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Periodontite humana cronica é um processo inflamatério caracterizado por denso acimulo
de células imunes no tecido periodontal. A periodontite pode levar a perda do dente no
paciente e a patogénese desta doenga ndo é completamente conhecida. Este estudo testou a
hipétese de que as células do infiltrado inflamatério podem abrigar betaherpesviruses e
estes virus estdo ligados & subpopulagdo especificas de linfocitos. Fragmentos de tecido
periodontal foram obtidas de pacientes afetados por periodontite e de individuos saudaveis.
Imuno-histoquimica foi realizada para a contagem de células CD19", céulas CD3" e células
CD4" e CD8". Reagido em cadeia da polimerase e imuno-histoquimica foram realizados
para detectar citomegalovirus, herpesvirus humanos 6 e 7 nas amostras. Como esperado, os
tecidos coletados de individuos saudédveis ndo apresentaram nivel significativo de infiltrado
inflamatério e, portanto, foram excluidos dos procedimentos de imunofenotipagem. Os
resultados mostraram que células CD19" foram discretamente predomiantes sobre as
células CD3" no tecido periodontal afetado, mas estatisticamente ndo significativo. A
subpopulagio CD4" de linfécitos estava significativamente em maior nimero que a
subpopulagio CD8" de linfécitos (P=0,004), nas amostras. Citomegalovirus e herpesvirus
humano 7 foram encontrados em locais afetados, mas ndo no tecido coletado de individuos
sauddveis (P=0,04 e P=0,04, respectivamente). Herpesvirus humano 6 foi raramente
detectado. Foi encontrado correlacdo entre citomegalovirus com menor relagdo de
CD19*/CD3" (P=0,003) e herpesvirus humano 7 com menor relacgio CD197/CD3"
(P=0,003) e maior relacio de CD4"/CD8" ( P=0,002). Imuno-histoquimica foi negativa para
citomegalovirus, herpesvirus humano 6 e herpesvirus humano 7 em todas as amostras. Este
estudo mostra que citomegalovirus e herpesvirus humano 7 podem estar presentes em
regides afetadas pela periodontite, mas sao incomuns em regides saudaveis. Além disso,
este estudo sugere que citomegalovirus pode ser relacionado ao infiltrado inflamatério, com
predominio de células CD3" e, herpesvirus humano 7 pode estar relacionado ao infiltrado
inflamatério com predominio de células CD4*. Os dados sugerem que citomegalovirus e
herpesvirus humano 7 podem estar presentes no infiltrado inflamatério, em estado de

laténcia. No entanto, outros métodos deveriam ser realizados para confirmar esta hipdtese.

Palavras-chave: Citomegalovirus, herpesvirus humano 6, herpesvirus humano 7,

periodontite cronica, inflamacao.
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Human chronic periodontitis is an inflammatory process characterized by dense
accumulation of immune cells in the periodontal tissue. The periodontitis can lead to loss of
teeth in the patient and the pathogenesis of this disease is not completely known.This study
tested the hypothesis that cells within inflammatory infiltrate can harbor betaherpesviruses
and these viruses are linked to specific lymphocyte subpopulation. Biopsies of periodontal
tissue were taken from periodontitis affected and from healthy subjects.
Immunohistochemistry was performed to count CD19" cells, CD3" cells, CD4" and CDS8"
cell subsets. Polymerase chain reaction and immunohistochemistry were performed to
detected cytomegalovirus, human herpesvirus 6 and 7 in the samples. As expected, tissues
collected from healthy subjects presented no significant level of inflammatory infiltration
and therefore were excluded from immunostaining procedures. The results showed that
CD19" cells had discrete predominance over CD3" cells in the periodontitis affected tissue
but not statistically significant. CD4" lymphocyte subset were significantly higher then
CD8" lymphocyte subset (P=0.004) in the samples. Cytomegalovirus and human
herpesvirus 7 were found in affected sites but not in tissue collected from healthy subjects
(P=0.04 and P=0.04, respectively). Human herpesvirus 6 was rarely detected. We found a
correlation between cytomegalovirus with lower CD19*/CD3" ratios (P=0.003) and human
herpesvirus 7 with lower CD19"/CD3" ratio (P=0.003) and higher CD4"/CD8" ratios
(P=0.002). Imunohistochemistry was negative for cytomegalovirus, human herpesvirus 6
and human herpesvirus 7 in the total of samples. This study shows that cytomegalovirus
and human herpesvirus 7 can be present in periodontitis affected sites but are uncommon in
healthy sites. Moreover, this study suggests that cytomegalovirus can be related to
inflammatory infiltrate with predominance of CD3" cells and, human herpesvirus 7 can be
related to inflammatory infiltrate with predominance of CD4*. The data suggest that
cytomegalovirus and human herpesvirus 7 could be present in the inflammatory infiltrate in

latent state. However, different methods should be performed to confirm this hypothesis.

Key-words: Cytomegalovirus, humanherpesvirus 6, human herpesvirus 7, chronic

periodontitis, inflammation.
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1.1- Doencas periodontais

Entende-se por doengas periodontais um conjunto de condicdes inflamatdrias
que comecam afetando o tecido gengival e pode levar, com o tempo, a perda dos tecidos de
suporte dos dentes. No inicio, alguns sintomas clinicos como sangramento e dor podem
ocorrer, principalmente, apds a escovagdo dos dentes. No entanto, a lesdo gengival inicial

pode ser assintomdtica (CARRANZA & NEWMAN, 1996).

Embora algumas doengas periodontais sejam causadas por agentes ou
condicdes especificas (Ex. gengivoestomatite herpética primaria, lesoes sifilicas, gonorréia,
fibromatose gengival hereditdria), na maioria das vezes, varios fatores estdo envolvidos no
processo. Devido a grande variedade de quadros clinicos, amplitude de condi¢des, agentes
e fatores envolvidos, o diagnéstico e classificacdo dos casos nem sempre € tarefa facil para
o clinico. O estabelecimento de um ou mais agentes causais também pode ser dificil em

muitos dos tipos de doencas periodontais (LINDHE, 1984).

Dentre as doengas periodontais, a periodontite cronica € o tipo de periodontite
mais freqiiente e ndo afeta, de forma homogénea, a todos os individuos. Além disso, no
mesmo individuo, em dentes especificos pode ocorrer destrui¢do avancada, o que poderia

nio acontecer em outros dentes (LINDHE et al., 2005).

Apesar da maior compreensdo da etiologia e patogénese das afeccdes
periodontais, o diagndstico e classificacio destas doengas ainda € baseada quase
inteiramente em avaliacdes clinicas tradicionais (RESEARCH, SCIENCE AND THERAPY
COMMITTEE, 2003). Para chegar a um diagndstico periodontal, o profissional deve

pesquisar:

1) presenca ou auséncia de sinais clinicos de inflamagdo (por exemplo, sangramento

durante o procedimento de verificagdo da profundidade de sondagem);

2) profundidade de sondagem propriamente dita;

3) extensdo e padrio de perda de inser¢do clinica e do 0sso;

4) histdricos médicos e odontoldgicos do paciente;
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5) presenca ou auséncia de sinais e sintomas diversos, incluindo dor, ulceragdo e

quantidade observaveis de placa e cdlculos.

As periodontites cronicas sdo inflamagdes progressivas, caracterizadas
clinicamente por sinais de inflamacdo gengival, sangramento a sondagem, diminui¢do da
resisténcia dos tecidos periodontais a sondagem (bolsas periodontais), perda de inser¢dao
gengival e do osso alveolar. As caracteristicas que podem variar incluem hiperplasia ou
recessdo gengival, exposi¢do da furca, mobilidade e inclinacdo dentdrias aumentadas e

esfoliacdo dos dentes (FLEMMIG, 1999; LINDHE et al., 2005).

As periodontites possuem etiologia multifatorial e inflamatéria onde um
complexo de espécies bacterianas extracelulares e, geralmente, gram-negativas e
anaerébias, principalmente, Actinobacilius actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum, interage com o tecido do
hospedeiro levando a liberagdo de citocinas inflamatorias, enzimas lisossomais,
quimiocinas e mediadores. Algumas dessas substiancias podem levar a destruicdo das
estruturas periodontais incluindo o tecido de sustentagdo do dente, osso alveolar e o
ligamento periodontal (WU et al., 2006). Este tipo de destrui¢do pode levar a perda dos
dentes no individuo afetado. Uma “bolsa” constituida por restos de alimentos, bactérias e
exsudato contendo células inflamatdrias € encontrada entre o dente e o tecido periodontal
inflamado. O tratamento consiste basicamente da raspagem onde se retira a “bolsa
inflamatéria” e a placa bacteriana, associando-se ao uso de antibidticos e de anti-sépticos
bucais (CARRANZA & NEWMAN, 1996). A doenca periodontal € um importante
problema de saude publica e, representa a principal causa de perda dentdria em adultos no

mundo inteiro.

Um levantamento epidemioldgico das condi¢des de saide bucal da populacio
brasileira de 2002 a 2003, revelou que a porcentagem de pessoas sem nenhum problema
periodontal nas faixas etdrias de 15 a 19 anos, 35 a 44 e 65 a 74 anos de idade foi,
respectivamente, 46,2%, 21,9% e 7,9%. J4 em relacdo a doenca periodontal grave, a
porcentagem de doenca presente foi de 1,3%, 9,9% e 6,3% nas mesmas faixas etdrias. E

importante considerar que, nesta ultima faixa etdria, houve uma grande porcentagem de
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individuos sem dentes ou com nimero muito reduzido de dentes o que levou a uma baixa

prevaléncia de doenca periodontal grave neste grupo (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

O controle dessa doenca € de extrema importancia pelo fato de que, além da
questao estética que, por si s, pode trazer conseqiiéncias a auto-estima do individuo, foram
encontradas associacOes e evidéncias epidemioldgicas de que as infec¢Oes periodontais
podem evoluir para infec¢des sistémicas, principalmente em doengas cardiovasculares,
cerebrovasculares, prematuridade, baixo peso ao nascimento, restri¢do do crescimento fetal

e dificuldade do controle glicémico no diabetes (LINDHE et al., 2005, ZINA et al., 2005).
1.2- Classificacao das doencas periodontais

Nas tultimas décadas, houve um esfor¢o considerdvel na tentativa de classificar
as doencas periodontais de forma consistente, para permitir o correto diagndstico e

tratamento destas patologias tao heterogéneas.

Em 1989, cientistas e clinicos entraram em consenso que deveria existir um
sistema de classificagio de doencas periodontais. O 1" European Workshop In
Periodontology propds uma classificagdo simples que posteriormente mostrou-se
inadequada para o propdsito pelo qual ela foi criada. Problemas como sobreposi¢do de
categorias de doencas, auséncia de um componente gengival, inapropriada énfase na idade
do aparecimento da doenca, indexacdo da progressdo e critérios inadequados ou confusos
contribuiram para a idéia que deveria haver uma revisdo da classificacdo. Uma posterior
classificacdo européia, em 1993, mostrou-se também inadequada devida a falta de detalhes
necessdrios a correta classificacdo da amplitude da doenga na pratica clinica. Em 1996,
durante o World Workshop in Periodontics, a necessidade da reclassificacio € enfatizada e,
em 1997, a American Academy of Periodontology forma um comité, planeja e organiza
uma revisdo da classificacdo. Em 1999, o International Workshop for a Classification of
Periodontal Diseases and Conditions finaliza a nova classificagdo, a qual foi largamente

aceita (ARMITAGE, 1999).

Segundo o International Workshop for a Classification of periodontal Diseases

and Conditions, as doengas periodontais podem ser classificadas da seguinte forma:
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I. Doencas gengivais;

II. Periodontite cronica;

III. Periodontite agressiva;

IV. Periodontite como uma manifestacao de doenca sistémica;

V. Doengas periodontais necrotizantes;

VI. Abscessos do periodonto;

VII. Periodontite associada a lesdes endodonticas;

VIII. Condig¢des e deformidades de desenvolvimento ou adquiridas.

Existem subdivisdes dentro de muitas dessas condicdes clinicas elencadas
acima, de acordo com critérios clinicos, etioldgicos ou fatores diversos associados a cada

uma delas.
1.3- Caracteristicas das doencas periodontais
1.3.1- Doencas gengivais

As doengas gengivais tais como foram classificadas, incluem uma variedade de
diferentes doencas. A presenca de um agente etioldgico especifico (microrganismos
especificos) ou, se € conseqiiéncia de uma condi¢@o clinica desencadeada por agdo de

agentes quimicos ou fisicos sdo os principais critérios de classificacdo dentro deste grupo.

Embora, muitas das doencas incluidas neste grupo se manifestam como
gengivite que poderia, a principio, ser considerada de menor gravidade, causa sintomas
bastante intensos de grande impacto para o paciente. Existe um numero relativamente
grande de subdivisdes nestas categorias de acordo com condigdes clinicas e etioldgicas
especificas como, por exemplo, lesdes associadas a infec¢do oral por Treponema pallidum

ou por Neisseria gonorrhoea (ARMITAGE, 1999).
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1.3.2- As periodontites cronicas e agressivas

A periodontite € caracterizada por uma reacdo inflamatéria que afeta os tecidos
de fixacdo do dente e pode ser classificada como periodontite cronica (PC) ou periodontite
agressiva (PA), de acordo com as caracteristicas clinicas e o ritmo de progressao da doenca.

(LIMA et al., 2011).

O inicio da periodontite cronica pode ocorrer em qualquer idade, todavia, essa é
uma patologia mais freqlientemente encontrada em adultos. Por outro lado, a periodontite
agressiva acomete individuos sauddveis sendo caracterizada por grave perda de insercio
clinica associada a rdpida destruicio Ossea alveolar (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 1999).

As periodontites cronicas e agressivas podem ser localizadas ou generalizadas,
dependendo do nimero de dentes atingidos. Embora este critério clinico possa diferenciar
as periodontites localizadas das generalizadas, aspectos fisiopatoldgicos diferentes podem
também estar envolvidos nas duas formas. As periodontites podem ainda ser classificadas
em periodontites marginais e periodontites apicais. As periodontites marginais afetam os
tecidos que revestem, externamente, o dente, enquanto que as apicais afetam os tecidos que

revestem a raiz do dente.
1.3.3- Periodontite como uma manifestacao de doenca sistémica

As periodontites como manifestacio de doenga sistémica, como o proprio nome
sugere, sdo doengas periodontais que ocorrem, secundariamente, a alguma outra
manifestacdo clinica associada geralmente com desordem hematoldgica ou genética. Entre
as manifestacdes hematologicas envolvidas encontram-se as leucemias e a neutropenia
adquirida. As anomalias genéticas mais comumente associadas sdo a Neutropenia Ciclica
Familiar, Sindrome de Down, Sindromes de Adesao Deficiente dos Leucdcitos, Sindrome
de Papillon-Leféevre, Sindrome de Chediak-Higashi, Sindrome Histiocitica, Doenga do
Armazenamento do Glicogénio, Agranulocitose Genética Infantil, Sindrome de Cohen,

Ehlers-Danlos (Tipos IV e VIII) e Hipofosfatasia (ARMITAGE, 1999).
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Na maioria dos casos, essas formas de periodontite ocorrem devida a alteracdes

na quantidade e/ou fun¢do de leucdcitos causadas pela doenga de base.
1.3.4- Doencas periodontais necrozantes

As doencas periodontais necrozantes se apresentam nas formas de gengivite ou

periodontite dependente da presenca ou auséncia de envolvimento dsseo.

A Gengivite Ulcerativa Necrosante, embora seja pouco freqiiente, quando
comparada a outras doencas periodontais sdo clinicamente significativas, considerando a
agressividade e, caracteristica aguda e rdpida da sintomatologia. As principais
caracteristicas clinicas sdo dor, necrose gengival limitada em sua margem e/ou nas papilas
interdentais, sangramento gengival, mau odor e, por vezes, febre, linfoadenopatia e mal-
estar. Uma pseudomembrana de cor branco-amarelada ou cinza cobrindo as ulceras
gengivais ocorre nesta situacio. E necessdrio fazer o diagndstico diferencial com a
gengivoestomatite herpética primdria, gengivite descamativa, pénfigo benigno das
membranas mucosas, eritema multiforme exsudativo, gengivite estreptocdcica, gengivite
gonocdcica e leucemia aguda. Muitos casos estdo associados a infec¢do pelo Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) (CORDEIRO, 2004).

