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RESUMO

Pacientes com doenga renal crénica (DRC) apresentam altera¢gdes imunolégicas
importantes pois os rins param de funcionar gradualmente, elevando os niveis de
uréia e substancias toxicas no sangue que favorecem a ocorréncia de infecgdes.
Uma infecgao ativa pelo virus Epstein-Barr (EBV) pode prejudicar a primeira linha de
defesa periodontal dos neutroéfilos e evitar a resposta linfocitica T, vital para eliminar
e conter bactérias causadoras de periodontite. Dessa forma, os virus da familia
herpesvirus (HHV), presentes na cavidade oral de pacientes com DRC podem
contribuir para a ocorréncia de doengas periodontais (DP). O objetivo deste estudo
foi investigar o efeito do tratamento periodontal nao-cirurgico na detecgdo e
quantificagdo da carga viral de EBV em saliva de individuos brasileiros com DRC em
hemodialise (HD). Um total de 19 pacientes (sendo 3 do género feminino e 16 do
género masculino com idades meédias de 46,15 +10,6 anos) foram incluidos no
estudo. Inicialmente foram avaliados parametros periodontais como indice de placa
(IP), indice gengival (IG), perda de insercao clinica (Pl), profundidade de bolsa
periodontal (PS). As amostras de saliva foram coletadas em TO (baseline) e T1 (30
dias) apds tratamento periodontal ndo-cirdrgico e analisadas por reacao em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR). Nos resultados, em TO (32%) dos pacientes
tiveram o virus EBV presente na saliva com uma média quantitativa 84516,3 cp/ml.
Para o periodo T1 (42%) dos individuos incluidos na pesquisa foram detectados com
o EBV presente na saliva com uma média quantitativa de 91536,90 cp/ml. Nesse
periodo, influéncias positivas e significativas para os parametros periodontais em |G
e IP (p < 0,0001) foram detectados. Na concluséo do presente estudo, o tratamento
periodontal n&o-cirurgico melhorou o estado clinico de inflamagao periodontal de
pacientes com DRC em hemodialise com periodontite cronica (PC), entretanto, nao
influenciou na carga viral de EBV presente na saliva desta populagao.

Palavras-chave: Epstein-Barr Virus. Doenca Periodontal. Doenca Renal Crénica.



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease (CKD) have important immunological alterations
because the kidneys gradually stop working, raising the levels of urea and toxic
substances in the blood that favor the occurrence of infections. An active infection
with the Epstein-Barr virus (EBV) can impair the neutrophils' first line of periodontal
defense and prevent the T lymphocytic response, vital for eliminating and containing
bacteria that cause periodontitis. Thus, viruses of the herpesvirus (HHV) family,
present in the oral cavity of patients with CKD, can contribute to the occurrence of
periodontal diseases (PD). The object of this study was to investigate the effect of
non-surgical periodontal treatment on the detection and quantification of EBV viral
load in saliva of Brazilian individuals with CKD undergoing hemodialysis (HD). A total
of 19 patients (3 females and 16 males with a average age of 46,15 +10,6 years)
were included in the study. Initially, periodontal parameters such as plaque index
(PI), gingival index (Gl), clinical attachment loss (Pl), periodontal pocket depth (PS)
were evaluated. Saliva samples were collected at TO (baseline) and T1 (30 days)
after non-surgical periodontal treatment and analyzed by real-time polymerase chain
reaction (QPCR). In the results, in TO (32%) of the patients had the EBV virus present
in saliva with a quantitative average of 84.516,3 cp/ml. For the T1 period (42%) of the
individuals included in the research were detected with EBV present in saliva with a
quantitative average of 91.536,90 cp/ml. During this period, positive and significant
influences for periodontal parameters in Gl and Pl (p < 0.0001) were detected. In the
conclusion of the present study, non-surgical periodontal treatment improved the
clinical status of periodontal inflammation in patients with CKD undergoing
hemodialysis with chronic periodontitis (CP), however, it did not influence the EBV
viral load present in the saliva of this population.

Keywords: Epstein-Barr Virus. Periodontal Disease. Chronic kidney diseases.
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1 INTRODUCAO

O virus Epstein-Barr (EBV) do género Lymphocryptovirus, subfamilia
Gammaherpesvirinae', foi descoberto em 1964 por microscopia eletrdnica de células
cultivadas de tecido de linfoma de Burkitt por Epstein, Achong e Barr.? O virus
pertencente a familia dos herpesvirus (HHV) que sao clasificados em 8 grupos:
Virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1); Virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2);Varicela-
zéster (VZV) (Herpesvirus humano tipo 3 HHV-3); Virus Epstein-Barr
(EBV) (Herpesvirus humano 4 HHV-4); Citomegalovirus (CMV) (Herpesvirus
humano 5 HHV-5); Herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6); Herpesvirus humano tipo 7
(HHV-7); Herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8).’

E um virus que mantém uma taxa global de infecgdo em humanos acima
de 90% que, uma vez infectados, permanecem latentes por toda a vida.*® A maioria
dos individuos infectados com EBV toleram bem a infecgdo sem quaisquer outros
sintomas ap6s a infeccdo primaria.® No entanto, em estado de laténcia, esses virus
podem ser reativados a qualquer momento como resultado de imunossupressao,
estresse, trauma, irradiacéo ultravioleta ou febre.”®

A transmissdo do EBV é mais comum pelo contato com secregdes
respiratorias, principalmente por transferéncia salivar contendo células B infectadas,
que promovem O acesso € a entrada nas células reticuloendoteliais da arvore
respiratéria superior®, tendo tembém como outros meios de transmissdo as vias
sanguineas, sémen durante o contato sexual, transfusdes de sangue e transplantes
de 6rgaos.™

Os sintomas da infecgao por EBV variam amplamente com base na idade
e no estado imunolégico do paciente. A maioria das infecgbes em criangas sao
benignas e frequentemente subclinicas. Em uma fase aguda da infeccdo o EBV
apresenta-se como uma doenga respiratoria viral febril, que n&o é distinguivel da
doenga associada a outros patdégenos virais comuns.”

