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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a relacdo entre a presenca de
citomegalovirus (CMV), bactérias totais e beta globina com a gravidade da
doenca periodontal e perimplantar humana. A deteccdo molecular, através da
técnica de PCR em tempo real, ndo identificou o CMV, enquanto as bactérias
totais e beta globina estavam presentes em todos os sitios estudados. Foram
investigadas as diferengcas das concentracdes de bactérias totais e beta globina
entre os sitios coletados de i) dentes e implantes, /i) dentes/implantes saudaveis e
doentes, iii) perda de insercdo 0-3 e 4-5 e iv) profundidade de sondagem. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre as quantidades de bactérias
totais em nenhum dos parametros estudados. A quantidade de beta globina, por
sua vez, foi significativamente maior em dentes e implantes doentes e nos sitios
com maior profundidade de sondagem. Além disto, a beta globina humana
demonstrou-se um bom marcador de viabilidade das amostras, conferindo
confiabilidade nas deteccdes CMV negativas, além da sua quantificacdo mostrar-
se um novo e potencial marcador a ser avaliado no diagndéstico e monitoramento

da doenga periodontal e perimplantar.

PALAVRAS CHAVES: PCR, periodontite, CMV, bactérias totais, betaglobina.



ABSTRACT

The purpose of this work was to investigate the relationship between the presence
of DNA of cytomegalovirus (CMV), total bacteria and beta globin with severity of
human periodontal and perimplantar diseases. The CMV was not detected by real
time PCR, while total bacteria and beta globin were present in all studied sites. We
investigated the differences in total bacteria and beta globin concentrations
between sites collected from i) teeth and implants, ii) teeth / implants from healthy
and seek sites, iii) clinical attachment loss 0 - 3 and 4 - 5 iv) probing depth. No
significant differences were found between amount of total bacteria in any of the
studied parameters. The amount of beta globin was significantly higher in sites
from seek teeth/implants and in sites with greater probing depth. Moreover, the
human beta globin showed to be a good sample viability control, giving confidence
in negative CMV results. Beta globin quantifation display is a new potential marker
to be evaluated in the diagnosis and monitoring of periodontal and perimplantar
disease.

KEY WORDS: PCR, periodontitis, CMV, total bacteria, betaglobina.



1- INTRODUCAO

O controle da infeccdo periodontal prévio e pds colocagdo de implantes
esta entre as principais variaveis relacionadas ao sucesso dos implantes dentéarios
(Lutercacher et al., 2000, Wennstrom et al., 2004). De acordo com a literatura,
pacientes que mantém excelente controle dos biofilmes, supra e subgengival,
aumentam a probabilidade de sucesso de implantes (Zitzmann et al., 2001;
Ferreira et al., 2006). Além disso, existem evidéncias que a colocacao de
implantes em pacientes com histérico de doenca periodontal destrutiva pode
conferir risco aumentado de falha do mesmo ao longo dos anos (Hardt et al.,
2002; Karoussis et al., 2003). Sugere-se que a perda de implantes se dé em
decorréncia da perimplantite, processo inflamatério que determina a perda 6ssea
perimplantar (Salvi & Lang, 2004), levando a instalacdo de seqlelas, muitas
vezes, irreversiveis. A perimplantite, assim como a periodontite, sdo processos
inflamatérios, modulados pelo hospedeiro, mais ou menos suscetivel (Romeo et
al., 2004).

Os métodos de diagndstico molecular tém auxiliado no conhecimento da
microbiota envolvida nas patologias orais, principalmente nos casos de agentes
de dificil cultivo in vitro. Dentre as técnicas moleculares utilizadas, a reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) tem sido amplamente utilizada para
detectar e quantificar patdbgenos bacterianos (Holland et al., 1991; Li et al., 2003)
e virais (Razonable et al., 2000a; Razonable et al., 2002b; Boom et al., 2002; Li et
al., 2003). Através desta técnica ja foi demonstrada a relagdo entre a presenca do
CMV e a periodontite severa do adulto, periodontite juvenil, gengivite ulcerativa

necrosante aguda e abscessos periodontais (Slots, 2004; Kamma et al. 2001).