A Periodontite Ulcerativa Necrosante compartilha muita das caracteristicas da
Gengivite Ulcerativa Necrosante com exce¢do que na periodontite, ocorre perda de inser¢ao

clinica 6ssea nas areas afetadas (NOVAK, 1999).
1.3.5- Abscessos do periodonto

O abscesso periodontal € uma infeccdo bacteriana que se desenvolve no
peridonto. No inicio, a infec¢do pode ndo afetar a estrutura principal do dente, mas pode
causar dor. O sintoma mais comum de abscesso periodontal chamado de “bola de goma de
mascar”, um inchaco do tecido da gengiva que parece sair desta. Outros sintomas, além
deste, podem ocorrer, incluindo desconforto na mastigacdo do lado da boca onde estd
presente ou uma sensac¢io de dor em todos os momentos. Quando o abscesso se rompe, um
exsudato amarelo ou branco denso pode ser expelido na boca. Algumas vezes esta doenca é

induzida por corpos estranhos que ficam presos na regidao gengival (PRASAD et al., 2001).
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1.3.6- Periodontite associada a lesoes endodontica

Existe uma intima relacdo, tanto embriondria quanto fisica, entre os tecidos
pulpar e peridontal. Portanto, pode ocorrer passagem de toxinas e bactérias de uma
estrutura para outras, levando a reagdes, que dependerdo da intensidade da infeccdo, da

regido anatdmica e das condi¢des de saude do tecido.

Muitas vezes, o clinico pode sentir dificuldades de diferenciar lesdes de origem
pulpar, de origem periodontal, e lesdes endo-pério verdadeiras pelo fato de uma lesdo poder

mascarar a outra (TERCAS et al., 2006; ANAND & NANDAKUMAR, 2005).
1.3.7- Condicoes e deformidades de desenvolvimento ou adquiridas

Esta é a forma mais heterogénea, onde a doenga pode ser provocada por
diversos fatores. Efeitos por aparelhos ortodonticos, particularidades anatdomicas do dente e
de outras partes da boca, fratura e reabsor¢do da raiz, anormalidades na coloragdo, trauma e
anormalidades da mucosa sdo os principais fatores envolvidos nesta forma clinica

(ARMITAGE, 1999).
1.4- Patogenia das gengivites

A Gengivite marginal cronica € clinicamente caracterizada por vermelhidio,
edema, sangramento, mudangas no contorno, perda de tecido de adaptacdo para o dente e
aumento do fluxo de fluido crevicular (CIMASONI, 1983; GREENSTEIN, 1984). A
presenca de placas Dbacterianas formada, principalmente, por Actinobacilius
actinomycetemcomitans, — Porphyromonas  gingivalis, = Prevotella  intermedia e
Fusobacterium nucleatum, é essencial para o desenvolvimento da gengivite e acredita-se
que estas provocam mudangas no tecido por mecanismos diretos e indiretos. Segundo a
American Academy of Periodontology (1999), histopatologicamente, a gengivite é dividida

em 3 estagios:

1) A lesdo inicial aparece como inflamacdo aguda com infiltrado composto

predominantemente por neutréfilos;
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2) A lesdo ainda recente muda para um tipo de infiltrado com predominancia de linfécitos

T;

3) A lesdo bem estabelecida € caracterizada por predomindncia de linfécitos B e

plasmdocitos.
1.5- Patogenia das periodontites

A periodontite é clinicamente diferenciada da gengivite porque hd perda do
tecido conjuntivo de ligamento do dente associada a inflamagdo gengival (LISTGARTEN,
1986). A perda do ligamento periodontal e o deslocamento deste do cemento, além de

reabsor¢do do osso alveolar, ocorrem, levando a mobilidade do dente.

Os aspectos histopatolégicos da periodontite sdo de certa forma, similares aos
da gengivite com lesdo bem estabelecida, com predominancia de plasmdcitos, com perda de

elementos do tecido conjuntivo, mas adicionalmente ocorre reabsor¢cdo do osso (PAGE &

SCHROEDER, 1982).

Os aspectos similares entre a gengivite e a periodontite ndo suportam muito
bem a hipétese que a periodontite seria uma conseqii€éncia provavel da gengivite. Desta
forma, os mecanismos que estdo envolvidos na progressao da gengivite para periodontite
ndo sdo claros e o que levaria a desencadear a lesdo periodontal ndo € ainda bem conhecido

(AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 1999).
1.6- Fatores que influenciam no desenvolvimento e progressao das periodontites

1.6.1- Viruléncia bacteriana

-

E amplamente aceito que o aparecimento e progressdo da periodontite sdo
dependentes da presenca de microrganismos, principalmente, devido a formagdo de
biofilme. Embora, mais de 300 espécies de microrganismos sejam encontrados nas bolsas
periodontais, apenas a minoria deles, de fato, é considerada como agente etioldgico
(MOORE & MOORE, 1994). Os fatores de viruléncia sdo os principais indicadores para
que um microrganismo seja considerado patogénico para a regido periodontal. Constituintes

do microrganismo e metabdlitos sdo capazes de causar desequilibrio homeostitico ou do
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sistema imune de defesa, levando ao aparecimento ou progressao da doencga. A presenca de
microrganismos, com alto grau de viruléncia e, a quantidade destes presentes na regiao

periodontal sdo fatores importantes na capacidade de produzir doenca (ARMITAGE, 1999).

Os microrganismos considerados periodontopaticos possuem pelo menos 3

caracteristicas que contribuem para o seu potencial patogénico:

1. Capacidade de colonizagdo;

2. Capacidade de escapar de mecanismos imunes de defesa (principalmente,

biofime);

3. Capacidade de produzir substiancias que podem agir diretamente na

destruigdo tecidual.

Algumas espécies como  Actinobacillus  actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis estdo incluidas entre as espécies consideradas patogénicas
(ZAMBON et al., 1996; HAFFAIJEE et al., 1994). No entanto, apenas algumas cepas
parecem ter verdadeiro potencial periodontopdtico e a presenca destes microrganismos na

regido periodontal ndo implica necessariamente na producio de doenca.

Parece claro que, uma interacao entre hospedeiro e microrganismo desempenha
papel bastante importante na etiologia da periodontite. As bactérias precisam possuir a
habilidade de sobreviver e se propagar no biofilme. Alguns dos fatores que podem
promover viruléncia sdo moléculas como as adesinas que possuem capacidade de aderir a
superficie dos tecidos ou outros microrganismos. As fimbrias também sdo relatadas como

fatores de viruléncia, como neste ultimo caso (KONEMAN et al., 2001).

A presenca de polissacarideo capsular presente, por exemplo, na P. gingivalis,
pode promover resisténcia da bactéria a acdo de imunoglobulinas e do sistema
complemento. A capacidade de invadir tecidos presentes nos dois patdgenos mais
importantes na regido periodontal (P. gingivalis e A. Actinomycetemcomitans) € também de
grande importincia. A P. gingivalis invade e persiste nas células epiteliais e a A.

actinomycetemcomitans pode atravessar o tecido epitelial e atingir o tecido conjuntivo
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(LAMONT et al., 1995; HOLT et al., 1991). Dessa forma, parece claro que o processo
inflamatério tende a ocorrer ou aumentar em conseqiiéncia da presenca de bactérias e o
poder de invasdo destas bactérias as tornam mais dificeis de serem eliminadas, pelo sistema
de defesa do hospedeiro. Uma vez que a lesdo estd presente, outros microrganismos, que
ocorrem naturalmente na regido crevicular, podem atingir a regido afetada e causar uma

situagd@o polimicrobial (NAHID et al., 2011).

A regido periodontal depende enormemente do sistema de defesa imune celular
e humoral para manter o equilibrio e evitar invasdes microbianas. Situagdes que diminuem
ou modulam a capacidade de defesa sistémica ou local do sistema imune devem possuir
grande influencia da patogenia da doenga periodontal. Vdrias situa¢des foram listadas como
sendo co-fatores na doencga periodontal como tabagismo, fatores genéticos, diabetes,
envelhecimento, desnutricdo, farmacos e possivelmente herpesvirus (AMERICAN

ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 1999).
1.6.2- Tabagismo

O tempo de uso do tabaco estd associado com o aumento do risco de
desenvolvimento de periodontite e com o grau de gravidade da doenca. Os mecanismos
hipoteticamente envolvidos nesta associacdo seriam a alteracdo da vascularizagdo do
tecido, efeito direto na microflora e efeitos inibitérios na atividade das imunoglobulinas e
nos seus niveis para responder contra a placa bacteriana (KRALL et al, 1997,

SCHENKEIN et al., 1997).
1.6.3- Fatores genéticos

A periodontite costuma ser mais freqiiente em pacientes com sindrome de
Down, sindrome de Papillon-Lefevre e sindrome de Chediak-Higashi. Apesar desta

associagdo, os fatores bioldgicos que levam a esta maior freqiiéncia ndo estdo claros.

Nos individuos com sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21) a
periodontite parece estar associada com fatores como defici€éncia imune, higienizagdo oral
deficiente, fragilidade do tecido periodontal, senescéncia precoce, salivacdo e funcdo

mastigatoria deficientes (AMANO et al., 2008). Na sindrome de Papillon-Lefévre, uma
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doenca autossOmica recessiva, a denticdo decidua cai prematuramente devido a grave
inflamagdo da regido periodontal, que geralmente ndao responde ao tratamento tradicional
usado. Apds a queda dos dentes deciduos, a gengiva apresenta-se normal, mas o0 processo
inflamatério costuma repetir-se levando a queda da denticio permanente. Este tipo de
periodontite parece estar associado ao baixo nivel de neutréfilos, linfécitos € mondcitos no
tecido, o que predisporia a infec¢des por bactérias associadas as recorrentes infecc¢oes

piogénicas na pele JANJUA & KHACHEMOUNE, 2004).

Na sindrome de Chediak-Higashi, uma doenca também autossOmica recessiva,
a periodontite estd associada a imunodeficiéncia e estdo expostos ao risco de periodontite

grave (BAILLEUL-FORESTIER et al., 2008).

1.6.4- Diabetes mellitus

Existe uma relacdo bidirecional entre o diabetes e a periodontite. A inflamacao
local agravada em diabéticos, com controle glicémico inadequado, pode
modificar o ambiente subgengival e, conseqiientemente, o perfil microbiano na subgengiva
(CASARIN et al., 2010). A microcirculacdo prejudicada pode estar envolvida nestas
situacOes, como O que ocorre em outras partes anatdomicas no paciente diabético. A
Diabetes promove a ocorréncia, a progressdo e a gravidade da periodontite. Periodontite
dificulta o controle glicémico do diabetes, aumenta o risco de complicagdes associadas ao
diabetes e, possivelmente, at€¢ mesmo do seu inicio. Segundo alguns autores, o tratamento
das infec¢des periodontais deve tornar-se parte integrante do controle do diabetes, enquanto
que o controle glicEmico € um pré-requisito para a terapia periodontal bem sucedida

(DESCHNER et al., 2011).

1.6.5- Envelhecimento

O risco de desenvolvimento de periodontite cresce gradativamente com o
aumento da idade e vdrios fatores podem estar associados a este fato. O envelhecimento
fisiolégico estd relacionado a um aumento na producdo idiopdtica de mediadores
inflamatoérios, como a interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e

interleucina 6 (IL-6), caracterizando a manuten¢do de um estado pré-inflamatério no
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individuo idoso (KRABBE et al., 2004; MAGGIO et al., 2006). Este baixo grau de
inflamagdo tem sido associado com o processo patoldgico de doencas cronicas relacionadas

a idade (MAGGIO et al., 2006).

Fatores que também podem estar associados a periodontite em idosos sdo a
desnutri¢do causada por problemas de mastigacdo, degluticdo ou doencgas incapacitantes, a
imunosenescéncia e a osteoporose. A osteoporose € a periodontite sdo doencas freqiientes
que afetam o envelhecimento da populacdo. Postula-se que ambas as condi¢des podem

estar relacionadas (MARTfNEZ-MAESTRE etal., 2010).
1.6.6- Desnutricao

Competéncia imunoldgica e estado nutricional sdo dois dos mais importantes
determinantes de morbidade e mortalidade. Desnutricdo prejudica as defesas inatas e
adaptativas do hospedeiro, incluindo a fun¢do fagocitdria, imunidade celular, sistema
complemento, produgdo de anticorpos e de citocinas. Na desnutricdo protéico-energética,
ha alteragdes marcantes na flora microbiana, resultando em uma preponderincia de
organismos patogénicos anaerébios, o aumento da propensdo de bactérias para ligar a
células da mucosa bucal, a atenuacd@o da resposta de fase aguda de proteinas, e disfun¢do do

sistema de citocinas.

A deplecdo de nutrientes antioxidantes promove imunossupressao e aceleracao
da taxa de replicacdo dos herpesvirus, e a taxa de progressdo para doencas relacionadas aos
herpesvirus podem aumentar. Outro fator nutricional importante € a deficiéncia de fluoreto,
cuja caréncia, aumenta sensivelmente a prevaléncia de cdrie. Portanto, a desnutri¢cdo pode
intensificar a gravidade das infec¢des orais e pode levar a sua evolucdo para doencas

potencialmente fatais (ENWONWU et al., 2002; CARRANZA & NEWMAN, 1996).
1.6.7- Farmacos

A utilizacdo de drogas imunossupressoras, que interfere na resposta normal do
sistema imune no individuo, poderia facilitar a invas@o bacteriana, aumentando o risco de

doenca (PAGE & BACK et al, 1997). Crescimento gengival com aumento da
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profundidade de sondagem, induzido por ciclosporina, tem sido descrito na literatura

(MONTEBUGNOLI et al., 2002).

Contrariamente, alguns estudos sugeriram que a administracdo de drogas
imunossupressoras diminui o nivel de inflama¢do, mesmo na presenca de altos niveis de
placa bacteriana e que inflamacdo estd ligada, primariamente, a resposta imune do
individuo contra a placa (BEEN & ENGEL, 1982). Um estudo em que foi realizada uma
comparacao entre pacientes pos-transplante renal, pacientes com insuficiéncia renal cronica
realizando hemodidlise e pacientes sistemicamente sadios apresentando periodontite
mostrou que o nivel de inflamacdo nos pacientes transplantados foi menor que nos outros

(YAMALIK et al., 1991).

O uso de corticéide combinado a antibidticos, na forma de pasta, no tratamento
de reabsorcdo 0ssea, em um estudo experimental em macacos, mostrou-se efetivo (PIERCE
& LINDSKOG et al., 1987). Apesar das diferengas nos tipos de patologia investigada neste
ultimo estudo com a periodontite, parece razodvel pensar que drogas com efeito

imunossupressor poderiam ajudar a controlar a inflamacao.

Este paradoxo entre o aparecimento de doencga por facilitagio de invasdo
microbiana devido 4 imunossupressdo e deminui¢do da inflamacdo provocada pelo uso de
imunossupressor, contribui para a idéia de que a periodontite ¢ uma doenga em que muitos

fatores podem estar envolvidos.
1.6.8- Herpesvirus

Sdo classicamente conhecidas, as manifestagdes causadas pelo herpesvirus
simples na regido oral. Manifestacdes com lesdo labial e, por vezes estomatites, ocorrem
numa parcela considerdvel da populacio em algum momento da vida do individuo.
Normalmente, essas lesOes labiais sdo auto-limitadas, embora costumem ser recidivantes

(KONEMAN et al., 2001).

Desde 1990, outros herpesvirus tém sido considerados como patdgenos
emergentes na etiologia da periodontite. Particularmente, o citomegalovirus humano

(CMYV) poderia ter um importante papel na etiopatogenia dos diversos tipos desta doenca.
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O genoma deste virus ocorre com certa freqiiéncia nas regides afetadas por periodontite.