Adultos jovens com infeccdo primaria por EBV podem desenvolver a

mononucleose infecciosa®'?

, uma doenga aguda que tem como caracteristica pelo
menos dois sinais e sintomas: petéquias palatinas, linfadenopatia cervical, febre e
fadiga, sendo que esses estados podem variar de intensidade leve a grave, com

curso de 2 a 6 semanas.™
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Complicagdes mais graves como obstrugdo das vias aéreas superiores,
meningoencefalite, faringite, anemia hemolitica e trombocitopenia, durante a fase
aguda da infeccao primaria por EBV s&o pouco provaveis e com uma ocorréncia em
menos de 1% dos pacientes.

Com os avangos na deteccédo viral por meio de tecnologias de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) altamente sensiveis, esses métodos levaram a
identificacdo e quantificacdo de muitos virus diferentes na saliva, fluido gengival e
amostras de secregbes da garganta. Clinicamente, evidéncias apoiam um papel
fundamental para patdogenos virais em pacientes imunocomprometidos infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e/ou pacientes com Doenga Renal
Crénica (DRC), no desenvolvimento de doengas orais incluindo lesbes intraorais,
doenca periodontal (DP) e desenvolvimento de tumores orais.

Pacientes com DRC apresentam alteragdes imunologicas importantes
pois os rins param de funcionar gradualmente (durante meses ou anos), diminuindo
a capacidade desses 6rgéos filtrarem os residuos metabdlicos, elevando os niveis
de uréia e substancias toxicas no sangue.'® Esses individuos s&o identificados com
DRC ao apresentarem uma taxa de filtragdo glomerular (TFG) inferior a 60
ml/min/1,73 m?, ou TFG maior que 60 ml/min/1,73 m2, por um periodo igual ou
superior a trés meses, com evidéncia de lesdo da estrutura renal.’ A DRC é
classificada de 1 a 5 de acordo com TFG (mL/min/1,73m?): 1 - > 90 com proteiniria;
2 - 60 a 89 com proteinuria; 3a-45a59;3b-30a44;4-15a29;5-<150uem
dialise) tendo como principais causas o diabetes mellitus, glomerulonefrite e
hipertensado crénica. O tratamento da doenca inclui mudancgas dietéticas, correcao
de complicagdes sistémicas e didlises.™

Com a funcéo renal afetada, a ocorréncia de infeccbes oportunistas e
consequentemente mortalidade dos individuos aumentam gradativamente, pois os
HHVs presentes na cavidade oral de pacientes com DRC podem contribuir também
para o agravamento da DP.

A DP é uma infecgdo crbnica que afeta os tecidos de suporte dentario,
osso alveolar e ligamento periodontal, causada principalmente por aumentos de
bactérias gram-negativas, levando & mobilidade dentaria e eventual perda dentaria.'®

Uma infecgdo ativa por EBV pode prejudicar a primeira linha de defesa
periodontal dos neutréfilos e evitar a resposta linfocitica T, vital para eliminar e

conter bactérias causadoras de periodontite.?® Além disso, uma infecgdo ativa,
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estimulam células a produzirem citocinas inflamatorias importantes para o
agravamento de DP como: Interleucina-1, Interleucina-6, Interleucina-8, fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), entre outras.®

Terapias periodontais ndo-cirurgicas sao reportadas na literatura de forma
positiva como sendo um tratamento alternativo que pode levar a uma redugao das
taxas de deteccdo viral em locais infectados, melhora nas condigbes clinicas da
gengivite e periodontite, porém, em paciente saudaveis e sem niveis quantitativos
das cargas virais.?'

Dessa forma, em nosso estudo tivemos como objetivo testar a hipdtese
de que o tratamento periodontal nao-cirurgico podera ter influencia positiva ou
negativamente na melhora das condigbes clinicas da DP, taxas de detecgéo e
quantificacdo do virus EBV em saliva de pacientes com DRC submetidos a
hemodialise (HD) por meio de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(gPCR).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Kamma, Contreras e Slots (2001)%, determinaram a presenca
subgengival dos virus CMV, EBV e HSV1, em pacientes saudaveis com periodontite
de inicio precoce e relacionaram a hipotese de que esses virus estariam associados
a doenca. Dezesseis pacientes receberam tratamento periodontal, e amostras de
placa subgengival foram coletadas para a identificagdo de CMV, EBV e HSV1 por
PCR. Foram detectados os virus CMV em 59,4% dos sitios ativos e em 12,5% dos
sitios estaveis, EBV em 43,8% dos sitios ativos e em 12,5% dos sitios estaveis e
HSV-1 em 34,5% dos sitios ativos e em 9,4% dos sitios estaveis. Taxas de
infecgdes concomitante com qualquer um dos 3 HHVs de testes foram reportadas
em 43,8% dos sitios ativos e em 3,1% nos estaveis. Sendo assim, os autores
concluiram nesses achados uma importante relagdo do CMV, EBV e HSV-1 na
patogénese da doenga periodontal, cujo resultado é a proliferacdo de bactérias
patogénicas, sangramento da gengiva e ruptura do tecido periodontal.

