein-Barr Mononucleose infeciosa Ulcerac0es e petéquias no palato
Leucoplasia pilosa Leséo branca
Linfomas
Citomegalovirus Mononucleose infeciosa Ulceracgéo vesiculosa
humano Reativacao
Herpesvirus humano Desconhecida Desconhecida
6
Herpesvirus humano Desconhecida Desconhecida
7
Herpesvirus humano Sarcoma de Kaposi
8




ANEXO V- Modelo para a periodontite relacionada com Herpes virus. Adaptado

de Escalona & Limonchy, 2009
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ANEXO VI- Herpesvirus detetados em localizacdes periodontais por PCR

Numero de Forma de .
. Amostra . Método de Resultados
Autor e ano pacientes colheita ~ .
- , coletada detecao principais
incluidos amostras
EBV-1: 43,8%
localizagGes ativas vs
12,5% localizacBes
estaveis
Kamma & Slots. n=16 8 Cureta HSV: 34,5%
2001 el esterilizada NS PEIR localizagGes ativas vs
16 Pacientes ¢/ PA 9,4% localizac6es
estaveis
Co-infecdo dos 3
herpesvirus em 43,8%
LAvs3,1% LE
n=26
Em todos os
pacientes incluidos Em todos os pacientes
tinha sido detetado . Cones de papel foi detetado HSV-1 e em
Contreras & HSV em bolsas PIEEa STl Nested PCR nenhum foi detetado
Slots 2001 periodontais HSV-2
através de Nested
PCR
CMV, HSV e EBV-1
n=16 mais frequentemente
. Cones papel Nested PCR detetados em
1 L. " . :
Slots et a 16 pacientes com | Placa subgengival localizagbes ativas vs
2002 — o
PA localizagGes estaveis de
doenca
n=16 CMV e HSV sio
Slots et al. 16 pacientes com Placa subgengival Cones papel Nested PCR prsgég)gﬁ;i(\j/zlpéisggga
2003 Periodontite
agressiva (PA)
No grupo de PA:
CMV, EBV-1 e HSV-1:
72-78%; P.gingivalis, T.
=34 forsythia e C.rectus: 78-
. 83%; P. intermedia e
18pacientes ¢/ PA qugta Aa.: 44%: HSV-2: 17%
. esterilizada PCR
. Placa subgengival
Saygun et al. 16 pacientes no No grupo Ps:
2L Ce EBV-1: detetado em 1
paciente
Bactérias: 0-19%
n=32 CMV: 68,8% do grupo
16 pacientes ¢/ PA TagMan Real- op o
Kubar etal. 15 pacientes no Placa subgengival Cu_rgta time PCR PA, 0% do Grupo Ps
2004 GC esterilizada




n=31
Konstantinidis | 20 pacientes com EB detectado em:
etal. PC Placa subgengival Cones papel Real-time PCR 11pacientes ¢/ PC vs 1
2005 GC
11 pacientes no GC
n=154
65 Pacientes ¢/PC EBV-1: Grupo PC-
Placa subgengival 47,7%; Grupo gengivite-
WU et al. 65 Pacientes c/ d PC e Nested PCR 24,6%; Grupo PS- 16,7%
2006 gengivite 0 grupo Cones de papel EBV-2: Grupo PC-
amostras sulculares % G Vite-
. dos outros 2 grupos 154 °’_ rupo gengivite
24 Pacientes no 7,7%; Grupo PS- 0%
GC
n=101
61 pacientes no EBV-1: 37 amostras ou
Moghim et al. grupo ¢/ PC (PS> Cureta Nested PCR 60,7% do grupo PC
2007 6 mm) Placa subgengival esterilizada 1 amostra ou 2,5% do
grupo controlo/GC
40 pacientes no
GC
CMV: Grupo PC- 79%;
n=284 Grupo gengivite- 75,5%;
143 Pacientes Grupo PS- 76,3%
c/PC EBV-1: Grupo PC-
WU et al. _ 63,6;’@; Grupo gengivite;-
2007 65 Pacu_en_tes c/ Placa subgengival Cones de papel Nested PCR 32,3%; Grupo PS_— 30,3/:
gengivite CMV gB-II e coinfecgéo
de CMV ¢gB-1l Com
76 Pacientes no EBV-1 associados a
GC inflamacdo e destruicdo
tecidular
n= 68
CMV:
37 pacientes ¢/ PC Nested PCR: 79,5% em
Nested PCR doenca vs 25% GC
Botero et al. 7 pacientes ¢/ PA + Real — time PCR: 47,7%
2008 Placa subgengival Cones de papel Real-time PCR vs 4,1% no GC
24 pacientes no + Cultura: 2,3% no grupo
GC Meio de Cultura de doenca
Das 25 amostras de
periodontite marginal:
EBV:40%
n= 80 CMV: 12%
25 pacientes ¢/ DP Das 40 amostras de
Cureta Real-time PCR periodontite apical:
15 pacientes no esterilizada + EBV:50%
Sunde et al. GC (amostras dos Hibridizacao in CMV: 0%
2008 Placa subgengival DP) situ Né&o foram detetados
40 pacientes c/ + + virus através da
periodontite apical Cones de papel Analise imuno- hibridizacdo in situ para
(amostras do histoquimica 0 EBV e analise imuno-
GC) histoquimica para o
CMV