(CONTRERAS et al., 2000, CASSAI et al., 2003).

O CMV tem sido considerado uma importante causa de morbidade e
mortalidade em pacientes imunossuprimidos como aqueles transplantados de orgaos
(THOMASINI et al., 2007). Os herpesvirus humano 6 e herpesvirus humano 7 (HHV-6 e
HHV-7), embora tenham papel menos claro, parecem estar também envolvidos em
processos infecciosos  diretos ou agirem, indiretamente, em = mecanismos
imunomodulatérios e influenciando em outros processos inflamatorios em pacientes

transplantados (THOMASINI et al., 2007; FELDSTEIN et al., 2003; EMERY, 2001).

O CMV causa a citomegalovirose e, ambos HHV-6 e HHV-7 sdo os agentes
causadores do exantema subito (roseola), doenca infecciosa comum na infincia e
geralmente benigna. O papel patogénico das infeccdes pelos herpesvirus € bastante
explorado na literatura, em uma imensa gama de afecgdes. Seus respectivos potenciais

patogénicos sdo considerdveis e em alguns casos, indiscutiveis (FREITAS et al., 2004).

A maior parte dos trabalhos envolvendo herpesvirus em periodontite considera
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) qualitativa como tnica ferramenta para a detecgdo
dos herpesvirus nas amostras de tecidos ou em fluido crevicular (WU et al., 2006;
WATANABE et al., 2007, CASSAI et al., 2003). Considerando que os herpesvirus sdao
ubiquos e podem permanecer de forma latente nas células do hospedeiro por toda a vida do
individuo, € possivel que PCR positiva em algumas amostras, possa indicar apenas infec¢ao
latente nestas células, o que poderia explicar a presenca de DNA viral em &4reas nao-
afetadas pela periodontite. Nao € claro se a presenca de genoma viral nas regides afetadas
por periodontite indicam influencia destes virus nesta doenca ou se sdo apenas indicativas
de laténcia destes virus em células que migraram para o local afetado, por ocasidao da
inflamagdo existente. Desta forma a influencia dos herpesvirus no desenvolvimento da

periodontite € assunto discutivel e esse campo ainda estd sendo alvo de estudos.
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1.7- Os herpesvirus humanos
1.7.1- Caracteristicas gerais

Os herpesvirus humanos pertencem a familia Herpesviridae, sdo virus ubiquos
e uma vez ocorrida a primo-infec¢do, permanecem no organismo do individuo afetado
(laténcia) durante toda a vida. Estes virus provocam uma grande variedade de doencas,
sendo que, as infeccdes sdo frequentemente benignas, podendo, contudo, em individuos
imunocomprometidos, causar manifestacdes clinicas de gravidade variada (FERREIRA &

SOUSA, 2002; WAGNER & HEWLETT, 1999).

A familia Herpesviridae estd dividida em 3 sub-familias: Alphaherpesvirinae
(a-herpesvirinae), Betaherpesvirinae (f—herpesvirinae) e a Gammaherpesvirinae (y—
herpesvirinae). Estas distinguem-se pelas suas caracteristicas virais e estruturais, bem como
pelo seu poder patogénico. Todos os tipos de virus inseridos nesta familia sdo virus de
DNA com cadeia dupla e os diferentes tipos de herpesvirus partilham caracteristicas
estruturais semelhantes. A Tabela 1 exibe uma lista de virus pertencentes ao grupo herpes

que infectam humanos (FERREIRA & SOUSA, 2002, WAGNER & HEWLETT, 1999).

Os virus do grupo herpes estabelecem infec¢des primdrias com pouca
sintomatologia, que podem resultar em resposta imunitéria eficiente que impede uma nova
infec¢do. Contudo, o virus ndo € totalmente eliminado, sendo o seu genoma ¢ mantido em
determinadas células, sem que haja uma infec¢do produtiva. As infeccdes latentes podem
tornar-se ativas (reativacdo) devido a fatores relacionados ao hospedeiro e estas
manifestacdes permitem a disseminagdo dos herpesvirus, uma vez que se verifica libertacdo
de virions extracelulares (FERREIRA & SOUSA, 2002, WAGNER & HEWLETT, 1999 e
MADIGAN et al., 2000).

Os herpesvirus humanos simples tipo I e II (HSV-1 e HSV-2) estdo usualmente
associados com herpes labial e genital, respectivamente. Contudo, herpes genital pode ser
uma conseqiiéncia de infeccdo por HSV-1 e herpes labial pode também ser causado por
HSV-2 (KONEMAN et al., 2001). O herpesvirus humano tipo 3 (Varicela-Zoster) causa a

varicela (catapora) na infec¢do primdria que ocorre, especialmente, em criancas e a
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reativacdo pode causar o aparecimento do zoster, herpes mais freqiiente em idosos.
Herpesvirus humano tipo 4 (Epstein-Barr virus) € associado com mononucleose infecciosa,
linfoma de Burkitt e carcinoma nasofaringeo. Herpesvirus humano tipo 8 € associado ao
sarcoma de Kaposi e pode levar a morte em pacientes imunossuprimidos, especialmente na
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIV/SIDA). A infeccdo priméria por
citomegalovirus causa uma sindrome parecida com a mononucleose conhecida como
citomegalia ou “doenc¢a de inclusdo citomegalica”. As infec¢des primdrias por HHV-6 e
HHV-7 causam uma sindrome infecciosa febril comum na primeira infancia conhecida

como exantema subito ou roséola (WAGNER & HEWLETT, 1999).

Tabela 1- Virus do grupo herpes que infectam humanos.

Virus Sinonimo Sub-familia Abreviacao
Herpesvirus Humano-1 Herpes simplex-1 o HSV-1/HHV-1
Herpesvirus Humano-2 Herpes simplex-2 o HSV-2/HHV-2
Herpesvirus Humano-3 Varicella-zoster o VZV/HHV-3
Herpesvirus Humano-4 Epstein-Barr 0% EBV/HSV-4
Herpesvirus Humano-5 Citomegalovirus B CMV/HHV-5
Herpesvirus Humano-6 Nao ha B HHV-6
Herpesvirus Humano-7 Nao ha B HHV-7
Herpesvirus Humano-8 Nao ha Y KSHV/HHV-8

1.7.2- Betaherpesvirus
1.7.2.1- Classificacao e epidemiologia

Os betahespesvirus humanos de interesse médico pertencem a subfamilia
Betaherpesvirinae e incluem o CMV, HHV-6 e o HHV-7. Betaherpesvirus sao ubiquos e
epidemiologia para estes virus pode variar dependente da regido geografica e de outras
caracteristicas da populacio estudada. A soroprevaléncia do CMV ¢ largamente conhecida
ao redor do mundo, enquanto que a soroprevaléncia do HHV-6 e HHV-7 sdo menos
estudadas. Contudo, estima-se que a prevaléncia do HHV-6 e HHV-7 seja, também, alta

(cerca de 90%) na maioria dos lugares (FREITAS et al., 2004).
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Em individuos imunocompetentes, as infec¢des primdrias por betaherpesvirus

sdo usualmente auto-limitadas, embora alguns casos de manifestacdes neuroldgicas tenham

sido descritas especialmente em relacio ao HHV-6 em criangas (DONATTI et al., 2003;

MATSUMOTO et al., 2011). Nao estd claro se as manifestagdes neuroldgicas sdo causadas

pela invasdo do tecido cerebral por este herpesvirus ou € um efeito indireto da infeccao.

Apés a

infeccdo primdria, os betaherpesvirus permanecem latentes no

hospedeiro e podem reativar esporadicamente levando a viremia transitoria. Embora,

algumas sindromes (Ex. Sindrome da fadiga crbnica e esclerose multipla) tenham sido

relacionadas com reativac¢do herpesviral, o papel destes virus nestas sindromes permanece

ainda ndo esclarecido (DEWHURST, 2004). A Figura 1 mostra a organizagdo estrutural do

genoma dos betahepesvirus humanos.
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Figura 1- Organizagdo estrutural do genoma do CMV, HHV-6 e HHV-7 (DEWHURST et

al., 1997).
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1.7.2.2- Citomegalovirus

As doencgas causadas por CMV ocorrem em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento e a prevaléncia varia de 40 a 60% nos paises do hemisfério norte,
enquanto na Africa e na América Latina, taxas de 80-100% foram observadas
(SUASSUNA et al., 1995; COSTA et al., 1999). Cerca de 80% da populacdo entre o final
da infincia e inicio da adolescéncia jd estd infectado por CMV e podem abrigar o virus em
vdrios locais do corpo, especialmente nas glandulas salivares e em diferentes tipos de
leucdcitos. As células mononucleares do sangue periférico parecem ser o local mais comum

para laténcia do CMV (ALMEIDA et al., 2001).

Em adultos sauddveis, a infeccdo primdria pelo CMV ¢& geralmente
assintomadtica. Alguns individuos podem ter sintomas semelhantes a sindrome de
mononucleose infecciosa, como linfadenopatia, febre, exantema, mal-estar, artralgia,
hepatomegalia e esplenomegalia. Em pacientes imunocomprometidos, a infec¢do pelo
CMV pode modular a resposta imune e levar a apresentacdes clinicas mais complexas,

incluindo a morte, dependente da situacdo envolvida (EMERY, 2001).
1.7.2.3- Herpesvirus humano 6

Herpesvirus humano 6 (HHV-6) foi primeiramente isolado por SALAHUDIN
et al.(1986), de pacientes com doenga linfoproliferativa e de sindrome da imunodeficiéncia

adquirida.

No Brasil estudos de prevaléncia soroldgica realizada nas regides Norte e
Sudeste mostram que anticorpos contra HHV-6 estavam presentes em 90% dos individuos
na populagdo estudada (0-40 anos) com a ocorréncia da infeccdo primdria, em geral, nos

primeiros anos de vida (FREITAS et al., 1997; LINHARES et al., 1991).

Existem duas variantes distintas (HHV-6A e HHV-6B) com caracteristicas

genéticas, bioldgicas e imunoldgicas diferentes (SALAHUDDIN et al., 1993).
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O HHV-6B parece ser isolado mais freqiientemente do que o HHV-6A no
sangue, exceto em pacientes com AIDS, enquanto HHV-6A foi obtido principalmente a

partir de adultos com doencas cronicas (SALAHUDDIN et al., 1993).

Cepas de HHV-6B foram na sua maioria isoladas de criancas com exantema
subito. Na maioria destes casos a infec¢do primdria por HHV-6 apresenta sintomas como
febre alta e erupcdo cutinea (rash). Convulsdes também podem estar presentes nos casos
mais graves. Infec¢do primdria em adultos ainda ndo estd totalmente caracterizada, mas
uma variedade de condigbes clinicas tém sido descritas, incluindo desordens

linfoproliferativas (FREITAS et al., 2003).

A variante HHV-6A ¢ a variante mais frequentemente encontrada em bidpsias

de linfonodo de pacientes infectados pelo HIV (FREITAS et al., 2003).

A replicagdo do HHV-6 in vivo tem sido demonstrada em vérios tipo celulares
incluindo linfécitos, macréfagos, histidcitos, células endoteliais, células epiteliais.
Linfécitos T-CD4" parecem ser as células-alvo principais para a infec¢io pelo HHV-6

(LUPPI et al., 1998).

A ocorréncia de antigenos e/ou DNA de HHV-6 em glandulas salivares,
linfonodo, neurdnios e células gliais sugere que HHV-6 pode, persistentemente, estabelecer
laténcia nestas células e sofrer subsequente reativagdo. A saliva pode desempenhar um

papel importante na transmissao horizontal do HHV-6 (FREITAS et al., 2003).
1.7.2.4- Herpesvirus humano 7

HHV-7 foi isolado pela primeira vez a partir de células T-CD4" purificadas de
um individuo sauddvel, por FRENKEL er al. (1990). O HHV-7, como outros
betaherpesvirus, permanece latente ou em baixo nivel de replicacdo viral apds a infec¢ao

primdria ou pode reativar durante estados de imunossupressao (IHIRA et al., 2001).

No Brasil (regido norte), 93 % de adultos e criangcas maiores que 10 anos de
idade apresentam anticorpos de classe IgG contra o HHV-7, segundo estudos de FREITAS

et al. (2004). Assim como o HHV-6, este virus pode também causar exantema subito,
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embora a primo-infeccdo pelo HHV-7 incide em idades entre 5 e 6 anos de vida, um pouco
mais tarde que para o HHV-6, que ocorre aos 2 anos, aproximadamente (IOSHIKAWA et
al., 1989; WYATT et al., 1992; TORIGOE et al., 1995; TANAKA et al., 1996; WARD et
al., 2001). A infec¢do pelo HHV-7 pode ocorrer mais cedo em regides tropicais como o

Brasil (OLIVEIRA et al., 2003).

HHV-7 compartilha muitas propriedades do HHV-6, sugerindo que os fatores
que controlam a sua reativagcio ou aumento da replicacdo viral em pacientes

imunodeprimidos podem ser semelhantes (MENDEZ et al., 2001).

A exemplo do HHV-6, a transmissdao horizontal do HHV-7 se da,
provavelmente, através da saliva como foi sugerido por TAKAHASHI et al. (1997). O
indice de isolamento do HHV-7 a partir da saliva é muito alto, cerca de 75% (CANADA
COMMUNICABLE DISEASE REPORT, 2000).

O receptor CD4 estd presente em células das glandulas salivares, o que explica
a alta freqiiéncia de isolamento deste virus da saliva de seres humanos adultos sadios
(KONEMAN et al., 2001; WYATT & FRENKEL, 1992). Antigenos do HHV-7 sdo
freqlientemente encontrados em pulmdes, pele, figado, rins, glindulas mamérias e tonsila

(KEMPF et al., 1998).

Efeitos causados pelo HHV-7 em células de natureza imune tem sido descritos
na literatura. HHV-7 infecta mais especificamente, as células T-CD4", que pode resultar em
citotoxicidade e atividades imunomodulatérias (SECCHIERO et al., 2001). Também foi
demonstrado que a “down” modulacdo da expressdo de antigeno leucocitario humano
(HLA) e beta-2-microglobulina pelo HHV-7 esta ligada a replicacdo viral e ndo é apenas a
consequéncia da interag¢do de particulas virais com a superficie da célula. Células infectadas
podem, portanto, eficientemente escapar da pressdo imune do hospedeiro, que poderia
explicar a persisténcia do HHV-7-células positivas em diversos tipos de tumores e doencas
infecciosas cronicas (MIRANDOLA, 2006). Embora HHV-7 tenha tropismo restrito para
células CD4", deve-se notar que células T-CD4" infectadas por HHV-7 “matam” células T-

CDS8" nilo infectadas in vitro. Além disso, o HLA de classe I e beta-2-microglobulina sio
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também “down” modulados em células T-CD8" na presenca de leucdcitos infectados pelo

HHV-7 in vitro (SECCHIERO et al., 2001).

Em relacdo ao HHV-7 in vivo, existe pouca evidencia de manifestacOes graves
causadas por ele. Os efeitos imunomodulatdrios estdo entre os mais pesquisados, embora, a

relac@o causal com manifestagdes clinicas seja também dificil de estabelecer.
1.8- Relacao dos betaherpesvirus humanos com periodontite

Alguns autores sugeriram que a presenca de herpesvirus em regides
periodontais poderia desempenhar um papel na patogénese da periodontite humana
(CONTRERAS et al., 2000; CASSAI et al.,2003; ROTOLA et al., 2008). Herpesvirus siao
ubiquos e apds a infeccdo primdria podem persistir de forma latente no hospedeiro em
varios tipos de células, incluindo células do sistema imunoldgico. O citomegalovirus
(CMV) € o membro mais estudado dos betaherpesvirus em regides periodontais.
Recentemente, outros dois betaherpesvirus (HHV-6 e HHV-7) t€ém sido investigados
devido ao fato desses virus serem freqiientemente detectados na saliva (CONTRERAS et
al., 2000; CASSAI et al.,2003; ROTOLA et al., 2008; CONTRERAS et al., 2001).
Betaherpesvirus também tém sido estudados apds transplante de 6rgdos e alguns autores
tém sugerido que os virus podem agir direta ou indiretamente pela imunomodulacdo e
influenciar a resposta 1imune devido a replicacio viral em linfécitos e
mondcitos/macréfagos (IHIRA et al., 2001; MENDEZ et al., 2001; FELDSTEIN et al.,
2003; PEIGO et al., 2009).