Comparando os niveis e numeros de EBV na saliva total antes e depois
do tratamento periodontal em 11 pacientes com periodontite, uma diminuigao
significativa do EBV foi observada apds o tratamento em um estudo realizado por
ldesawa et al. (2004)%. No estudo, o EBV foi detectado em 48,5% dos pacientes
com periodontite e em 15,6% de individuos saudaveis. Apos terapia periodontal a
quantidade detectada em saliva do virus reduziu de (9,46 + 5,40 x 10° cp/ml) para
(9,01 + 4,80 - 10%cp/ml), deduzindo que eliminacdo da inflamacdo pode contribuir
para a diminuicdo do EBV salivar.

Kubar et al. (2005)*, quantificaram niveis de EBV e CMV na bolsa
periodontal e na gengiva adjacente usando a metodologia de gPCR em 20
individuos sistemicamente saudaveis, classificados em dois grupos de acordo com o
as condigdes clinicas periodontais. No grupo 1, nove deles foram diagnosticados
como tendo periodontite agressiva (PA), e no grupo 2, onze pacientes como tendo
periodontite crénica (PC). Nas avaliagdes dos resultados para PA e PC em amostras
de tecidos subgengival/gengival, o EBV estavam presentes em (89% / 78%) e (46%
e 46%) respectivamente e, para o CMV (78% e 33%) e (46% e 9%). Os resultados
desse estudo demonstram uma elevada ocorréncia de EBV e CMV em amostras de
tecidos subgengivais e gengivais em lesdes de PA em relacdo as lesdes de PC. Isso
sugere que o aumento nas contagens de HHVs d&o suporte substancial a um papel
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periodontopatogénico dos dois virus em relagdo ao aumento da gravidade da
doenga.

Saygun et al. (2005)?°, detectaram altas cargas de DNA de EBV e CMV
em saliva de pacientes saudaveis com PC que foram submetidos a terapia
periodontal ndo-cirurgico. Ensaio de qPCR foi usado para identificar e quantificar
copias de CMV e EBV na saliva. Uma taxa de deteccéo de EBV de 65% (13/20) foi
identificada e a carga média viral foi de 105.850 cp/ml. Apds terapia periodontal
aplicada em 5 pacientes, com altas cargas virais (média de 238.000 cp/ml), as
contagens de DNA do EBV reduziram para33.860 cp/ml. Desta forma, os autores
concluiram que as lesdes periodontais constituem uma fonte importante de
herpesvirus na saliva e que a terapia periodontal pode implicar na redugao dos virus.

Saygun et al., (2008)?°, buscaram associagdes entre virus EBV em lesdes
de periodontite num total de 30 individuos sistemicamente saudaveis. Entre os
pacientes participantes 15 tinham periodontite e 15 individuos eram saudaveis.
Amostras de tecido subgengival e saliva foram coletadas e analisadas por qPCR.
Como resultados, as analises apresentaram taxas de infecgdo de EBV de 9/15
(60%) para pacientes com periododontite e 2/15 (13%) em pacientes saudaveis e,
uma contagem média de EBV de 7,1 x 10°(710.000 cp/ml) (intervalo: 2,1 x 10°- 8,3
x 108 cp/ml) em pacientes com periodontite e 1,72 x 10* (17.200 cp/ml) (intervalo: 2,4
x 10° - 3,2 x 10* cp/ml) em sitios saudaveis, relacionando de forma positiva a
influéncia do EBV na periodontite.

Sunde et al., (2008)*’, apresentam um estudo com terapia antiviral em um
paciente de 63 anos, sexo masculino, com diabetes mellitus tipo 2 controlada,
doenga periodontal, pertencente a um grupo de 25 pacientes. Amostras
subgengivais foram coletadas nas regides dos dentes 26 e 27 e quantificadas a
niveis de 353.000 e 926.000 cp/ml consecutivamente através de gPCR. O paciente
recebeu Valtrexe 500 mg por via oral duas vezes ao dia durante 10 dias e as
amostras subgengivais foram coletadas apods tratamento em 1, 5, 8 e 12 semanas.
Na regido do 26 a carga viral reduziu para 0, 70, 50 e 50 cp/ml consecutivamente e
no 27 para 0, 0, 50, e 50 cp/ml consecutivamente. Clinicamente o paciente melhorou
no primeiro més apods o tratamento, e a condicéo periodontal do paciente era estavel
1 ano apds a terapia.

Imbronito et al. (2008)* detectaram e avaliaram a possivel associagdo
dos HSV-1, EBV e CMV e patdégenos periodontais em pacientes brasileiros
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saudaveis com periodontite agressiva (PA) (grupo PA), PC (grupo PC), gengivite
generalizada (GG) (grupo G) e individuos saudaveis (grupo C). Amostras de placas
subgengivais foram coletadas com pontas de papel de 30 pacientes em cada grupo
e analisadas por Nested PCR. As taxas de deteccao para HSV-1, CMV e EBV foram
86,7%, 46,7% e 33,3% no grupo PA, respectivamente; em 40,0%,50,0% e 46,7% no
grupo PC, respectivamente; em 53,3%, 40,0% e 20,0% do grupo G,
respectivamente; e em 20,0%, 56,7%, e 0,0% do grupo C, respectivamente.
Segundo os autores, esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
mostraram uma maior prevaléncia de EBV em amostras subgengivais combinadas
de pacientes com PC em comparagao com pacientes com gengivite.

Dowson et al. (2009)* determinaram a presenca e a quantidade de DNA
de CMV e EBV na saliva e placa subgengival em 65 individuos com periodontite
moderada a grave. As amostras de saliva e placassubgengivais foram examinados
usando PCR quantitativo. O EBV foi detectado em 81,5% na saliva (53/65) e
quantificado a 4.325 cp/ml em meédia dos individuos. Nas placas subgengivais de 72
pacientes (55 doencgas, 17 saudaveis) a taxa de deteccdo foi de 44,6% (29/65). Em
contrapartida, o CMV foi detectado em uma saliva (1,5%) e em uma amostra de
placa subgengival (0,3%). A carga de DNA de EBV na saliva correlacionou-se
positivamente com as quantidades detectadas na placa e com as quantidades
detectadas em um numero crescente de locais afetados. Segundo os achados a
presenca EBV na saliva ndo se correlacionou com aumento da gravidade da doenca
periodontal.