n= 30
9 pacientes ¢/ PA

CMV: detetado em 8
Loc. Periodontais vs 1
Loc. saudavel

Saygun et al. 6 pacientes ¢/ PC "
2008 Placa subgengival Cu_n_eta FlEEl L PER EBV: detetado em 9
. esterilizada . .
15 pacientes no Loc. Periodontais vs 2
GC Loc. saudavel
_ EBV-1: 73,8%
61 pa?i;n%cgslc/ PC EBV-2: 4,9%
. Cureta CMV:59%
Chalabi et al. L o -
. . esterilizada Nested PCR Né&o foi encontrada uma
2008 40 pacientes no Placa subgengival o
GC associagao c/a
profundidade de
sondagem
n=140
16 pacientes ¢/ PAL CMV: ndo foi detetado
em nenhuma das
. . Real-time PCR amostras
Nibali et al. 64 pacientes ¢/ PAG | Placa sutigenglval S + EBV: 25% indv. PAL,
2009 . . esterilizada Imunofluorescénc 3% PAG e 10% Ps
2D LS ERe Serum ia de detecdo HSV e VZV: ndo
. indireta detetado no subgrupo
SIS I €S estudado (20 amostras)
Grupo PC:
HSV-1: 100%; HSV-
n=133 2:15,7%; EBV:
= 0, - 0
Bilichodmath et | 19 pacientes ¢/ PC 78,9%CMV: 26,31%
al. q Cureta .
. Placa subgengival - Multiplex PCR Grupo PA: HSV-1:
2009 14 pacientes ¢/ PA esterilizada 57.14%: HSV-2: 0%:
EBV: 28,57%CMV:
82,5%
No grupo de PC ¢/ PS> 6
n= 80 mm:
- P.gingivalis: 95%
40 pacientes no T. forsythia: 75%
. oy o
Chalabi et al. grupo ¢/ PC (PS> Cureta ATl 2 S0 1'_72(’)5 i
2010 6 mm ou < 3mm) Placa subgengival esterilizada NEHER PEIR G0
- Aa. :12,5%
. EBV-2: 10%
= pacclae(r:ltes no Né&o foram encontradas
associagoes significativas
quando a PS< 3mm
Monzén et al. n=30 e 11
2011 . Placa subgengival Cones papel . '
0 30 pacientes ¢/ PC geng pap PCR correlacionado com a
severidade da DP
n=10 HSV-1: Grupo PC- 76%,
Grupo PA- 80%
Das et al Grupol- GC HSV-2: Grupo PC-12%,
: . Cones de papel . Grupo PA- 8%
2012 Grupo 2- PC Placa subgengival Multiplex PCR EBV: Grupo PC- 32%
Grupo PA- 32%
Grupo 3- PA CMV: Grupo PC-28%

Grupo PA- 12%




n=44
28 pacientes c/
. Periodontite crénica
Farias et al. | b ebaival Cones de papel a0 ]
2013 16 pacientes no Placa subgebgiva no 40 PCR EBV: ndo detectado
Grupo controlo
(GC)
Kato et al. n=105 EBV: detectado 45%
; dos pacientes do GC vs
AU S [EETERIES & FO Placa subgengival Nested PCR 43(% pacientes PC (<
20 pacientes N 3mm) vs 56% paCienteS
PC (= 5mm)
n=130 HSV-1e CMV: 1,5%
nos 2 grupos
65 Pacientes Placa subgengival EBV: 10,8% no grupo
Stein et al c/PAG _ PA e 13,9% no GC
2013 ’ Cones de papel Real-time PCR 1gG e IgM contra HSV-
1,EBV e CMV ndo
65 Pacientes no mostraram diferencas
GC significativas entre o
grupo PAe GC
EBV-1: 77% pacientes;
57% das localizacoes c/
n=30 periodontite;30% das
Watanabe et al. Fluido crevicular localizagGes c/ gengivite
2007 (bolsas profundas e | Cones de papel PCR CMV: 6% dos pacientes;
30 pacientes ¢/ PA ndo profundas) presente em 1 amostra de
periodontite; presente em
1 amostra de / gengivite
CMV: detetado em 33%
dos pacientes
n=50 Né&o foram observadas
. diferencas entre 0s
Foglio-Bonda et 50 pacientes pacientes ¢/ e s/ CMV
al. . . . Cones de papel PCR . 1
2010 perlodo~ntalmente Fluido crevicular relatlyamente a hébitos
sdos tabagicos (p=0,33),
alcoolicos (p=0.94) e
reabilitacdes protéticas
(p=0.89)
n=41
4 pacientes c/ CMV: 8% P.S
gengivite 25% C(-;englwte
Grenier et al. 35_A’ ?P
2009 31 pacientes c/ . . 8 EEN2 A’ I.DS
Doenca Periodontal Fluido crevicular Tiras de papel Nested PCR 0% Gengivite
2x10mm 3% DP
13 pacientes no GC HSV: 13% DP
Saliva estimulada
Sugano et al. n=33 . .
2004 33 pacientes ¢/ DP (%E:frt;:c?:a()je ________________ Real-time PCR EBV: 48,5%
n=53
ldesawaetal, | SoPCIeMESCDP | gyyin estimulada | realtime R | EBV: 48,5% grupo DP e
2004 20 pacientes Ps no (pastilhas de 15% do grupo PS
parafina)