Células inflamatorias abrigando herpesvirus presentes nos locais de inflamagao
periodontal podem contribuir para o desenvolvimento e evolu¢do da periodontite
(CONTRERAS et al., 1999; KAMMA & SLOTS, 2003; SLOTS, 2007). CMV pode induzir
efeitos citopdticos diretos sobre os fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e células
inflamatdrias, polimorfonucleares, linfécitos T, macréfagos e, possivelmente, pode afetar
células Osseas. Em pacientes com periodontite, as células T sdo ativadas e respostas
especificas de linfécitos sdo movidos pela natureza do estimulo antigénico inicial. Este
processo € apoiado por uma complexa cascata de eventos envolvendo citocinas,

quimiocinas e outros mediadores inflamatérios, que podem ser alterados devido a infecc¢ao
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pelo CMV. Equilibrio entre atividades pro-inflamatérias e anti-inflamatdrios controladas
por diferentes sub-populades de linfocitos parece ser crucial na patogénese da periodontite

(SLOTS, 2010).

Considerando outros betaherpesvirus, a expressdo de diferentes antigenos
celulares pode ser drasticamente alterada em tecidos infectados por HHV-6 nos quais a
infecc¢do viral poderia induzir a “up ” regulacdo de CD4 e “down” modulag¢do de CD3 nas
células T. HHV-6 pode afetar gravemente a fisiologia de 6rgdos linféides secundarios
através da infeccdo direta dos linfécitos T e modulacdo de receptores de membrana e de
imunomoduladores de quimiocinas (GRIVEL et al., 2003). Além disso, citotoxicidade e
efeitos causados pela infec¢do por HHV-7 em subpopulagdes T-CD4™ de linfécitos in vitro
e in vivo tém sido descritos como um mecanismo adaptativo para a evasdao do sistema

imune do hospedeiro (SECCHIERO et al., 2001).

Efeitos imunomoduladores locais causados pela infecc@o por herpesvirus pode
facilitar a proliferacdo bacteriana e aumentar a viruléncia ou induzir a liberacdo de citocinas
e quimiocinas a partir de células inflamatérias e tecido conjuntivo. Além disso, virus e
bactérias podem atuar em sinergismo para produzir patologia. Por outro lado, a presenca de
betaherpesvirus em regides afetadas por periodontite poderia, meramente, refletir virus

latentes em células do tecido periodontal ou do infiltrado inflamatério presente neste tipo

de patologia (SLOTS, 2007; SLOTS & CONTRERAS, 2000).

Uma vez que os linfécitos CD19" (B), CD3* (T) e as sub-populac¢des auxiliares
(T-CD4") e citotéxicos (T-CD8") estdo envolvidos na patogénese da periodontite e essas
células podem ser infectadas por herpesvirus, estudos para avaliar a associacdo de
herpesvirus com sub-populacdes de células imunes no infiltrado inflamatério podem
contribuir para esclarecer se existe interagdo entre virus e o sistema imunoldgico na regiao
periodontal. Entretanto, poucos estudos t€m relatado associagdo entre a presenca de
herpesvirus com perfis imunofenotipicos de infiltrados inflamatérios (CONTRERAS et
al., 1999, SABETI et al., 2009). Nio é comum na literatura, a aplica¢do de métodos para a
deteccdo de antigenos virais, como por exemplo a imuno-histoquimica, nas amostras

afetadas por periodontite.
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2- OBJETIVOS
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Gerais

Determinar a prevaléncia de CMV, HHV-6 e HHV-7 em bidpsias obtidas de pacientes

afetadas por periodontite cronica marginal.

Especificos

Determinar o perfil imunofenotipico do infiltrado inflamatério nas bidpsias pela contagem
de células CD19+ (B), CD3+ (T) e sub-populacdes T-CD4+ (T auxiliar) e T-CD8+
(citotoxico) e, verificar qual perfil imunofenotipico de infiltrado seria mais freqiientemente

associado a presenga de CMV, HHV-6 e HHV-7.
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3- CASUISTICA E METODOS
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3.1- Casuistica

Vinte pacientes afetados por periodontite cronica foram incluidos neste estudo.
Pacientes que apresentaram periodontite cronica marginal, com base nos achados clinicos e
radiograficos (ARMITAGE, 1999) foram considerados elegiveis para participar deste

estudo.

Todos o0s pacientes eram, sistemicamente, sauddveis e ndo receberam
tratamento periodontal ou antibidticos, por pelo menos seis meses, antes do exame clinico e
coleta das amostras. Cada paciente contribuiu com uma bidpsia coletada da regido
clinicamente afetada envolvendo o epitélio e o tecido conjuntivo de frente para a “bolsa
periodontal” e o sulco (CASSAI 2003). A Figura 2 esquematiza a regido do tecido na qual

foram obtidas as bidpsias.

Local da biopsia

Figura 2 — Desenho esquemadtico do dente e periodonto mostrando a regido do tecido na

qual foram obtidas as bidpsias (desenho adaptado de BRAGA et al., 2007).
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Em 12 individuos saudaveis (controle normal), amostras de tecido foram
colhidas a partir de regides periodontalmente sauddveis. Todos os individuos saudaveis
apresentaram profundidade de sondagem < 3 mm, sem perda de inser¢do ou sangramento
gengival durante o procedimento de sondagem e as bidpsias gengivais foram obtidas na
regido sulcular, durante o processo de extracdo de dente. Estes pacientes eram ndo-
fumantes, sem periodontite ou gengivite, ndo eram portadores de doencgas cronicas e ndo

apresentavam indicios de infec¢des agudas.

A Tabela 2 exibe as caracteristicas demogréficas dos pacientes afetados por

periodontite cronica e do grupo controle incluidos neste estudo.

O protocolo foi desenvolvido em conformidade com os requisitos para
pesquisas envolvendo seres humanos, e foi aprovado pelo comité de ética institucional.
Além disso, todos os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido

para serem incluidos neste estudo.

Tabela 2- Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes afetados por periodontite
cronica e do grupo controle.

Grupo Total Sexo (M/F) Idade (anos) PS (mm) PCI (mm)
Média Média
Intervalo Mediana
n N (%)
Periodontite 20 7/13 (35/65) 39-69 52 5,6 6,2
cronica
Grupo controle 12 6/6 (50/50) 20-40 34 - --

PS= Profundidade de Sondagem; PCI= Perda Clinica de Insercdo; mm= milimetros.

3.2- Métodos

Os fragmentos de tecido biopsiados foram lavados vérias vezes com solucio
salina estéril e divididos em duas partes: uma delas foi fixada em formalina tamponada a
10% e outra congelada (-20°C) em frascos estéreis. Laminas estéreis de bisturi e placas de
Petri estéreis foram utilizadas para cada amostra, distintamente, para evitar contaminacao

cruzada.
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Os fragmentos de tecido fixado em formalina foram destinados a andlise
imuno-histoquimica e para exame histopatolégico. A extragdo do DNA foi realizada a
partir do fragmento de tecido nao fixado, no mesmo dia da amostragem (amostras mantidas

a -20°C até o procedimento de extragdo).
3.2.1-Extracao de DNA

Os fragmentos de tecido foram finamente picados com a ajuda de lamina de
bisturi estéril (descartado a cada amostra) e incubados em tubos tipo eppendorf, durante
uma noite, a 56°C, com 100 pl de tampao de lise, contendo proteinase K (tampdo Tris-HCI
pH 8,3 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 0,2% duodecil sulfato de sodio e 100 pug de

proteinase K).

Aos tubos, foram adicionados 200 pl de mistura fenol-cloroférmio (na
propor¢ao de 1:1), homogeneizado por 15 segundos, em agitador mecanico e,
posteriormente, centrifugado a 15.000 r.p.m., por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a

10°C.

O sobrenadante foi removido para outro tubo. Este tltimo processo foi repetido
por mais duas vezes. Ao sobrenadante, foi adicionado 25ul de Acetato de Sédio 3M gelado
e 900 ul de etanol absoluto. O tubo foi agitado e incubado em banho de gelo por 10

minutos.

O tubo foi centrifugado a 15.000 r.p.m. por 10 minutos, descartado o
sobrenadante e o precipitado foi seco com os tubos invertidos protegidos da exposicao a luz
e de contaminantes por 8 horas. O precipitado foi ressuspenso em 25 pl de tampao-TE (10
mM Tris, | mM EDTA). O DNA assim obtido foi mantido congelado a —20°C até o
momento da andlise (IMBRONITO et al., 2008).

3.2.2-Reacido em Cadeia da Polimerase (nested-PCR)

As condi¢des da reacdo seguiram a metodologia cldssica da reacdo em cadeia

da polimerase. As amplificagdes foram realizadas em um Peltier Thermal Cycler
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(MJResearch, MA, EUA). Controles positivos e negativos para CMV, HHV-6 e HHV-7

foram incluidos de forma sistematica a cada bateria de reagdes.
3.2.3-Nested-PCR para CMV

A nested-PCR seguiu o método descrito por DEMMLER er al.(1988) para
CMV, com algumas modificacdes. O DNA extraido dos tecidos como descrito
anteriormente foi processado na quantidade de 0,8 uL. com 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCI, 4 mM MgCl,, 500 uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 2 pmol de cada iniciador (Tabela 3), e 0,5 U de Tag DNA Polimerase num total de
20 uL, usando 4gua deionizada estéril q.s.p. A PCR foi realizada com uma desnaturacio
inicial de 94°C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e

1 minuto e 30 segundos a 72°C e, extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Uma segunda PCR foi realizada usando 0,6 pL do produto da primeira
amplificagdao com 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 500 uM de cada
desoxirribonucleotideo (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 pmol de cada iniciador (Tabela 3), e
1 U de Tag DNA Polimerase num total de 25 pL, usando 4dgua deionizada estéril q.s.p. As
condicdes da segunda PCR foram: desnatura¢do inicial de 94°C por 10 minutos, seguida de
30 ciclos de Iminuto a 94°C, 1 minuto a 57°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C e, extensao

final de 72°C por 10 minutos.
3.2.4-Nested-PCR para HHV-6 (A/B)

A nested-PCR seguiu 0 método descrito por SECCHIERO et al. (1995) para
HHV-6, com algumas modificacdes. O DNA extraido dos tecidos como descrito
anteriormente foi processado na quantidade de 2 uLL com 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCI, 4 mM MgCl,, 400 uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 2 pmol de cada iniciador (Tabela 3), e 1 U de Taq DNA Polimerase num total de 25

UL, usando dgua deionizada estéril g.s.p.
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A PCR foi realizada com uma desnaturacdo inicial de 94°C por 10 minutos,
seguida de 30 ciclos de Iminuto a 94°C, 1 minuto a 56°C e 1 minuto a 72°C e, extensio

final de 72°C por 10 minutos.

Uma segunda PCR foi realizada usando 1 pL do primeiro PCR com 10 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 4 mM MgCl,, 400 uM de cada desoxirribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 pmol de cada iniciador (Tabela 3), e 1 U de Tag DNA
Polimerase num total de 25 pL, usando dgua deionizada estéril q.s.p. A condi¢des de reacao
da segunda PCR foram: desnatura¢do inicial de 94°C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos
de 1minuto a 94°C, 1 minuto a 56°C e 1 minuto a 72°C e, extensdo final de 72°C por 10

minutos.
3.2.5-Nested-PCR para HHV-7

A nested-PCR para o HHV-7 seguiu o método descrito por POZO e TENORIO
(1999) para HHV-7, com algumas modificagdes (originalmente, um multiplex-PCR). O
DNA extraido dos tecidos como descrito anteriormente foi processado na quantidade de 5
puL com 10 mM Tris-HC1 (pH 8,3), 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de cada iniciador (Tabela 3),
e 1,25 U de Tag DNA Polimerase num total de 50 pL, usando dgua deionizada estéril q.s.p.

A PCR foi realizada com uma desnaturag¢do inicial de 94°C por 2 minutos,
seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 53°C e 30 segundos a 72°C e,

extensao final de 72°C por 5 minutos.

Uma segunda PCR foi realizada usando 1 pL do primeiro PCR e 49 uL. de uma
mistura consistindo de 60 mM Tris-HCI (pH 8,5), 2 mM MgCl,, 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de cada iniciador (Tabela 3)
e, 1,25 U de Taq DNA Polimerase . As condi¢gdes da reacdo seguiram as mesmas da PCR

anterior, exceto que a temperatura de anelamento foi de 47°C.
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Tabela 3- Sequéncia de bases dos iniciadores (primers) utilizados para a detec¢dao do
CMV, HHV-6 e HHV-7 e seus respectivos codigos de acesso ao Genbank Database.

Iniciadores Seqiiéncia de Bases

CMV 1+ MIE-4 5’ CCA AGC GGC CTC TGA TAACCA AGCC ¥
CMV 1- MIE-5 5> CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG 3
CMV 2+ IE-1 5’ CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC 3

CMV 2- IE-2 5 CCC GCT CCT CCT GAG CACCC 3

Cod. Acesso: HSSMIE4
Major immediate early gene (MIE)

HHV-6 (A/B) 1+ EX-1 5" GCGTTT TCA GTC TGT AGT TCGGCAG 3
HHV-6 (A/B) 1- EX-2 5’ TGG CCG CAT TCG TAC AGA TAC GGA GG 3’
HHV-6 (A/B) 1+ IN-3 5 GCT AGA ACG TAT TTG CTG CAG AACG 3
HHV-6 (A/B) 1+ IN-4 5’ ATC CGA AAC AACTGT CTG ACT GGC A 3’

Cod. Acesso: X83413
Complete virion genome

HHV-7 1+ 5’ GAG GTG ATT TAT GGT GAT ACT GA 3’
HHV-7 1- 5" AACTTT CCA ATG TAACGTTTCTT 3
HHV-7 2+ 5 GTT ACT TTC AAA AAT GTT TGT CCC 3’
HHV-7 2- 5’ GGA AAT AGG ATC TTT TCA AATTC 3’

Cod. Acesso: U43400
Complete virion genome

3.2.6-Visualizacao dos produtos das nested-PCRs

A visualizacdo das bandas foi realizada ap6s a aplicacdo de 10 pul do produto da
segunda PCR para cada um dos virus em gel de Agarose a 2% em tampdo TEB (TRIS-
EDTA-BORATO), contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio e, submetida a eletroforese
em imersdo em tampao TEB por 15 minutos 4 100 Volts. Apds a corrida eletroforética, os
géis foram visualizados a luz ultravioleta para a comprovacdo das bandas usando um

padrdo de peso molecular (DNA-Ladder, Gibco-BRL).

Os tamanhos das bandas separadas do CMV, HHV-6 (A/B) e HHV-7 sdo de
159, 258 e 122 pares de bases, respectivamente. PCR com iniciadores para gene da beta-
globina foi realizada nas amostras de DNA extraidos dos tecidos como controle de

qualidade para detectar possiveis falhas na técnica de extracdo (AQUINO, 2001).
3.2.7-Preparacao e seccionamento dos tecidos

Os fragmentos de tecido foram mantidos por pelo menos 48 horas mergulhados

em formalina tamponada a 10% para completa fixacao.

54



Em seguida, os fragmentos de tecido foram desidratados pela incubacio por 6

horas em solugdes de dlcool etilico a 50%, 70%, 90% e 100% sucessivamente.

Os fragmentos de tecido foram diafanizados por incubagdo em xilol puro por
duas vezes em frascos distintos. Em seguida, os fragmentos foram incluidos em parafina

histoldgica e emblocados.

Os blocos contendo fragmentos de tecidos foram seccionados em micrétomo (6
um) e as secdes transferidas para laminas pré-tratadas com silano (Sigma-Aldrich, MO,

EUA) para evitar descolamento durante o processo de recuperacio antigénica.