Grenier, Gagnon e Grenier (2009)°

, compararam a prevaléncia dos virus
CMV, EBV e HSV em 48 pacientes sistemicamente saudaveis, mas que
apresentavam quadros de periodontite (n=31), gengivite (n=4) e periodotalmente
saudaveis (n=13) por amostras de TCG (total de 300 amostras). O EBV foi detectado
em 23% (7/31) das amostras de pacientes com periodontite, superior ao detectado
em saudaveis (3%). Uma segunda parte do estudo comparou a prevaléncia do EBV
em 4 participantes com periodontite 6 semanas apos a raspagem e alisamento
radicular. O tratamento periodontal reduziu taxa de detec¢cdo do EBV de 4 para 1
dos participantes. Segundo os autores, embora o tratamento periodontal tenha
levado a eliminagao quase completa do EBV na reavaliacdo, deve-se considerar que
esses virus podem estar periodicamente ativos e que a prevaléncia pode ser menor

posteriormente, independentemente do tratamento.
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Stein et al. (2013)" tiveram como objetivo determinar a prevaléncia dos
virus HSV-1, EBV e CMV em amostras de placas subgengivais em 155 pacientes
caucasianos, sendo 65 (grupo teste) com PA generalizada e 90 (grupo controle) sem
DP todos sistemicamente saudaveis. Foram coletadas amostras de placas
subgengivais das bolsas periodontais ou sulcos gengivais mais profundos de cada
quadrante do arco para avaliagcdo por qPCR. O DNA do HSV-1 e do CMV foi
detectado em 1,5% dos testes e controles, enquanto o DNA do EBV esteve presente
em 10,8% e 13,9%, respectivamente. Baseado nos dados, os pesquisadores nao
sugerem contribuigdo do HSV-1, EBV ou CMV para a periodontite agressiva na
populagcdo aleméa avaliada.

Morton et al. (2014) realizaram um estudo observacional prospectivo em
499 receptores de transplante renal adultos clinicamente estaveis, a fim de avaliar a
prevaléncia de DNA de EBV e padrdes subsequentes ao longo de um periodo de 1
ano. Fatores associados com EBV, sobrevida do paciente e do enxerto e incidéncia
de doenga linfoproliferativa pés-transplante (PTLD) foram analisados apds 3 anos de
acompanhamento. No transplante, 54/451 (12%) individuos recrutados com
sorologia disponivel eram soronegativos para EBV e 397 (88%) soropositivos. O
DNA do EBV foi detectavel (> 1000 cp/ml de sangue) em 153/499 (31%) individuos e
indetectavel em 346 (69%) na avaliagéo inicial. As cargas virais foram > 1000 cp/ml
em 94 (19%),> 10.000 em 47 (9%) e >100.000 em 12 (2%) individuos. Durante o
periodo de estudo de 1 ano, um total de 232/499 (46%) individuos tiveram uma ou
mais amostras positivas. A sobrevida do paciente e do enxerto, a taxa de declinio da
funcdo renal e os sintomas relatados pelo paciente ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos positivo e negativo e a PTLD foi diagnosticado em seis
individuos durante o acompanhamento médio de 482 dias do recrutamento. A
auséncia de PTLD em individuos soropositivos EBV, detectavel no recrutamento, foi
de 96,6% em comparagao com 99,4% soronegativos.

Verdugo et al. (2015)?° tiveram como objetivo comprovar a coinfeccéo
herpesviral-bacteriana na periodontite periapical sintomatica (PPS) e assintomatica
(PPA), avaliando possiveis associagdes com contaminagdes salivares periodonto
patogénicas especificas em pacientes recebendo implantes dentarios. Foram
incluidos 33 pacientes que apresentavam periodontite apical sistemicamente
saudaveis. Amostras de saliva foram coletadas e tecido de granulagdo (TG) de

lesbes periapicais foram retiradas usando curetas estéreis colocados em um
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segundo recipiente. Trinta e dois (96,9%) dos 33 pacientes examinados tiveram
resultados positivos para periodonto patdgenos em amostras de TG. As amostras
mostraram que 19 pacientes (57,6%) foram positivos para EBV e trés pacientes
foram positivos (9,1%) para CMV. A deteccdo de DNA bacteriano especifico foi
positiva em 27/33 (81,8%) das amostras de para Tannerella forsythia (Tf), 19/33
(57,6%) para Prevotella nigrescens (Pn), 15/33 (45,5%) para Porphyromonas
gingivalis (Pg), 9/33 (27,3%) para Treponema denticola (Td), 4/33 (12,1%) para
Prevotella  intermedia  (Pi), e 2/33 (6,1%) para  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). A PPS tinha 3,7 vezes mais probabilidade de ser
infectada com EBV do que PPA e, 2,9, 2,1, 3,6 e 1,6 vezes mais probabilidade de
estar infectada com Treponema denticola (Td), Prevotella intermedia (Pi),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), e Porphyromonas gingivalis (Pg)
respectivamente. E provavel que a contaminacao salivar por EBV esteja associada a
infecc&o viral e bacteriana por tecido de granulagdo, sendo que o estudo apdia uma
associacao causal entre infeccédo por EBV e PPS.