Grupo controlo




Placa subgengival

Cones de papel

EBV-1: 45%, 37,5% e
25% na placa
subgengival, saliva e

. n=40 N x + sangue periférico,
Imbr;‘(‘)‘;g etal. 40 pacientes of PC Sil.'va Inz;o Tubo plastico Nested PCR respectivamente
pacientes ¢ es |mi1 ada " CMV: 82,5% na placa
Sangue periférico Punctura subgengival e saliva e
75% no sangue
periférico.
= 65 Saliva' (5 mL de Tubo d(_e pléstico EBV: 81,5% na saliva;
Dawson et al. satl_llvalngo) esterilizado Real.time PCR 44‘? na placla
. estimulada + eal-time subgengiva
2009 65 Pacientes ¢/PC e Cureta CMV: 1,5% saliva vs
Placa subgengival esterilizada 0,3% placa subgengival
n=59 CMV: 15% no grupo PC
. . VS 0% nos GC
Bilder et al. Saliva (ImL de .
1 grupo ¢/ PC L . CMV:59,4%
2013 eSS?iIII‘::ﬁlg(aig) Cones de papel Real-time PCR localizagBes ativas vs
2 grupos controlo 12,5% em localizagGes
estaveis
HHV-6; Grupo PC: 8%
= 23 Bi()p_sia_s Loc. Afetadas; 0% Loc.
13pacientes ¢/ PC gengivais Néo afetadas
Cassai et al. (c!rurglas HHV-7: 77% do grupo
2003 10 pacientes no Tecido gengival per~|odontall, . Nested PCR &/PE o 705 d_o Gg: 11%
Grupo controlo extrqgoeg dengar_las Loc. Afgtadas, 54% Loc.
ou cirurgia plastica Né&o afetadas
periodontal HHV-8: : 7,7% do grupo
¢/ PC e 0% do GC
Loc. Saudaveis:
Placa subgengival: 9%
= 25 CMVJB%EBV&;
Amostras de tecido
C 1 Biopsias MV I2\/7&})'/ 1E8|§/{);%1
ontreras et al. . q q . , 0 -1
2000 T(i)r(]j(gz %sogiglérx]es Tecido Eenglval gen%!vals Nested PCR iy Loc. %erio dpnfaiss;w
. L . aca subgengival: 64%
SUJ?)I;?iSo?j grl] I:{l;:‘gla Placa subgengival Cones de papel CMV.86% EBV-1:
Amostras de tecido
gengival: 43%
CMV,79% EBV-1,
CMV: 78%, 46% das
amostras subgengivais e
= 20 33%,_ 9% %as amostraj
. . gengivais dos grupo ¢
Kubar et al. 16 pacientes G/ PA [ sut:_genglval Cureta TagMan Real- PA e PC, respetivamente
2005 . . . o time PCR EBV: 89%, 46% das
11 pacientes ¢/ PC Tecido gengival esterilizada amostras subgengivais e
78%, 46% das amostras
gengivais dos grupo c/
PA e PC, respetivamente
= 37 o HHV-7: 91,7% no grupo
13pacientes ¢/ PC B|ép_3|a_s ¢/ DP; 61,5% no grupo
gengivais Ps
. (cirurgias 6sseas EBV: 50% no grupo c/
Rotola etal, 11pacientes ¢/ PA Tecido gengival |recetivas, extracGes Nested PCR DP; 7,7% no grupo Ps;

2008

13 pacientes no
Grupo controlo

dentérias ou
cirurgia plastica
periodontal)

detetado em 50% das
localizacOes afetadas vs
16,7% das localizacGes
sas




Legenda: PC- Periodontite cronica, GC- Grupo controlo; vs- versus , DP-Doenca periodontal, Ps-Pacientes
saudaveis, c/-com; PA- Periodontite agressiva; CMV- citomegalovirus HSV- herpesvirus simples EBV- virus
epstein-barr LA- localizacdes ativas; LE-localizacGes estaveis; PS- profundidade de sondagem;PAL-periodontie
agressiva localizada; PAG- periodontite agressiva generalizada; indv.- individuos; Loc.- localizages.