Para a coloracdo de Giemsa, foram utilizadas 1aminas tratadas com albumina

bovina para facilitar a aderéncia do tecido as 1aminas.

As laminas foram mantidas em estufa a 60°C, por pelo menos 24 horas, para

completa secagem e estiramento do tecido nas laminas.

As laminas contendo os cortes de tecido foram desparafinados por imersao em
xilol por duas vezes e reidratados por imersdo em solucdes de dlcool etilico a 100%, 90%,

70%, 50% e lavados com PBS (tampao fosfato salino, pH 7,4).
3.2.8-Coloracao de Giemsa

As laminas foram mergulhadas em corante de Giemsa, por 40 minutos e
lavadas com dgua destilada, até desprendimento completo do excesso de corante. Apds a
secagem, as laminas foram montadas com bélsamo do Canada e laminula e mantidas ao

abrigo da luz direta.
3.2.9-Recuperacao antigénica

A recuperacdo antigénica foi realizada por imersao e incubagdo das laminas em

tampao citrato (0,01 M de dcido citrico, pH 6,0) a 96 ° C, por 50 minutos, em banho-maria.

As laminas foram lavadas em dgua destilada, PBS e imediatamente submetidas

a imuno-histoquimica, seguindo protocolo descrito abaixo.
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3.2.10-Imuno-histoquimica para CD19, CD3, CD4 e CD8 (imunofenotipagem)

As laminas, contendo as secgdes de tecido, foram fixadas com solucdo de
metanol-acetona gelada (1:1), por 15 minutos e, incubadas com albumina bovina a 1%

(BSA) em PBS, por 15 minutos, para evitar a interferéncia por ligacdo inespecifica.

Os cortes de tecido foram cobertos com anticorpos monoclonais de
camundongo fluorescentes (FITC-conjugado) (Biolegend, CA, EUA) contra CD19 humano
(clone HIB19), CD3 (Clone HIT3a), CD4 (Clone RPA-T4) ou CD8 (Clone HITS8a) e
incubados, por 2 horas, a 37 ° C, em camara escura. As laminas foram lavadas 3 vezes, com
PBS e contra-coradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 300nM in PBS), por 5
minutos, em camara escura. As laminas foram lavadas por vérias vezes, com PBS,
montadas com glicerina tamponada e imediatamente observadas ao foto-microscépio UV

(DM2000 Leica, Wetzlar, Alemanha).

As células que apresentaram fluorescéncia especifica de cor verde mag¢ad foram
consideradas positivas. Os nucleos das células apresentaram fluorescéncia de cor azul

brilhante, apds coloragdo com DAPL.
3.2.11-Imuno-histoquimica para citomegalovirus, HHV-6 e HHV-7

As seccdes de tecido foram fixadas com solu¢do de metanol-acetona gelada
(1:1), por 15 minutos, e incubadas com albumina bovina a 1% (BSA), por 15 minutos, para
evitar a interferéncia por ligacdo inespecifica. Os cortes histoldgicos foram cobertos com
anticorpos monoclonais contra o citomegalovirus (C-10 e C-11, Biotest, Frankfurt,
Alemanha), anticorpos monoclonais de camundongo contra o HHV-6 A/B (Mab8533 e
Mab8535, Chemicon, Inc., Califérnia, EUA) ou para o HHV-7 (Mab-KR-4, Advanced
Biotechnologies Inc., Maryland, EUA) e incubados, a 37 ° C, por 2 horas. Os cortes
histolégicos foram lavados trés vezes, com PBS, e imersos em metanol contendo 0,3% de
peréxido de hidrogénio, por 15 minutos, para bloquear a atividade da peroxidase endégena.
Os cortes histolégicos foram lavados trés vezes, com PBS e, em seguida, cobertos com
anticorpo de coelho anti-imunoglobulina de camundongo conjugado a peroxidase de rdbano

(HRP) (Z0456, Dako, Copenhagen, Dinamarca) e incubados a 37 © C, por 1 hora. Os cortes
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histolégicos foram lavados trés vezes com PBS e cobertos com anticorpo de cabra anti-
imunoglobulina de coelho conjugado a peroxidase de rabano (HRP) (81-6120, Zymed, CA,
EUA) e incubados, a 37 ° C, por 1 hora. Os cortes histolégicos foram lavados em PBS e
reacdo revelada pela incubacdo com amino-etil-carbazol contendo 0,03% de perdxido de

hidrogénio, por 30 minutos no escuro.

Todas as etapas de incubagdo foram realizadas em camara umida. Finalmente,
as seccoes de tecido foram lavadas com dgua destilada, contra-coradas com hematoxilina
de Harris e montadas com bédlsamo do Canadd. As células coradas em marrom foram
consideradas positivas para antigenos virais. Tecidos positivos para citomegalovirus
(biopsia de um paciente infectado pelo HIV com doenca gastrointestinal pelo
citomegalovirus) e tecido de paciente sem doenca foram empregados para cada bateria de
reacdo como controle de qualidade positiva e negativa para citomegalovirus,
respectivamente. Linfonodo afetado por doenca linfoproliferativa benigna e tonsila, que
apresentavam células que expressavam antigenos (nested-PCR positivos) foram utilizados
para cada bateria de reacdo como controle de qualidade positiva para HHV-6 ¢ HHV-7,
respectivamente. Linfonodo negativo (negativo por nested-PCR) e figado de ratos foram

utilizados como controle de qualidade negativa para ambos os virus.
3.2.12-Analise morfolégica e imuno-histoquimica

Cada caso foi examinado por microscopia de luz apds colorac@o pelo método de
Giemsa, para a determinacdo da qualidade e intensidade do infiltrado. A intensidade do
infiltrado foi graduada em escores: 0 = auséncia de infiltragdo, 1 = infiltracdo discreta
(poucas células inflamatérias proximas ao epitélio de juncdo), 2 = infiltracio moderada
(muitas células inflamatérias espalhadas por todo o tecido conjuntivo) e 3 = infiltracdo

intensa (mais que 1/3 das células no tecido s@o células inflamatérias) (LIU et al., 2006).

O nimero de células CD19" (B), CD3" (T) e sub-popula¢des T-CD4" e T-CD8"
foram obtidas por contagem da drea total da lamina. As dreas de infiltracdo inflamatéria na
lamina foram focalizadas sob luz UV com aumento de 400x e células redondas positivas
(fluorescéncia verde mag¢d) foram contadas. O total de nucleos foi contado na mesma area

da lamina através da fluorescéncia nuclear azul brilhante obtida apds coloragao com DAPI.
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Todos os procedimentos de contagem foram realizados em triplicata. A porcentagem de
células positivas foi calculada dividindo o nimero total de células positivas pelo numero
total de células redondas nucleadas e, multiplicado por 100. As relacdes de CD19*/CD3" e
CD4*/CD8" foram calculados dividindo o nimero de células CD19" pelo niimero de células

CD3" e, niimero de células CD4* pelo niimero de células CD8*, respectivamente.

As laminas submetidas a imuno-histoquimica para CMV, HHV-6 e HHV-7
foram observadas por microscopia de luz e varridas em busca de células positivas

(marrons) em suas areas totais.
3.2.13-Analise estatistica

A andlise estatistica das varidveis continuas foi realizada utilizando teste t
pareado e a andlise das varidveis categoricas foi realizada pelo teste do qui-quadrado ou

teste exato de Fisher. Um valor de P < 0,05 foi considerado, estatisticamente, significativo.
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4- RESULTADOS
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4.1- Analise Morfolégica

Todas as 12 amostras de tecido periodontal coletadas dos individuos do grupo
controle ndo apresentaram infiltracdo inflamatéria significativa e, portanto, foram excluidos

dos procedimentos de imunofenotipagem.

Dentre as 20 amostras de tecido periodontal coletadas dos pacientes afetados
por periodontite, todas apresentaram infiltrado do tipo cronico com escores variando de 1 a
3. Figuras 3 e 4 exibem sec¢des de tecido obtido de um paciente com periodontite

apresentado infiltrado do tipo cronico corado pelo método de Giemsa. O Gréfico 1 exibe o

percentual de cada escore de infiltracdo, onde foi verificado uma freqiiéncia de 57,2% do

score 3 (12/20).

Figura 3 - Seccdo de tecido afetado por periodontite cronica corado pelo método de
Giemsa. Infiltrado cronico observado no tecido conjuntivo. Aumento de 100x.

60



Figura 4- A mesma prepara¢do mostrada na Figura 3 em aumento de 400x.

100 -
a0 -
80 -
60 | 57,2% (12/20)
50 -

30 A
20 A

21,4% (4/20) 21,4% (4/20)

10 -

Scorel Score 2 Score 3

Figura 5- Distribuicdo das amostras afetadas por periodontite de acordo o nivel de
infiltracdo (scores). Score 1= infiltracdo discreta, score 2= infiltracio moderada, score 3=

infiltra¢do intensa.
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4.2- Imunofenotipagem

A avaliacdo da distribuicdo de cada marcador mostrou que células CD19",
CD3" total e sub-populagdes T-CD4" e T-CD8" foram freqiientemente encontradas nos
infiltrados de periodontite cronica embora em diferentes percentuais. Na maioria dos casos
(60%), células CD19" (B) foram predominantes na amostra (relagio CD19/CD3 > 1,1).
Contudo, o numero de células expressando CD19 ndo foi estatisticamente diferente do

numero de células expressando CD3 considerando o total de amostras (Gréafico 2A).

Em 9/20 (45%) pacientes, a sub-populagio de células T-CD4" foi predominante
na amostra em relacdo ao T-CD8" (relacdio CD4/CD8 > 1,1). Nenhuma amostra apresentou
predominéncia da sub-populacdo de células T-CD8" sobre as células T-CD4". O nimero
absoluto de células expressando CD4 foi, significativamente, maior que o ndmero de
células expressando CD8 (P=0,004) considerando o total de amostras analisadas (Gréfico
2B). Fotomicrografia de uma amostra submetida a imunofenotipagem (marcac¢do para o

epitopo CD3) através da imunofluorescéncia direta estd mostrada nas Figuras 5,6 e 7.

A P=0.42 B P=0.004*

[
CD19 cD3 CcD4 cbs
100 100

80 T - 80

0 &0

40 40

20 L 20

Figura 6 — A- Freqiiéncias relativas de células CD19" (células B) e células CD3" (células T
totais) no total de amostras obtidas de pacientes afetados por periodontite. Nio foi
observada diferenca significativa entre estas duas populacdes celulares. B- Freqiiéncias
relativas das sub-populagdes T-CD4" e T-CDS8". Predominancia significativa de células
CD4" sobre as células CD8" nas amostras (teste t pareado). “Whiskers” indicam o desvio
padrao.
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Figura 7 — Tecido periodontal marcado com anticorpo monoclonal de camundongo anti-
CD3 humano conjugado a fluoresceina (FITC). Aumento de 400x.

Figura 8 - Nicleos celulares no mesmo campo visto na Figura 5 corado com DAPI.

Figura 9 — Imagem combinada (sobreposta) das imagens mostradas nas Figuras 5 e 6.

63



4.3- Nested-PCR para CMV, HHV-6 e HHV-7

Foi detectado DNA do CMV em 30% dos pacientes com periodontite cronica
(6/20), com auséncia de amplificagdo em todos os pacientes controles (0/12). HHV-6 ndo
foi detectado em nenhuma das amostras de pacientes com periodontite e foi detectado em
apenas 1/12 amostras de individuos do grupo controle. Detectou-se DNA do HHV-7 em
30% dos pacientes com periodontite (6/20), com auséncia de amplificacdo em todos os
pacientes controles (0/12). CMV e HHV-7 foram, portanto, mais freqiientes em amostras de
regido afetada pela periodontite que em amostras do grupo controle (P=0,04 e P=0,04,
respectivamente). A Tabela 4 mostra a freqii€ncia de cada herpesvirus estudado em cada
grupo incluido neste estudo. CMV e HHV-7 ndo se correlacionaram com gravidade dos

casos nem com profundidade de sondagem.

Tabela 4- Distribui¢do de CMV, HHV-6 e HHV-7 detectados por nested-PCR em bidpsias
coletadas de regides afetas por periodontite e de bidpsias coletadas de tecido periodontal de
individuos sadios (controle).

Afetados Controle P-valor
n (%) n (%)
cMv 6/20 (30) 0/12 (0) 0,04*
HHV-6 0/20 (0) 1/12 (5) NS
HHV-7 6/20 (30) 0/12 (0) 0,04*

* Teste exato de Fischer.

4.4- CMV, HHV-7 e caracteristicas imunofenotipicas do infiltrado

CMYV foi mais freqiientemente encontrado nas amostras onde as células CD3*
foram predominantes (relacio CD19/CD3 < 0,9; P=0,003). Nenhuma correlacdo foi

encontrada entre CMV com células CD4* ou CD8".

HHV-7 foi também mais freqiiente onde as células CD3" foram predominantes
nas amostras (relacio CD19/CD3 < 0,9; P=0,003). Além disso, HHV-7 foi associado com
amostras onde a sub-populacdo T-CD4" foi predominante (relagio CD4/CD8 > 1,1;
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P=0,002). Tabela 5 exibe a freqiiéncia de todos os virus em cada diferente perfil de relacao

de CD19/CD3 e CD4/CDS8 no total de amostras analisadas.

Tabela 5- Freqiiéncia de todos os virus detectados por nested-PCR e distribuidos por perfil
de marcador CD (relagdo) nas amostras analisadas.

Marcador CD CMV HHV-7
positivo positivo
n (%) N (%) P-valor N (%) P-valor
Relacao
CD19/CD3
09-1,1 4/20 20) 2/4 50) 0,34 2/4 50 0,34
> 1,1 12/20 (60) 0/12 0) NS 0/12 0 NS
<0,9 4/20 (20) 4/4 (100) 0,003* 4/4 100 0,003*
Relacao
CD4/CD8
09-1,1 11/20 (55) 4/11 (36,3) 0,15 0/11 0 NS
>1,1 9/20 (45) 2/9 (22,2) 0,66 6/9 100 0,002%*
<0,9 0/20 (V) -- -- -- -- -- --

* Teste exato de Fischer.

4.5- Imuno-histoquimica para CMV, HHV-6 e HHV-7

Nenhuma das amostras de pacientes afetados por periodontite cronica nem do

grupo controle foi positivo para qualquer dos virus por imuno-histoquimica.

Reagdo positiva para CMV por imuno-histoquimica em fragmento de tecido
biopsiado de um paciente infectado pelo HIV com doenga gastrintestinal por CMV (usado
como controle positivo) estd mostrado nas Figuras 8 e 9. Imuno-histoquimica positiva para
HHV-6 de linfonodo afetado por doenca linfoproliferativa benigna usada como controle
positivo estd mostrado na Figura 10. Imuno-histoquimica positiva para HHV-7 em tonsila
também usada como controle positivo esta exibida nas Figuras 11 e 12. Todos os controles

negativos nao revelaram qualquer célula positiva.
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Figura 10 - Seccdo de tecido biopsiado de um paciente HIV positivo afetado por doenga
gastrintestinal por citomegalovirus. Células positivas para antigenos de citomegalovirus por
imuno-histoquimica coradas em marrom (controle positivo). Aumento de 400x.

Figura 11 — Mesma preparacdo mostrada na Figura 8 (outro campo) exibindo célula
positiva para antigenos do CMV. Aumento de 400x.
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Figura 12- Seccdo de linfonodo exibindo antigenos de HHV-6 em células positivas
(coradas em marrom) revelados por imuno-histoquimica com anticorpos monoclonais
contra HHV-6 A/B (provdvel mondcito/macréfago). Aumento de 400x.

Figura 13 - Seccdo de tonsila exibindo célula positiva para antigenos de HHV-7 (coradas
em marrom) revelado por imuno-histoquimica com anticorpos monoclonais contra HHV-7.
Aumento de 400x.