Kato et al. (2015)*® investigaram a associagdo entre o EBV em pacientes
japoneses com PC (n = 50) e IS (n = 26) sistemicamente saudaveis. Nos resultados,
o EBV foi detectado em 80% dos locais com PS =25 mm (n = 25), 40% dos sitios com
PS <3 mm (n = 25), e em 50% dos sitios em individuos saudaveis. Quanto as
contagens de cp/ml de EBV os dados foram: 3,74 x 10°+2,83 x 10° cp/ml (=5 mm);
4,37 x 10* £9,13 x 10° cp/ml (<3 mm) e 1,27 x 10* +2,66 x 10%cp/ml (IS),
correlacionando significativamente o virus EBV com a periodontite nessa populagao.

Khosropanah et al. (2015)** pesquisaram a prevaléncia e a carga do virus
EBV e do CMV em tecido subgengival em 75 pacientes com PC sistemicamente
saudaveis. A prevaléncia do EBV na saliva foi de 21,6% e para o CMV foi de 35,1%.
Ja a quantificagdo dos virus mostrou uma maior carga na saliva de EBV na ordem
de (4913,14 + 19260,73 cp/ml) em média e para CMV (921,30 + 2158,63 cp/ml) em
meédia. Assim, os autores concluem que, o EBV e o HCMV podem desempenhar um
papel efetivo na gravidade da doenga periodontal e seu controle pode abrir caminho
para um melhor tratamento periodontal.

Shah e Mehta (2016)*' investigaram a prevaléncia de HSV-1, HSV-2,
CMV e EBV no FCG em pacientes controles saudaveis (n = 20), pacientes com
gengivite (n = 40) e PC (n = 40), apos terapia periodontal convencional com

raspagem total da boca usando instrumentos ultrassénicos. No inicio do estudo,
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havia uma diferenga significativa entre individuos saudaveis (8/20, 40% HSV-1)
(2/20, 10% EBV) e com gengivite (31/40, 77,5% HSV-1) (13/40, 32,5% EBV) e, entre
pacientes saudaveis (8/20, 40% HSV-1) (2/20, 10% EBV) e com PC (37/40, 92,5%
HSV-1) (25/40, 62,5% EBV) na ocorréncia desses virus (P < 0,05). Apds terapia
periodontal os niveis do virus EBV em pacientes com gengivite reduziu
significativamente de (13/40, 32,5%) para (2/40, 5%) e, em pacientes com PC a
redugao foi de (25/40, 62,5%) para (6/40, 15%) respectivamente. Desta forma, os
autores concluiram que, neste estudo, o tratamento periodontal teve influéncia direta
na redugao das cargas virais dos virus HHV em fluido crevicular gengival (FCG).

Vilibic-Cavlek et al. (2017)® analisaram a prevaléncia de virus da familia
HHV (HSV-1 e HSV-2, VZV, CMV e EBV) em pacientes croatas com DRC
submetidos a HD. Foram obtidas 152 amostras de soros que foram testadas quanto
a presenca de anticorpos desses virus para imunoglobulina M (IgM) e
imunoglobulina G (IgG). Um grupo controle foi composto por 150 pessoas
saudaveis. Foram utilizados os testes sorolégicos usando um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) ou ensaio imunofluorescente ligado a enzima (ELFA).
Pacientes em HD apresentaram soropositividade para CMV significativamente maior
em comparagado aos controles (88,2% vs. 78,7%). Apesar das taxas do HSV-1
(85,5% vs. 80,0%) e VZV (99,3% vs. 96,0%) terem sido superiores, essas diferencas
nao alcangaram significancia estatistica. A prevaléncia de HSV-2 e EBV foram
semelhantes em ambos os grupos (12,5% vs. 12,7% e 98,0% vs. 95,3%). Os
autores concluiram que, mediantes os resultados deste estudo, pacientes em HD
pode significar um fator preditivo para a soropositividade de CMV.

Tonoyan et al. (2019)"° apresentaram em uma revisdo de literatura,
especificamente voltada ao EBV, se o virus é apenas um agente oportunista que se
beneficia de condigbes inflamatorias para se replicar ativamente, ou um patdégeno
capaz de desencadear e agravar doengas orais incluindo, liquen plano oral (LPO),
doenga periodontal e sindrome de Sjogren (SS). Como principais achados na
revisdo os autores citaram que genomas dos EBV e CMV ocorrem amplamente em
diferentes tipos de periodontite em criangas, adolescentes e adultos. As presencas
dos virus em locais periodontais aumentam com a gravidade da doenga. As células
inflamatorias periodontais contém sequéncias de acido nucléico de HHVs.As lesdes
de periodontite positivas para HHVs também abrigam niveis aumentados de
bactérias periodontopaticas. Também relataram que as células T citotoxicas s&o os
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principais determinantes nos controles celulares das infec¢gdes agudas e, no entanto,
havendo um desequilibrio no sistema imunolégico do hospedeiro e o virus, pode
haver doengas associadas ao EBV. No entanto, apesar de um grande numero de
dados de pesquisa convincentes, o papel etiopatogénico conclusivo do EBV no
desenvolvimento e progresséo da periodontite ainda precisa ser explorado.

Samiei et al. (2019)* avaliaram o estado soroldégico e molecular da
infecc&o viral por EBV em pacientes em HD através do teste de anticorpo IgG do
antigeno do capsideo viral EBV (VCA) e DNA do EBV antes do transplante. Um total
de 84 soros coletados de pacientes foram testados quanto a presenga de anticorpo
lgG do Antigeno do VCA pelo ensaio enzimatico ELISA. Todas as amostras foram
submetidas a qPCR para deteccao do virus. Dos 84 pacientes em HD, 96,42% dos
individuos mostraram-se positivos para anticorpo IgGanti-EBV, enquanto 3,58%
foram negativos. O EBV foi detectado em 8,33% dos totais dos individuos. Diante
dos resultados, os autores concluiram que ha uma alta prevaléncia de
soropositividade para EBV IgG entre os pacientes em HD e, por se tratar de
pacientes imunocomprometidos, esses individuos apresentam alto risco de infec¢ao
latente nos linfocitos B, permitindo que o virus evite a resposta imune do hospedeiro.

Pallos et al. (2020)" avaliaram a presenca da familia do HHV (HSV-1,
HSV-2, EBV, CMV, VZV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8) na saliva e FCG em pacientes
com DRC que apresentavam DP. O estudo transversal contou com 131 individuos,
que foram divididos em trés grupos de acordo com o estagio da doenga renal. Grupo
1 (depuragao de creatinina> 75 ml / min) pacientes sem doencga renal (n = 24);
Grupo 2 (depuragao da creatinina de 11-75 ml / min) pacientes com doenga renal (n
= 67); Grupo 3 (depuragao de creatinina <10 ml / min) pacientes em hemodialise (n
= 40). A saliva e FCG foram analisados PCR. Na associagdo entre o estagio da
doenca renal e a presenca de HHV na saliva, verificou-se que HSV-1 e EBV foram
mais prevalentes em Grupo 3 (pacientes em hemodialise) em comparagdo com o0s
Grupos 1 e 2. Os autores afirmaram a importancia da avaliacdo das condigcdes
periodontais em pacientes com DRC em relagcado a presenca dos HHVs, pois estes
podem alterar o curso no agravo dessas doencgas.

Imai e Ogata (2020)*, a partir de uma revisdo da literatura, apontaram
uma relagao causal da Periodontite Crénica (PC) com o EBV. Segundo os autores,
mais DNA de EBV ¢é encontrado no FCG e saliva de pacientes periodontais do que

em grupos de controle saudaveis, com uma prevaléncia maior de EBV em pacientes
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com periodontite crdnica correlacionada com a profundidade da bolsa periodontal.
As infeccbes bacterianas e virais sdo mais frequentes em bolsas periodontais
profundas com uma prevaléncia de Pg, Tf, EBV-1, CMV, Aa, e EBV-2 detectados em
95%, 75%, 72,5%, 50%, 12,5% e 10% dos locais, respectivamente, com
profundidades de sondagem mais profundas do que 6 mm. Também foi abordado
que, linfocitos B EBV-positivos e células epiteliais gengivais EBV-positivas séo
verificados no periodonto com periodontite crénica e que o tratamento antiviral
resultou na diminuicdo da deteccdo de EBV e em uma melhora da condi¢cao
periodontal. Essas observagbes sugerem uma relacdo causal entre periodontite
cronica e EBV, bem como bactérias periodonto patégenas. Portanto, um novo termo
“virus periodonto patogénico” finalmente surgiu.

Abooj e Varma (2021)*" avaliaram taxas de infecgdo pelo virus EBV em
pacientes com PC com e sem DM tipo 2 do que em individuos saudaveis através de
analises de amostras de placas subgengivais. O estudo transversal envolveu um
total de 120 pacientes divididos em trés grupos; Grupo | (saudavel), Grupo Il
(periodontite sem DM2) e Grupo lll (periodontite com DM2). Apenas 2 (2,5%)
amostras foram positivas para EBV no Grupo |, 16 (40%) amostras no Grupo Il e 21
(52,5%) das amostras no Grupo lll. Diante disso, os autores do estudo revelaram
que, baseados em seus resultados, a incidéncia de infeccdo pelo virus EBV foi
predominantemente detectado em pacientes com periodontite e associado ao estado
glicémico de pacientes com DM tipo 2.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do tratamento periodontal nao-
cirargico na detecgao e quantificagdo da carga viral de EBV em saliva de individuos
brasileiros com Doenca Renal Cronica (DRC) em hemodialise (HD).



28

4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — UNISA CAAE:
45478615.1.0000.0081e o estudo foi realizado no setor de Hemodialise Medirim,
municipio de Cariacica, estado Espirito Santo sendo que, todos os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, com informacgdes sobre
a pesquisa e também ciéncia dos beneficios.

Para a inclusdo na pesquisa os participantes necessitavam apresentar no
minimo 10 dentes na cavidade bucal, presengca de doenga periodontal e ter
disponibilidade de tempo para a execucao do trabalho. Foram excluidos pacientes:
desdentados; ter recebido tratamento periodontal nos ultimos 6 meses; soropositivo
para o HIV, virus hepatite C (HCV) ou hepatite B (HBV); fumantes; apresentar
gengivite; gravidez ou lactante e pacientes transplantados.

Os pacientes da pesquisa foram avaliados quanto as condi¢cdes periodontais
por dois periodontistas previamente calibrados. Critérios de profundidade de
sondagem (PS), perda de insergéo (Pl) quanto o nivel clinico de inser¢cao (NCI),
foram obtidos em 6 sitios expressas em milimetros. A PS foi mensurada da margem
gengival livre a base da bolsa periodontal usando uma sonda periodontal manual do
tipo Williams. A PI foi obtida quanto ao NCI que foi obtido pela distancia da jungéo
esmalte-cimento (JEC) até a margem gengival (MG) somando a medida PS. Nesse
caso: NCI = PS + (JEC a MG). Para o indice gengival (IG) foi medido (JEC a MG).
Para indice placa (IP) bacteriana/biofilme dental visivel usou-se como referéncias,
quatro sitios (vestibular, mesial, distal e lingual/palatino). A presenca de placa
bacteriana/biofilme dental visivel foi anotada da forma ausente e presente durante o

exame periodontal.