67



Figura 14 — Mesma preparacdo mostrada da Figura 11 (outro campo) exibindo célula

positiva para antigenos do HHV-7. Aumento de 400x.
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5- DISCUSSAO
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A periodontite cronica é uma doenca inflamatéria onde um complexo de
espécies bacterianas interage com o tecido do hospedeiro levando a inflamacgdo. Esta
inflamagdo pode levar a destrui¢do das estruturas periodontais incluindo o tecido de
sustentacdo do dente, osso alveolar e o ligamento periodontal culminando na perda dos

dentes no individuo afetado (WU et al., 2006).

Alguns estudos sugeriram que herpesvirus poderiam, também, desempenhar
importante papel na patogénese da periodontite humana (CONTRERAS et al., 2000;
CASSALI et al.,2003; ROTOLA et al., 2008). Células inflamatorias abrigando herpesvirus
presentes nos locais de inflamacdo periodontal podem contribuir para o desenvolvimento e
evolucdo da periodontite (CONTRERAS et al., 1999; KAMMA & SLOTS, 2003; SLOTS,
2007).

Neste estudo, tecido periodontal biopsiados de pacientes afetados por
periodontite cronica e de individuos adultos sadios foram analisados para determinar o
perfil imunofenotipico do infiltrado inflamatério e uma possivel associacdo entre estes

perfis e a presenca de CMV, HHV-6 e HHV-7 nas amostras.

Imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais anti-CD19, anti-CD3,
anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC foi utilizada para a contagem de linfécitos B,
linfécitos T totais e sub-populacdes T auxiliar e T citotéxica, respectivamente. Nested-
PCR foi utilizada para detectar os genomas dos virus CMV, HHV-6 A/B e HHV-7 e
imuno-histoquimica (imuno-peroxidase), usando anticorpos monoclonais anti-CMV, anti-

HHV-6 A/B e anti-HHV-7, foi usada para a detecc@o dos antigenos virais nas amostras.

Imuno-histoquimica para CMV foi padronizada e controlada a cada bateria de
reacdo, utilizando tecido biopsiado de um paciente com doencga gastrintestinal por CMV,
previamente diagnosticado, histopatologicamente. Imuno-histoquimica para HHV-6 e
HHV-7 foram padronizadas, usando linfonodo afetado por doenca linfoproliferativa e
tonsila positivos para este virus, respectivamente. Ha relatos na literatura que tecidos de
linfonodos afetados por processos linfoproliferativos ndo-neopldsicos podem conter células

expressando antigenos do HHV-6. Similarmente, células de diversos tecidos incluindo
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tonsila podem apresentar raras células positivas para antigenos de HHV-7 (LUPPI et al.,

1998; KEMPF et al., 1998).

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram discreta predominincia
de células CD19" em regides afetadas por periodontite, embora células CD3" tenham sido
também freqiientemente encontradas. NAKAJIMA et al. (34) encontraram predominancia
de células CD19" sobre células CD3" e, similarmente, YAMAZAKI et al. (11) encontraram
predominéncia de células CD19", embora, células CD3" foram também freqiientes. Tém
demonstrado que linfocitos T e B possuem papel significativo na progressdo da
periodontite. A conversdao de uma lesdo estdvel do tipo T para uma lesdo progressiva do
tipo B é, hipoteticamente, relacionada a fisiopatologia da periodontite. A conversdao de
gengivite para periodontite envolvendo diferentes fendtipos de infiltrado por células T t€m

sido também objetivo de estudos (YAMAZAKI et al., 1995).

A sub-populagdio T-CD4" foi significativamente predominante quando
comparada a sub-populacdo T-CD8". NAKAJIMA et al. (2005) encontraram dominancia
de células CD19" sobre as células CD3" e similar dominancia da sub-popula¢do T-CD4"
nas amostras coletadas de periodontite cronica. YAMAZAKI et al. (1995) também
encontraram dominancia de células CD19*, embora as células CD3" foram encontradas em
significante nimero e, similar a este estudo, sub-populagdo T-CD4" estava presente em
maior nimero que a sub-populacio T-CD8*. Em contraste, CARDOSO et al. (2008)
encontraram dominancia de células CD3" e nenhuma diferenca significativa entre os
valores das sub-populacdes T-CD4* e T-CD8*. Diversas populacdes linfocitdrias estdo
presentes na maioria dos casos neste estudo, embora as relagdes de CD19/CD3 e CD4/CDS

apresentaram-se varidveis.

Este estudo revelou que células B e T especialmente a sub-populacio T-CD4"
foram importantes componentes do infiltrado, nos pacientes com periodontite crdnica.
Dados publicados por LIMA et al. (2011), considerando a sub-populagio T-CD4*, em
periodontite cronica e agressiva, mostraram que a sub-popula¢io T-CD4" em periodontite
cronica comumente expressam interleucina-4 (IL-4) e a sub-populacio T-CD4" de
periodontite agressiva mais comumente expressam fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).

Isto significa que o padrdo de citocinas pode ser diferente entre diferentes formas clinicas
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da doenca. Células T podem ser reservatérios comuns de betaherpesvirus, e este estudo
revela que células T estdo presentes em significante nimero no infiltrado de periodontite

cronica e, portanto, poderiam albergar herpesvirus ativos ou latentes.

Neste estudo, CMV e HHV-7 foram significativamente mais freqiientes em
regides afetadas por periodontite que em individuos sadios do grupo controle. Contudo,
HHV-6 nao foi encontrado com freqiiéncia em ambos os tipos de individuos. Alguns
autores tém demonstrado a presenca de DNA do CMV em pacientes afetados por
periodontite. Na populacdo brasileira, CASARIN et al. (2010) encontraram 37-39,1% de
positividade para CMV, por PCR, em individuos com diabete tipo 2 e IMBRONITO et al.
(2008) descreveram 50% de positividade em individuos ndo diabéticos. CHALABI et al.
(2008) descreveram a presenca de DNA viral do CMV em 59% dos pacientes, mas somente
quando a profundidade de sondagem foi > 6 mm. Neste estudo, ndo foi encontrado relacao
da profundidade de sondagem com a presenca de CMV. BILICHODMATH et al. (2009)
encontraram 26,3% de DNA do CMV em pacientes com periodontite cronica. GRENIER et
al. (2009) e WATANABE et al. (2007) encontraram menores freqiiéncias de 11% e 6% de
DNA do CMV, respectivamente.

Poucos estudos na literatura descreveram a presenca de DNA de HHV-6 e de
HHV-7 em pacientes afetados por periodontite. CASSAI et al. (2003) ndo encontraram
DNA do HHV-6 em regides afetadas por periodontite e encontraram 10% em tecidos
obtidos de individuos sadios demonstrando relativa similaridade com este estudo.
CONTRERAS et al. (2000) descreveram 21% de positividade para DNA do HHV-6 em
regides afetadas, mas ndo incluiram individuos sadios ou tecido sadio do préprio individuo
como controle. Somente uma amostra coletada de um individuo sadio foi positiva para
DNA do HHV-6 neste estudo. E importante de se mencionar que o protocolo usado foi
combinado com uma técnica de PCR para amplificacdo da beta-globina como controle
interno para a qualidade da extragdo de DNA e presenca de inibidores (SECCHIERO et
al., 1995; AQUINO & FIGUEIREDO, 2001).

Neste estudo, o DNA do HHV-7 foi detectado em 30% dos pacientes com
periodontite e ndo foi detectado em individuos sadios. CONTRERAS er al. (2000)

descreveram 43% de positividade para HHV-7 por PCR, em periodontite e, ndo detectou
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DNA do HHV-7 em individuos sadios, sem periodontite. Outro estudo do mesmo autor
(CONTRERAS er al., 2001) descreveu 29% de pacientes positivos para HHV-7 sendo
similar a este estudo. Em contraste, CASSAI et al. (2003) encontraram altas prevaléncias
de DNA do HHV-7 DNA em ambos individuos afetados e sadios (77% e 70%,

respectivamente).

Naturalmente, para comparar os estudos, muitos fatores devem ser considerados
como tipo e nimero de amostra, sensibilidade dos iniciadores (primers) usados para o PCR,
presenca de doenca sist€émica, imunosenescéncia, origem étnica e se 0 paciente apresenta
periodontite crOnica ou agressiva. Adicionalmente, periodontites apicais e marginais

deveriam ser consideradas separadamente uma da outra.

Embora, a presenca de betaherpesvirus relacionados com perfil de infiltrado
inflamatdrio em regides afetadas por periodontite tenha sido documentada (CONTRERAS
et al., 1999; SABETI et al., 2009), existem dados controversos na literatura e esta

associagdo precisa ser melhor documentada.

A associacdo de herpesvirus com a sub-populacdo de células imunes poderia
ajudar a entender se existe e, quais tipos de envolvimento estes virus poderiam ter com

periodontite humana.

CONTRERAS et al. (1999) encontraram que, em 20% das bidpsias obtidas de
regides afetadas por periodontite, células CD3" T albergavam CMV, e células CD3" T de
gengivas sadias ndo albergavam este virus. SABETI et al. (2009) também encontraram

CMV em células CD3* T em 54% de lesdes periapicais.

Embora, hipoteticamente, células T-CD4" sdo o alvo principal para a infeccdo
por HHV-7 no infiltrado inflamatério de periodontite cronica, nido existe ainda dados

cientificos que possam validar esta hipétese.

Este estudo teve como objetivo principal avaliar presenca de betaherpesvirus
em associagdo com o perfil fenotipico e o nimero de cada sub-populacio linfocitiria no
infiltrado inflamatério. CMV foi correlacionado com amostras que apresentaram

predominancia de células CD3" e, HHV-7 foi correlacionado com amostras nas quais
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ocorreu predominancia da sub-populacdo de células T-CD4*. Considerando as associacdes
observadas entre CMV com a predomindncia de células CD3" e HHV-7 com a
predominancia células T-CD4", estes dois virus poderiam atuar como co-fatores modulando
a atividade destas células. A liberacdo de diferentes tipos de citocinas e ativagdo de
linfécitos B orquestrados por linfocitos T tém sido relatados como importantes
caracteristicas do processo inflamatério periodontal (CARDOSO et al., 2008, YAMAZAKI
et al., 1995). Células T-reg (T regulatérias CD4"'CD25%) podem estar envolvidas na
modulagdo da resposta imune local em paciente com periodontite cronica (CARDOSO et

3

al., 2008). Células infectadas por virus sofrem mudangas levando a “up” ou “down”
regulacdo de diferentes fatores que poderiam contribuir para a patogénese do processo
inflamatério (GRIVEL et al., 2003; SECCHIERO et al., 2001; CONTRERAS et al., 2000;

CASSAI et al.,2003; ROTOLA et al., 2008).

O CMV tem potencial de suprimir, indiretamente, a fung¢do de células T
citotoxicas antigeno-especificas. Isto pode causar decréscimo no numero de células T-
CD8", levando ao decréscimo de fungdes imunes mediadas por células através da infecgio
de outras células presentes no tecido periodontal que liberam citocinas que agem sobre as
células T-CDS8". Efeito imunossupressivo que envolve dano direto aos linfécitos induzindo
a producdo de auto-anticorpos e mediadores inflamatérios tem sido descritos
(CONTRERAS er al., 1999). Neste estudo, ndo foi encontrado correlagdo entre sub-
populagdes linfocitdrias especificas (CD4" ou CD8") com CMYV, possivelmente devido ao
fato que este virus pode infectar diferentes tipos de células como mondcitos/macréfagos,
células dendriticas, células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais (SAB()IA—DANTAS

et al., 2007) as quais podem estar presentes no tecido periodontal.

O HHV-7 infecta mais especificamente células T-CD4" o que pode resultar em
citotoxicidade e atividade imunomodulatéria no individuo hospedeiro (SECCHIERO et
al., 2001). Tem sido também demonstrado que, “down” modulacio da expressdao de
antigeno leucocitdario humano (HLA) e de beta-2-microglobulina pelo HHV-7 esta ligada
com a replicagdo viral e ndo é meramente a conseqiiéncia da interagdo dos virions com a

superficie celular. Células infectadas podem, portanto, eficientemente escapar da pressao
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imune do hospedeiro e esse fato poderia explicar a persisténcia de células HHV-7 positivas

em diferentes tipos de tumores e doencas infecciosas cronicas (MIRANDOLA et al., 2006).

Embora, o HHV-7 tenha tropismo restrito a células CD4", é importante ressaltar
que células T-CD4" infectadas por HHV-7 destroem células T-CD8" ndo infectadas in
vitro. Além disso, HLA de classe I e beta-2-microglobulina sdo também “down” moduladas
em células T-CD8", na presenca de leucécitos infectados por HHV-7 in vitro
(SECCHIERO et al., 2001). Neste estudo, foram encontrados baixos valores de células T-
CD8" comparadas as células T-CD4" nas amostras e isto poderia ser resultado da infec¢io

ou imunomodula¢do por CMV e/ou HHV-7 nas células do hospedeiro.

Um modelo chamado de “patdégeno bacteriano-herpesviral” foi proposto no
qual a infec¢do herpesviral poderia facilitar a proliferacdo e viruléncia bacteriana ou induzir
a liberacdo de citocinas e quimiocinas a partir das células inflamatdrias e do tecido

conjuntivo (SLOTS er al., 2003, SLOTS, 2007).

Efeitos citopdticos, evasdo imune, imunopatogenicidade, laténcia, reativagado e
tropismo celular sdo aspectos importantes relacionados aos herpesvirus considerando
periodontite. Infec¢do herpesviral causa liberacdo de citocinas pré-inflamatérias que
poderiam ativar linfécitos T e osteoclastos (SLOTS, 2009). Desde que células CD3" e sua
sub-populagio T-CD4" podem albergar CMV e/ou HHV-7, estes virus poderiam ter algum
papel na patogénese da peridontite cronica. Contudo, as amostras obtidas ndo apresentaram
expressdo de antigenos virais para qualquer um dos virus por imuno-histoquimica, em
qualquer um dos tecidos: epitélio, tecido conjuntivo e células inflamatérias. Usualmente,
expressdo de antigenos virais ndo ocorre em significantes niveis em estado de laténcia e nao

seria detectada através de imuno-histoquimica.

Relativamente, poucos estudos baseados na detec¢do de antigenos virais
(SABOIA-DANTAS et al., 2007; SABETI et al., 2009), andlises de transcricao de RNA viral
e PCR quantitativo (BOTERO et al., 2008) tem sido descritos. A presenca de antigenos,
transcricdo de RNA viral e altos numeros de copias de DNA viral (carga viral) nas amostras
seriam mais associados a presenca de infec¢do ativa que positividade por métodos de PCR

qualitativos.
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Sabdia-Dantas et al. (2007) demonstraram 67% de positividade para antigenos
de CMV em periodontite apical em pacientes HIV positivos, mas somente 8% em lesdes de
pacientes HIV negativos. SUNDE et al. (2008) ndo encontraram antigenos de CMV em
amostras de periodontite apical. SABETI et al. (2009) encontraram 67% de pacientes
positivos para CMV por citometria de fluxo, mas também em periodontite apical. Nao ha
relatos na literatura considerando HHV-6 e/ou HHV-7 em periodontite marginal analisados
por imuno-histoquimica até o presente momento. A maioria dos estudos consideram PCR,
geralmente nested-PCR como principal método de deteccio de HHV-6 e HHV-7 nos

tecidos ou no fluido crevicular.

PCR qualitativa (como nested-PCR) tem recebido muitas criticas quando usada
para diagndstico de agentes virais que potencialmente causam infec¢do latente em seus
hospedeiros. A alta sensibilidade da PCR poderia detectar baixo nimero de copias de DNA

viral em células albergando virus em estado de laténcia.

A alta sensibilidade da PCR em detectar DNA viral em células com infeccao
latente poderia explicar a presenga de CMV e HHV-7 nas amostras. A correlacdo de CMV
com células CD3" e células T-CD4" encontrada neste estudo poderia ser meramente uma
conseqiiéncia de uma maior probabilidade de deteccdo de virus em infiltrados com maior
predominéncia de células que sdo naturalmente reservatorios destes virus em individuos
com infeccdo latente. A menor quantidade de células inflamatdrias presentes em regides
periodontais sadias também explicaria a baixa taxa de detec¢do dos virus em individuos
sadios. Contudo, esta hipotese ndo explicaria a baixa taxa de detec¢ao de HHV-6 em ambos
os grupos devido ao fato de HHV-6 ser altamente prevalente na populacdo mundial

incluindo o Brasil e possuem as mesmas células reservatorio.

CMV e HHV-7 podem se reativar periodicamente e suas particulas virais serem
eliminadas na saliva (IHIRA et al., 2003). HHV-7 € liberado na saliva de aproximadamente
90% dos individuos sadios e pode ser detectado em DNA extraido de leucdcitos de sangue
periférico de individuos sadios em 28,3% dos casos (THOMASINI et al., 2008). Embora,
neste estudo, os fragmentos biopsiados tenham sido lavados vérias vezes com salina estéril
para remover saliva e restos de alimentos nos tecidos, a hipdtese de contaminacdo das

amostras com saliva ndo pode ser completamente descartada.
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Os controles positivos para imuno-histoquimica para todos os virus forneceram
os resultados esperados e, portanto, poderia se esperar condi¢des adequadas de reacdo. No
entanto, a ndo deteccdo dos antigenos virais devido a fatores que ndo puderam ser
controlados e que, eventualmente, poderiam levar a resultados falso-negativos nao pode ser

também, completamente, descartada.

Embora, a infec¢do latente com infiltrado inflamatério periodontal cronico
albergando CMV e HHV-7 inativos seja a hipdtese mais provével, estes dados precisam ser
avaliados com muito cuidado. Em primeiro lugar, outros métodos de detec¢cdo deveriam ser
utilizados para confirmar os achados deste estudo como “Western Blot” para detectar

antigenos virais ou hibridizagado in situ para RNA viral nas amostras.

CMV e HHV-7 podem se reativar transitoria e intermitentemente no hospedeiro
e, uma Unica amostra negativa para antigenos virais ndo exclui a possibilidade de virus
ativos ter ocorrido em algum momento. Infec¢do latente pode ser uma infecgdo
eficientemente controlada pelo sistema imune e as caracteristicas desta condi¢do ndo sdo
ainda completamente conhecidas. Embora seja pouco provavel, mesmo em laténcia estes

virus poderiam atuar como co-fatores em menor grau por mecanismos ainda desconhecidos.

Determinagdo da carga viral por “real-time PCR”, imunofluorescéncia dupla
para deteccao simultanea de CD e antigenos virais, citometria de fluxo, bem como, outros
anticorpos monoclonais poderiam ser testados. Avaliacdo de imunidade celular mais
apurada também poderia ajudar a compreender a natureza da resposta imune na

periodontite cronica.
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6- CONCLUSAO
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CMV e HHV-7 estdo presentes em regides afetadas por periodontite cronica, mas

foram incomuns no grupo controle.

HHV-6 foi incomum tanto em regides afetadas por periodontite como no grupo

controle.

Os dados sugerem que CMV pode estar relacionado a infiltrado inflamatério com
predominancia de células CD3" (T) e, HHV-7 pode estar relacionado com infiltrado

com predominancia de células T-CD4".

CMV e HHV-7 podem possuir algum papel na patogenia da periodontite cronica
através de modulacdo de células T. Contudo, outros métodos sao necessarios para

confirmar esta hipotese.
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Correlation of
cytomegalovirus and human
herpesvirus 7 with CD3™ and
CD3*CD4" cells in chronic
periodontitis patients

Thomasini RL, Bonon SH, Durante P, Costa SCB. Correlation of
eviomegalovirus and human herpesvirus 7 with CD3™ and CD3" CD4™ cells in
chronic periodontitis patients. J Periodont Res 2011 doi: 10.1111]j.1600-
0765.2011 01413.x.© 2011 John Wiley & Sons A[S

Background and Objective: Human chronic periodontitis is an inflammatory
process charactenzed by dense accumulation of immune cells in the periodontal
tissue. The periodontitis can lead to loss of teeth in the patient and the patho-
genesis of this disease is not completely known. This study tested the hypothesis
that chronic periodontitis-affected sites can harbor betaherpesviruses and that
viruses are linked to a profile of the inflammatory infiltrate.

Muarerial and Methods: Biopsies of periodontal tissue were taken from periodon-
titis-affected patients and from healthy subjects. Immunohistochemistry was per-
formed to count CD19™ B cells, CD3™ total T cells, T-CD4™ and T-CD8 ™ cell
subsets, and PCR was performed to detect cytomegalovirus and human herpes-

virus 6 and 7 in the samples. One slide of each sample was stained with Giemsa for
histopathological examination and to evaluate the quality of the cellular infiltrate.

Results: As expected, tissues collected from healthy subjects presented no signifi-
cant level of inflammatory infiltration and were therefore excluded from immu-
nostaining procedures. Results showed that CD19™ B cells were in higher number
than CD3™ T cells in the periodontitis-affected tissue, but this was not statistically
significant. The T-CD4 ™" lymphocyte subset was significantly higher than the
T-CD8 " lymphocyte subset (p = 0.004) in the samples. Cytomegalovirus and
human herpesvirus 7 were found at periodontitis-affected sites. but not in tissue
coliected from healthy subjects (p = 0.04 and p = 0.04, respectively). Human
herpesvirus 6 was rarely detected. We found a correlation between cytomegalo-
virus and lower CDI9" /CD3 " ratios (ratio < 0.9, p = 0.003) and between hu-
man herpesvirus 7 and lower CD197 /CD37 ratios (ratio < 0.9, p = 0.003) and
higher CD4™ /CD8 ™ ratios (ratio > 1.1, p = 0.002).

Canclusion: This study shows that cytomegalovirus and human herpesvirus 7 can
be present at pertodontitis-affected sites but are uncommon at healthy periodontal
sites. Moreover, our data suggest that cytomegalovirus can be related to an inflam-
matory infiltrate with predominance of CD3 " T cells, whereas human herpesvirus 7
can be associated with an infiltrate with predominance of T-CD4™ cells. However,
further studies are necessary to support this hypothesis. Herpesviruses could play a
role in human chronic periodontitis by modulation of the T cell response.
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Periodontitis is an inflammatory dis-
ease of the support tissues of the teeth
that is clinically differentiated from
gingivitis by the loss of the connective
tissue attachment to the teeth., iIn
the presence of concurrent gingival
inflammation (1).

Although periodontitis is considered
to be a process that involves a multi-
factorial interaction between microbial,
host and environmental modulating
factors (2), it is well accepted that
periodontitis is associated with specific
bacterial species and polymicrobial
colonization of the teeth surfaces (3.4):
however, the amount of bacterial pla-
que per se does not completely explain
the clinical and pathological features of
periodontitis {5-8).

Periodontal diseases are inflamma-
tory processes characterized by dense
accumulation of immune cells, includ-
ing polymorphonuclear neutrophils,
Tand B lymphocytes, plasma cells, mast
cells, monocytes and macrophages
(9,10). The T cells have a very impor-
tant role in the immune response, reg-
ulating the polyclonal activation of the
B cells and plasma cells in the pen-
odontitis-affected sites. The interaction
between host immune system and
periodontopathogens is relevant to the
pathogenesis of periodontitis (11).

Some authors have also suggested
that the presence of herpesviruses in
the periodontal sites could play a role
on the pathogenesis of human pern-
odontitis (12-14). Herpesviruses are
ubiquitous and after primary infection
can persist latently in the host in sev-
eral types of cells, including cells of the
mmune system. The cytomegalovirus
(CMYV) is the most-studied member of
the betaherpesviruses in periodontal
sites. Recently, the remaining two
betaherpesviruses, known as human
herpesvirus 6 (HHV-6) and human
herpesvirus 7 (HHV-7), have been
investigated because these viruses are
frequently detected in saliva (12-15).
Betaherpesviruses have also  been
studied after organ transplantation,
and some authors have suggested that
viruses can act directly or indirectly by
modulating immune mechanisms and
influencing the immune response due
to viral replication in lymphocytes and
monocytes/macrophages (16-19).

Inflammatory cells harboring her-
pesviruses present at sites of pen-
odontal inflammation could contribute
to the development and course of
periodontitis (20-22), Cytomegalovirus
can induce direct cytopathic effects on
fibroblasts, keratinocytes, endothelial
cells and inflammatory cells, includ-
ing polymorphonuclear leukocytes,
T lymphocytes and macrophages, and
can also possibly affect bone cells.
In periodontitis patients, T cells are
activated and specific lymphocyte
responses are driven by the nature of
the initial antigenic stimuli. This pro-
cess is supported by a complex cascade
of events involving cytokines, chemo-
kines and other inflammatory media-
tors, which could be altered due to
CMYV infection. Proinflammatory and
anti-inflammatory balances controlled
by different subsets of lymphocytes are
thought to be crucial in the pathogen-
esis of periodontits (23).

The expression of different cellular
antigens can be dramatically altered in
HHV-6-infected tissues, in which the
viral infection can induce CD4 upreg-
ulation and CD3 downmodulation in
the T cells. Human herpesvirus 6 can
severely affect the physiology of sec-
ondary lymphoid organs through di-
rect infection of T lymphocytes and
modulation of key membrane recep-
tors and chemokines (24). In addition,
cytotoxicity and immunomodulatory
effects caused by HHV-7 mnfection in
T-CD4" lymphocytes in vitro and
in vivo have been described as an
adaptative mechanism to host immune
gystem evasion (23).

Local immunomodulatory effects
caused by herpesviral infection could
facilitate bactenal proliferation and
virulence or induce the release of
cytokines and chemokines from
inflammatory and connective tissue
cells (22.26). In addition. viruses and
bacteria could act in synergy to pro-
duce pathology.

As the CDI9" B lymphocytes,
CD3 " T lymphocytes and the helper
(T-CD4™") and cytotoxic (T-CD8™)
subsets are involved in the pathogene-
sis of periodontitis and these cells can
be infected by herpesviruses, studies to
evaluate the association of herpesvi-
ruses with immune cell subpopulations

95

in the inflammatory infiltrate could
contribute by clarifying the interaction
betwegen viruses and the immune sys-
tem in the periodontal sites. However,
few studies have reported any associa-
tion of the presence of herpesviruses
with profiles of inflammatory infiltrates
(20.27).

The aim of this study was to deter-
mine the prevalenece of CMV, HHV-6
and HHV-7 in biopsies obtained from
periodontitis-affected patients and
periodontally healthy subjects (control
group). In addition, immunopheno-
typing to determinate CDI19" B cells,
CD3" total T cells and the T-CD4™
and T-CD8 " cell subsets was carried
out to evaluate which profile of the
inflammatory infilirate was more fre-
quently associated with the presence of
CMYV, HHV-6 and HHV-7.

Material and methods

Subjects

Twenty chronic periodontitis-affected
patients were included in this study.
Patients who presented with chronic
periodontitis based on clinical and
radiographic findings (28) were eligible
to participate in this study. All patients
were systemically healthy and had not
received periodontal treatment or
antibiotics for at least 6 mo prior to
the clinical examination and sampling.

Each patient contributed one biop-
sy, collected from a clinically affected
site involving epithelium and connec-
tive tissue facing the sulcus and peri-
odontal pocket (13). In 12 healthy
subjects (healthy controls), tissue sam-
ples were harvested from periodontally
healthy sites. All healthy subjects pre-
sented probing depth < 3 mm, with no
attachment loss or gingival bleeding
on probing; gingival biopsies were
obtained from the sulcular region
during tooth extraction procedures.
The demographic data of the patients
and healthy subjects included in this
study are shown in Table 1.

The tissue fragments were rinsed
several times with sterile saline and
divided into two paris; one part was
fixed in 10% buffered formalin and the
other was stored frozen (=20°C) in
sterile flasks for DNA extraction.
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Table I. Demographic and clinical characteristics of the chronic periodontitis patients and

control subjects included in this study

Age (years) Average
Sex [male/ Average clinical
Total female; probing attachment
Patient group (m) n (%] Range Median depth (mm) loss (mm)
Chronic periodontitis 20

Control group 12

7/13 (35/75) 39-69 52 56 6.2
6/6 (50/50) 20-40 34 - —

Formalin-fixed tissue fragments were
destined for immunohistochemical
analysis and histopathological exami-
nation. The DNA extraction was car-
ried out wusing nonfixed tissue
fragments on the same day as sam-
pling. The protocol was designed in
accordance with the requirements for
research involving human subjects,
was approved by the institutional
Ethics Committee and complies with
Declaration of Helsinki.

Extraction of DNA

Briefly, DINA was extracted from tissue
fragments (finely minced) using a phe-
nol-chloroform protecol after incuba-
tion overnight in lysis buffer (10 mm
Trs-HCl pHE8.0. 10mm EDTA,
10 mm NaCl, 0.2% dodecyl sodium
sulfate and 100 pg proteinase K) at
56°C, followed by DNA precipitation
with cold ethanol (13). The resulting
DNA pellet was eluted in 50 uL of TE
buffer (10 mm Tris and | mm EDTA)
and stored frozen (=20°C) until PCR
analysis.

PCR

Five microliters of DNA extracted
following the protocol described in the
previous subsection were used for the
nested PCR using a mixture containing
specific primers to CMV and employ-
ing a previously described technique
(29.30). Primers and the protocol used
for HHV-6 and HHV-7 nested PCR
have also been described previously
{31,32). The amplifications were per-
formed using a Peltier Thermal Cycler
(MIResearch, Waltham, MA, USA).
Positive and negative controls for each
virus were included systematically.
Genome amplifications were carried
out using the primers with DNA frag-

ments containing 159, 258 and 122 bp
of CMV, HHV-6 and HHV-7, respec-
tively. The nested PCR product was
analyzed under ultraviolet light after
electrophoresis in 2% agarose and
stained with ethidium bromide. All
nested PCRs were performed in dupli-
cate using a second fresh aliquot. A
PCR with primers for beta-globin gene
amplification in the DNA extracted
from samples was performed to detect
possible false-negative results, which
were not included in this study (33).

Tissue preparation and antigen
retrieval

The formalin-fixed fragments of tissue
were dehydrated following standard
histochemical protocols and then par-
affin embedded. The blocks containing
tissue fragments were sectioned with a
microtome (6 pmj, and sections were
then transferred to silane-pretreated
slides (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). The slides were dewaxed by
immersion in xylol, rehydrated and
washed with phosphate-buffered saline
(PBS). The antigen retrieval was car-
ried out by immersion and incubation
of the slides in citrate buffer (0.01 mm
sodium citrate, pH 6.0) at 96°C for
50 min in water-bath. The slides were
washed in distilled water, PBS and
immediately submitted to immunohis-
tochemistry following the protocol
described in the next subsection. A
slide for each sample was also stained
with Giemsa for histopathological
examination.

Immunostaining procedure

The slide containing the tissue section
was fixed with cold methanol-acetone
(1:1) for 15 min and incubated with

% bovine serum albumin in PBS for
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15min to avoid interference from
nonspecific binding. The tissue section
was covered with fluorescein isothio-
cyanate-<conjugated mouse monoclonal
antibodies (Biolegend, San Diego, CA,
USA) against human CDI9 (clone
HIB19), CD3 (clone HIT3a), CD4
(clone RPA-T4) or CD8 (clone HIT8a)
and incubated for 2 h at 37°C in the
dark. The slides were washed three
times with PBS and counterstained
with  4'.6-diamidino-2-phenylindole
(300 nm in PBS) for 5 min in the dark.
The slides were washed several times
with PBS, mounted and immediately
observed under an ultraviolet photo-
microscope (Leica DM2000, Wetzlar,
Germany). The intensity of light and
filter was adjusted to provide perfect
visualization and contrast of the cells
among tissues. Cells that presented a
specific light green fluorescence were
considered to be positive. The nuclei of
cells presented a light blue fluorescence
after  4’,6-diamidino-2-phenylindole
staining.