41 COLETA DE SALIVA

As amostras de saliva foram coletadas no inicio da pesquisa (baseline)
(TO) e 30 dias (T1) ap6s a realizagao do tratamento periodontal ndo-cirurgico (Figura
1). A coleta foi realizada com o uso de tubo salivette onde os pacientes retiravam de
dentro do tubo um swab (algoddo) mastigavam por 60 segundos e depois
retornavam o swab nos tubos que eram identificados e posteriormente armazenados
a -20°C.
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Figura 1 - Desenho do estudo
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Fonte: O Autor 2021

4.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA das amostras de saliva foi realizada usando um kit
DNA Blood Mini QlAamp® (QIAGEN Group, Valencia, Califérnia, EUA) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. Foi adicionado em tubos de 2 ml da
microcentrifuga o equivalente a 200 pl do conteudo salivar que foram armazenados
em eppendorf nas colunas QIAamp Mini spin, purificando o RNA e o DNA em
paralelo quando ambos estdo presentes na amostra. Em seguida, adicionou-se 20 pl
de solucao estoque de protease QIAGEN (ou proteinase K) e 200 ul de saliva em
tampao AL na amostra, misturando imediatamente em vortex por 15s, que foram
Incubadas a 56°C por 10 minutos e depois centrifugadas a 6000 xg (8000 rpm) por 1
min. Cuidadosamente foi aberta a coluna QIAamp Mini spin e adicionando 500 ul de
tampdo AW1 sem molhar a borda, e apds fechado a tampa, centrifugou-se a 6000
xg (8000 rpm) por mais 1 min. Na sequéncia a coluna QlAamp Mini spin foi aberta e
adicionando 500 ul de tampao AW2 sem molhar a borda, fechado-se a tampa e
centrifugado a velocidade total (20.000 xg; 14.000 rpm) por 3 min. A quantificagao
das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) seguindo os parametros de pureza equalidade

sugeridos pelo fabricante.
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4.3 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DE EBV POR PCR TEMPO REAL

A deteccao do DNA viral de Herpesvirus humano 4 (EBV) foi realizada
com protocolo adaptado de Fellner, 2014, por metodologia de gPCR quantitativo.
Para a reacgao foi utilizado uma concentragao final de 1x de TagMan™ Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Tech, EUA), 200 nM de primers (Foward
e reverse) e 62 nM de sonda, e 5 pl de DNA extraido da amostra. A sequéncia dos
primers e sondas estao dispostas na tabela 1.

Como controle interno da reacédo de extracdo e PCR foi utilizado ensaio
TagMan™ Gene Expression Assay, VIC primer-limited (Applied Biosystems,
LifeTech, EUA) customizado do gene RNase P humana, seguindo as instrugbes do
fabricante.

As reagbes foram feitas seguindo termociclagem de 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C 15 segundos e 60°C por 1 minuto, no
equipamento QuantStudio 6 flex (Applied Biosystems, LifeTech, EUA) para todas as
reacdes descritas anteriormente. Os dados foram analisados com o software

QuantStudio Design &Analysis Software v.2.6 (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 1: Descricdo das sequéncias dos primers e sondas utilizadas no PCR em
tempo real para detecgdo do EBV e TTV.

Alvo Id. Primers / Sondas Sequéncia 5’- 3’
HHV4F_EBNA CCGCTCCTACCTGCAATATCA

EBY HHV4R_EBNA GGAAACCAGGGAGGCAAATC
HHV4P_probe FAM - TGCAGCTTTGACGATGG - MGB

Fonte: O autor 2021

EBV = Epsteinbar virus ou Herpes virus humano 4; FAM = 6-Carboxifluoresceina; MGB = Minor

groove binder (MGB) and non fluorescent quencher (NFQ)
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5 RESULTADOS

Um total de 19 individuos, sendo 3 do género feminino e 16 do género
masculino com idades médias de 46,15 + 10,6 anos em estagio 5 de TFG, foram
incluidos na pesquisa e os dados coletados ocorreram em intervalos de tempo TO e
T1. Em TO, 32% dos pacientes tiveram o virus EBV presente na saliva, enquanto
que 68% dos pacientes testaram negativo para o virus. Na analise quantitativa
média a presenca de EBV nesse periodo foi de 84516,3 cp/ml. Para o periodo T1,
em 42% dos individuos incluidos na pesquisa o virus EBV estava presente na saliva,
enquanto que 58% dos individuos testaram negativo. Para a analise quantitativa
média no periodo (T1) a presenca de EBV foi de 91536,90 cp/ml (Tabela 2).

Tabela 2: Dados coletados referentes a presenca do EBV ou n&o na saliva e sua
quantificacdo em cp/ml.

TO T
Positivo (%) 6 (32) 8 (42)
Negativo (%) 13 (68) 11(58)
Média (cp/ml)xDV 85516,3+185601,8 91536,9+27695,32
Minimo (cp/ml) 966,02 9702,0
Maximo (cp/ml) 462508,42 454008,8

gPCR = reacdo em cadeia da polimerase em tempo real; cp/ml = cépias por mililitros TO = baseline;

T1 = 30 dias ap6stratamento periodontal n&o cirargico.

Fonte: O autor 2021

Grafico 1 - Esquema grafico de dados coletados referentes a presenca ou ndo do
EBV na saliva.
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TO = baseline; T1 = 30 dias ap6stratamento periodontal n&o cirdrgico.

Fonte: O autor 2021
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O tratamento periodontal nao-cirirgico melhorou o estado clinico de

inflamacéo periodontal de pacientes com DRC em hemodialise com periodontite,

apresentando melhora em IG (p<0,0001) e IP (p<0,0001) comparando TO e T1

(Tabela 3).