Morphological and
immunohistochemical analysis

Each sample was examined by light
microscopy for determination of qual-
ity and intensity of infiltrate. The
intensity of the infiltrate was graded
according to the following scale: 0,
absence of infiltration; 1, discrete
mfiltration; 2, moderate infiltration;
and 3. intense infiltration.

The numbers of CDI19" B cells,
CD3" Teells and its T-CD4™ and
T-CD8™ cell subsets were estimated by
counting the total areas of the slide.
The area of infiltration on the slide
was focused under ultraviolet light at a
magnification of =400, and round
positive cell (light green fluorescent
cells) counts were performed. The total
nuclei (stained light blue) counts were
also performed in the same area of
the slide. All counting procedures were
performed in triplicate. The percentage
of positive cells was cakulated by
dividing the number of positive cells by
the total number of cells and multiplied
by 100. The ratios of CD197/CD3™
and CD47/CD8 " were calculated by
dividing the number of CD19" cells by
the number of CD3 " cells, and the
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number of CD4™ cells by the number
of CD% * cells, respectively.

Statistical analysis

The statistical analysis of continuous
variables was performed using Stu-
dent’s paired r-test, and categon-
cal variables were analyzed by the
chi-square test or Fisher's exact test. A
p-value of < 0.05 was considered to be
statistically significant.

Results

Morphological and
immunohistochemical analysis

As expected, none of the 12 samples
collected from healthy subjects pre-
sented any significant level of infiltra-
tion and therefore these samples were
excluded from immunchistochemical
procedures. Among the 20 samples
collected from the chronic periodonti-
tis-affected sites, all presented chronic
inflammatory infiltrates with scores
ranging from 1 to 3. In the chronic
periodontitis-affected tissues, the per-
centages of scores 1, 2 and 3 were 21.4,
21.4 and 57.2%, respectively.

Evaluation of the distribution of
marker showed that CDI9™
Beells, CD3" total T cells and its
T-CD4" and T-CDS™ cell subsets
were frequently found in the infiltrate
of  chronic periodontitis sites,
although in different amounts and
ratios. In most cases (60%), CDI9™
B cells were predominant in the sam-
ple (CD19/CD3 ratio > 1.1); however,
the number of cells expressing CD19
was not significantly different from
the number of cells expressing CD3 in
the total number of the samples
(Fig. 1A).

In nine of 20 (45%) patients, the
T-CD4" cell subset were predomi-
nant in the sample (CD4/CDS ratio
>1.1}. No sample presented any
predominance of T-CD8" cells. The
number of cells expressing CD4 was
significantly higher than the number
of cells expressing CD8 (p = 0.004)
in the total number of samples
(Fig. 1B).
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Fig. 1. (A) Relative frequencies of CDI19" cells (B cells) and CD3" cells (T cells) in the
overall samples obtained from chronic periodontitis patients. No significant difference was
found between these subpopulations. (B) Relative frequencies of T-CD4" and T-CD8*
subsets. Significant predominance of T-CD4 " cells over T-CD& ™ cells in the samples (paired
t-test). Whiskers indicate the standard deviation.

Table 2. Distribution of cytomegalovirus (CMV), human herpesvirus 6 (HHV-6) and human
herpesvirus 7 (HHV-7) as detected by nested PCR. in biopsies collected from periodontitis-

affected sites and healthy subjects

Affected sites Healthy control

[ (%] [ (%50 p-Value
CMV 6 of 20 (30) 0 of 12 (0) 004
HHV-6 0 of 20 (0) 1 of 12 (5) NS
HHV-7 6 of 20 (30) 0 of 12 (0) 0.n4*

* Fischer's exact test. NS, not significant.

Nested PCR analysis for CMV, HHV-6
and HHV-7

Six samples collected from chronic
periodontitis-affected sites (30%) pre-
sented positive nested PCR for CMV
DNA  detection. Cytomegalovirus
nested PCR was negative in healthy
subjects. Human herpesvirus-6 was
not detected in any chronic periodon-
titis  patients, while one sample
collected from a healthy subject was
positive for HHV-6. In chronic per-
odontitis-affected sites, HHV-7 was
detected in sx of 20 (30%) sites and
was not detected in samples collected
from healthy subjects. Cytomegalovi-
rus and HHY-T7 were significantly
more frequent in chronic periodontitis-
affected sites than in other sites
(p = 0.4 and p = 0.04, respectively).
Table 2 shows the frequency for each
herpesvirus in each type of subject.
Cytomegalovirus and HHV-7 were not
correlated with the severity of cases
nor with probing depth.
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Cytomegalovirus, HHV-7 and
immunophenotypic features of the
infiltrate

Cytomegalovirus was most frequently
found in samples when CD3" T cells
were predominant in the sample (CD19/
CD3 ratio <0.9, p = 0.003). No cor-
relation was found between CMV and
T-CD4™" andjor T-CD8 " cell subsets.
Human herpesvirus-7 was also most
frequently found when CD3" T cells
were predominant in the sample (CD19/
CD3 ratio <09, p = 0.003). More-
over, HHV-7 was associated with pre-
dominance of T-CD4 ™ in the samples
(CD4/CD8 ratio = 1.1, p = 0.002).
Table 3 shows the frequency of detec-
tion of each virus in different profiles of
CDI19/CD3 and CD4/CDS ratios found
in the total number of samples studied.

Discussion

In the present study, tissues biopsied
from periodontitis-affected patients
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Tahle 3. Frequencies of each virus as detected by nested PCR and distributed by each profile

of CD marker (ratios) on the samples analyzed

CD marker CMV positive HHV-7 positive
n (%) n (%) p-Value n (%) p-Value

CDI19/CD3 ratio

09-1.1 4o0f20 (20 20of4d (50} 034 Tofd 50 0.34

=1.1 12ef20 (6) 0of 12 (D) NS Dof 12 0 NS

=09 4of20 (20) 4of4d {100y 0.003* 4ofd4 00 0.003*
CD4/CDB ratio

0911 Il of 20 (55) 4ofll (363} 0.5 Dof Il 0 NS

=11 Q9of 20 (45) 2of9 {222)  0.66 6of 9 lon 0.002*

<09 Dof 20 (D) — — — — = =

* Fischer’s exact test. NS, not significant.

and from healthy subjects were ana-
lyzed to determinate the profile of the
inflammatory infiltrate and the possi
ble association between the profile and
the presence of CMY, HHV-6 and
HHV-7 in the samples.

The results found in this study

demonstrated a discrete predomi-
nmance of CDI9" Bcells in chronic
periodontitis-affected sites, although

CD3" T cells were also frequently
found. The T-CD4" cell subset was
significantly predominant compared
with the T-CD8" cell subset. Nakaj-
ima e¢f al. (34) found a dominance of
CDI19" B cells over CD3™ T cells and
a similar dominance of the T-CD4"
subset in samples collected from
chronic periodontitis patients. Yama-
zaki er al. (11) also found a dominance
of CDI9" B cells, although CD3%
T cells were found in significant num-
bers and, similar to the present study,
T-CD4" cells were present in higher
numbers than T-CD8 " cells. In con-
trast, Cardoso er al. (10) found a pre-
dominance of CD3" Teells and no
significant difference between T-CD4 ™"
and T-CD8 " cell subsets; however,
several lymphocyte subpopulations
were present in the majority of cases,
although the ratio of CDI9" B cells,
total CD3™ T cells and T cell subsets
may be vanable.

Several studies have demonstrated a
significant role of T and B Iymphocytes
in the progression of chronic peri-
odontitis. Conversion of a stable T cell
lesion to a progressive B cell lesion has
been hypothesized as being associated
with the physiopathology of chronic
periodontitis. Also, the conversion of

gingivitis  to  periodontitis involving
different phenotypes of T cell infiltra-
tion has been studied (11).

The present study revealed that
B cells and T cells, especially the
T-CD4™" cell subset. were an important
component of the chronic inflamma-
tory infiltration in chronic periodonti-
tis patients. Data reported by Lima
et al. (35), regarding T-CD4" cells in
chronic and aggressive periodontites,
showed that T-CD4™ cells from
chronic periodontitis patients are more
committed to interleukin-4 production
and the T-CD4 " cells from aggressive
periodontitis patients are more com-
mitted to tumor necrosis factor-o pro-
duction. This signifies that the cytokine
pattern may be different between dif-
ferent clinical forms of the disease.
T cells can be a common reservoir of
betaherpesviruses, and the present
study reports that T cells are present in
significant numbers in the infiltrate of
chronic periododontitis sites and that
cells may be harboring herpesviruses.

In the present study, CMV and
HHV-7 were significantly more fre-
quent in periodontitis-affected sites
than in samples from healthy subject;
however, HHV-6 was not frequently
found in the periodontal tissue. Some
authors have reported the presence of
CMV DNA in penodontitis-affected
patients. In a Brazilian population,
Casarin er al. (36) found 37-39.1%
positivity for CMV in type 2 diabetic
patients, and Imbronito er al. (37)
described 50% positivity in nondia-
betic subjects. Chalabi er al. (38)
described the presence of viral CMV
DNA in 59% of patients, but only
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when probing depth was 26 mm. In
the present study, we did not find any
correlation between probing depth
and the presence of CMYV. Bilichod-
math ef al (2) found a 26.3% level of
CMV DNA in chronic periodontitis-
affected sites. Grenier ef al. (4) and
Watanabe er al. (39) found lower fre-
quencies of 11 and 6% of CMV DNA,
respectively.

Few studies in the literature have
reported the presence of HHV-6 and
HHV-7 DNA in periodontitis-affected
patients. Cassai et al. (13) did not find
HHV-6 DNA in affected sites, and
found HHV-6 DNA in 10% of tissue
biopsied from healthy subjects, dem-
onstrating reasonably similar results to
this study. Contreras e al. (12)
described 21% positivity for HHV-6
DNA in affected sites, with no detection
in nonaffected sites by nested PCR.
Contreras ef al. (15) detected HHV-6
DNA in 21% of periodontitis-affected
patients, but did not include nonafiect-
ed control samples or periodontally
healthy subjects. In the present study,
only one sample collected from a heal-
thy subject was positive for HHV-6
DNA. Tt is important to mention that
our protocols were combined with a
PCR protocol for beta-globin gene
amplification as an internal quality
control for DNA extraction and the
presence of inhibitors (31.33).

In the present study, HHV-7 DNA
was detected in 30% of the penodon-
titis-affected sites and was not detected
in healthy subjects. Contreras ef al.
(12) reported 43% positivity for HHV-
7 by PCR in periodontitis patients and
did not detect HHV-7 DNA in pen-
odontally healthy subjects. Another
study from the same authors (15)
reported that 29% of periodontitis
patients were positive for HHV-7,
which is similar to the present study. In
contrast, Cassai ef af. (13) found a high
prevalence of HHV-7 DNA in both
periodontitis-affected and healthy sub-
jects (77 and T0%, respectively).

Naturally, to compare studies many
types of different factors must be con-
sidered, such as the type and number
of samples. sensitivity of pnimers used
for PCR, presence of systemic disease,
immunosenescence, ethnic origin and
whether the patient presents with
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aggressive or chronic periodontitis. In
addition, apical and marginal peri-
odontitis should be considered sepa-
rately from each other. However, with
regard to the differences between
studies, our present data confirm those
reported in other studies.

Although the presence of bet-
aherpesviruses related to the profile of
the inflammatory infiltrate in pern-
odontitis-affected sites has been docu-
mented (20,27), there are few reports in
the literature concerning this associa-
tion until the present study.

Association of the herpesviruses
with the immune cell subpopulation
could help our understanding of the
involvement of these wviruses with
human periodontitis. Contreras ef al.
(20) found that. in 20% of biopsies
obtained from periodontitis-affected
sites, CD3™ T cells harbored CMYV,
and CD3" Tcells from healthy gin-
giva did not contain this virus. Sabeti
et al. (27) also found CMV in CD3"
T cells of 54% of periapical lesions.
Although, hypothetically, T-CD47
cells are the main target for HHV-7
infection in the chronic periodontitis
inflammatory infiltrate, there is a lack
of data available to support this
hypothesis.

Herein, we have focused on the
presence of betaherpesviruses in asso-
ciation with the phenotype and number
of each lymphocyte subpopulation in
the inflammatory infiltrate. In the
present study, CMV correlated with
samples that presented a predominance
of CD3™ T cells, while HHV-7 corre-
lated with samples in which the
T-CD4 " cell subset was predominant.
Although associations were observed
between CMV and CD3" T cells and
between HHV-7 with the T-CD4”
predominance in the samples, the
viruses could act as cofactors, modu-
lating the activity of these cells. The
release of different types of cytokines
and B lymphocyte activation orches-
trated by T lymphocytes has been
shown to be an important feature in
the chronic periodontitis proeess
(10.11). In addition, T-regs cells
(T regulatory CD47CD25") may be
involved in modulation of the local
immune response in chronic pen-
odontitis patients (10). Cells infected

by wviruses suffer complex changes,
leading to the up- or downregulation
of different factors that could contrib-
ute to the pathogenesis of the inflam-
matory process.

Cytomegalovirus has the potential
to suppress the function of antigen-
specific T cytotoxic cells and can cause
a reduction in the number of T-CDS "
cells, leading to decreased cell-medi-
ated immune function. Immunossu-
pressive effects that involve direct
impairment of Iymphocytes, inducing
the production of auto-antibodies and
inflammatory mediators, have been
described (20). In the present study, we
failed to find a correlation between
specific T lymphocyte subsets with
CMYV, possibly due to the fact that this
virus can infect types of cells such as
monocytes/macrophages, dendritic
cells, epithelial cells, fibroblasts and
endothelial cells (9) which may be
present in the periodontal tissue.

Human herpesvirus 7 infects most
specifically the T-CD4 " cells, which
can result in cytotoxicity and immu-
nomodulatory activities in the host
(25). It has also been demonstrated
that the downmodulation of human
leukocyte antigen (HLA) and p2-mi-
croglobulin expression by HHV-T 1is
linked to wviral replication and is not
merely the consequence of the interac-
tion of virions with the cell surface.
Infected cells can therefore escape effi-
ciently from host immune pressure,
which might explain the persistence of
HHY-7-positive cells in several types of
tumors and chronic infectious diseases
(40).

Although HHV-7 has restricted tro-
pism to CD4 " cells, it should be noted
that HHV-7-infected T-CD4 " cells kill
uninfected T-CD8" cells in vitro.
Moreover, HLA class 1 and p2-micro-
globulin are also downmodulated in the
T-CD8 " cells in the presence of HHV-
T-infected leukocytes in vitro (25). In the
present study, we found lower numbers
of T-CD8" cells compared with
T-CD4 ™ cells in the samples, and this
could be the result of CMV and/or
HHY-7 infections in the host cells.

A ‘herpesvirus-bacterial pathogen’
model has been proposed, in which the
herpesviral infection could facilitate
bacterial proliferation and virulence or
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induce the release of cytokines and
chemokines from inflammatory and
connective cells (6,22).

Cytopathogenic  effects, immune
evasion, immunopathogenicity, latency,
reactivation and cell tropism are
important aspects related to herpesvi-
ruses, with regard to periodontitis.
Herpesviral infection causes a release
of proinflammatory cytokines, which
can activate T Iymphocytes and oste-
oclasts (41). As the CD3™ T cells and
TLCD4" Iymphocyte subpopulation
could harbor CMYV andfor HHV-T,
these viruses could play a role in the
pathogenesis of chronic periodontitis.
Immunohistochemical methods or
flow cytometry could be performed to
help to confirm herpesviral infections
and co-localization of wviral antigens
and CD markers. These methods are
under investigation in our center.

In conclusion, this study shows that
CMYV and HHV-7 can be present at
periodontitis-affected sites but  are
uncommon at healthy periodontal
sites. Moreover, our data suggest that
CMV can be related to an inflamma-
tory infiltrate with predominance of
CD3" Teeells, while HHV-T can be
associated with an infiltrate with pre-
dominance of T-CD4" cells: however,
further studies are necessary to support
this hypothesis. Herpesviruses could
play a rele in human chronic peri-
odontitis by modulation of the T cell
response.
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