Tabela 3: Avaliagdo dos Parametros clinicos periodontais em pacientes com DRC

em hemodialise com periodontite.

Parametros Periodontais TO T p
IG 0,36 + 0,23 0,11 +£0,15 <0,0001
IP 0,51+ 0,31 0,03 + 0,08 <0,0001
Pl 3,50 £ 1,55 3,18+ 1,44 0,5332
PS 2,30+0,77 2,21 +£0,71 0,3864

IG = indice gengival; IP = indice de placa; Pl = Perda de insergéo; PS = Profundidade de sondagem;

TO = baseline; T1 = 30 dias ap6s tratamento periodontal ndo cirurgico. (Teste Mann-Whitney, p<0,05)

Fonte: (O autor 2021)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento periodontal nao-cirurgico
realizado em pacientes com DRC em hemodialise foi efetivo em reduzir sinais
clinicos da inflamagao periodontal, entretanto n&o teve influéncia na carga viral de
EBV desses sujeitos.

O papel dos herpesvirus na doenca periodontal vem sendo um importante
topico de pesquisas em todo mundo nesses ultimos 20 anos. Varias publicagdes
recentes demonstram relagdes positivas desses virus na periodontite, corroborando
para o agravamento da doenca. Segundo Slots e Slots (2019)*, em uma reviséo
com 50 estudos, a prevaléncia do virus EBV em média atinge 45,5% da populagao
estudada com periodontite agressiva e crbnica, o que traz nossa pesquisa préximo a
média com 42% dos individuos testados positivos.

O tratamento peridodontal nao-cirurgico em nosso estudo nao influenciou
quantitativamente as cargas virais de EBV nos individuos nos TO e T1, contrastando
com resultados encontrados nas pesquisas de Idesawa et al., (2004)*%, Saygun et
al., (2005)25, apos terapia periodontal realizada em pacientes, com altas cargas
virais. A terapia periodontal reduziu os niveis do virus EBV em pacientes com
gengivite de 32,5% para 5% e, em pacientes com PC a redugao foi de 62,5% para
15%) respectivamente segundo Shah e Mehta (2016)*'. A ndo reducdo da carga
viral em nosso estudo pode ser explicado pela heterogeneidade das pesquisas tanto
quanto aos métodos utilizados, como também a populagao estudada, que em nossa
pesquisa trata-se de pacientes sistemicamente comprometidos por DRC em estagio
de hemodialise.

Nikoobakht et al. (2011)*® quantificaram niveis de EBV em saliva de
pacientes que seriam transplantados sem doencga periodontal instalada com uma
meédia de 18027,35+7167,48 cp/ml com taxa de detecgdo de 44,1%, o que pode
relacionar niveis menores de cargas de EBV relacionado a n&o presenca de DP
instalada. Pallos et al. (2020)"® detectaram a presenca de EBV na saliva de (36,6%)
e (35,9%) no FCG considerando 3 grupos de pacientes sem doenga renal, com
doenga e em hemodialise. Ao considerar cada grupo isoladamente, pacientes em
hemodialise apresentaram uma maior taxa (52,5%) na saliva e (45%) no FCG.

Os virus da familia HHV tém sido associados a varias doengas com varios
graus de evidéncia, sendo implicados em doengas congénitas, rejeicao de
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transplantes de o6rgéos, doenga inflamatoria intestinal, pneumonia, tumores e
aterosclerose, contribuir para o desenvolvimento de diabetes melitus (DM) tipo 2 em
idosos."" Abooj e Varma (2021)*” detectaram taxas de EBV em EBV em 2,5% das
amostras no Grupo | (saudavel), 40% amostras no Grupo Il (periodontite sem DM2)e
21 (52,5%) das amostras no Grupo llI (periodontite com DM2).

Com relagcdo as diferengas étnicas, nosso estudo apresentou taxas
semelhantes (32% TO e 42% T1) a outros pesquisados em diferentes paises no
mundo. Wu et al. (2006)40 estudando uma populagao chinesa com PC, gengivite e
individuos periodontalmente saudaveis, as frequéncias de infecgcao foram 47,7%,
24,6% e 16,7% para EBV. Rotola et al. (2008)*" detectou taxas de EBV em 50,0%
das amostras de pacientes Italianos com periodontite. Das, Krithiga e
Gopalakrishnan (2012)*, na india, detectaram EBV em 32% dos locais com
periodontite crénica e periodontite agressiva nos individuos estudados. Imbronito et
al., (2008)*® detectaram em pacientes brasileiros saudaveis com periodontite uma
taxa média de 33,3%.

Diferente dos estudos que acharam uma associa¢ao do EBV na DP, em
nosso estudo nao foi observado efeito do tratamento periodontal ndo cirurgico na
carga viral da saliva na populacédo estudada. Possiveis explicagbes para os dados
observados seriam a caracteristica da populacdo composta por pacientes com DRC
em hemodialise que podem ter associacbes com outras condi¢cdes sistémicas que
podem ter influéncia na infecgdo por EBV, além de critérios rigorosos de incluséao e
exclusao das amostras que foram aplicados com objetivo de eliminar os fatores de
confusdo que poderiam interferir na avaliacdo dos resultados deste estudo,
resultando em uma redug¢do de numeros de individuos. Outro fator limitante pode ser
a auséncia de grupo com sujeitos com DRC em hemodialise portadores de DP que
nao receberam o tratamento periodontal ndo-cirurgico, com o objetivo de avaliar o

comportamento na quantificagao de EBV na presenca da DP.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, o tratamento periodontal ndo-cirurgico melhorou o
estado clinico de inflamac&o periodontal de pacientes com DRC em hemodialise
com periodontite cronica, entretanto, n&o influenciou na carga viral de EBV presente

na saliva desta populagao.
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