Uma pratica usual para verificar a viabilidade de uma amostra clinica é a
amplificacdo de um controle de qualidade de coleta. Como exemplo, podemos

citar a amplificacdo da betaglobina humana para deteccdo de Papilomavirus



Humano (Fakhry et al., 2006; Smith et al. 2007). Somente as amostras
betaglobina positivas sao consideradas validas para analise, o que reduz a
ocorréncia de resultados falsos negativos. Estes podem estar relacionados com
uma coleta inadequada, degradacao da amostra ou presenca de inibidores de

amplificacao.

Além disso, a betaglobina tem sido utilizada como alternativa para
diagnéstico ndo invasivo em patologias como traumatismo craniano (Lo et al.,
1998; Yurgel et al., 2007; Lo et al., 2000; Lam et. al. 2003) e derrame cerebral
(Rainer et al., 2003). Esses estudos procuraram estabelecer o nivel de DNA
circulante como indicador de severidade clinica. Foi sugerido que o DNA presente
no plasma ou soro & um potencial marcador prognéstico, ja que foi demonstrada
correlacao entre os niveis de DNA e a gravidade das lesdes, assim como com 0

desenvolvimento de complicacbes pds-traumaticas.

As doencas periodontais estdo intimamente relacionadas a bactérias que
estdo presentes na cavidade bucal. Estas podem ser detectadas na saliva, liquido
do sulco gengival, placa bacteriana e em condicbes especificas podem ocasionar
as doencas dos tecidos moles e, posteriormente dos elementos de suporte dos
elementos dentais e de implantes (Nualart-Grollmus, 2007).

A microbiota na denticdo natural em sulco periodontal e sulco perimplantar
€ muito semelhante, tanto na saude como na doenga. Em saude predominam os
cocos e na doenga predominan bactérias Gram-negativos (Meffert,1996).
Takanashi et al. (2004) investigaram a colonizagdo de bactérias anaerdbias em
dentes naturais e implantes pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
autores analisaram a presenca das bactérias Porphyromonas gingivalis e
Prevotella intermedia, e demonstraram que um més apds a conexao do abutment
(intermediario, pilar, transmucoso), P. Gingivalis foi detectado ao redor do
implante em 63,7% dos casos e a P. intermedia com 50,8%. Seis meses depois,
P. gingivalis foi detectado em 56,8% dos casos e a P. intermedia em 41,1%. O
padrao de colonizacdo nos dentes naturais foi semelhante em 75% dos casos
analisados.



O citomegalovirus humano (CMV), formalmente designado como
herpesvirus 5 (HHV-5) pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICVT),
€ um membro da familia Herpesviridae, onde fazem parte o herpesvirus simples
tipo 1 e 2 (HHV-1, HHV-2), virus da Varicella-Zoster (HHV-3), virus Epstein-Barr
(HHV-4), herpesvirus 6, 7 e 8 (HHV-6, HHV-7, HHV-8) (HODINKA, 2007).

A prevaléncia do CMV na populagdo mundial é extremamente elevada,
podendo variar de 40% a 90% (Van Der Bij & Speich, 2001). O virus nao é
altamente contagioso, sendo contraido através do contato pessoal proximo com
individuos que excretam o virus em seus fluidos corporais como: saliva, urina,
sangue, leite e sémen (Taylor, 2003). Similar a infeccao com outros virus na
familia Herpesviridae, o CMV pode se manter de forma latente, devido a sua
capacidade de permanecer associado as células do hospedeiro (Criscuoli et al.,
2006). A reativacao subseqliente pode ocorrer em resposta a diversos estimulos,
tais como 0 uso de imunossupressores ou  quimioterapia, entre outros
(Crumpacker, 2005).

O CMV tem tropismo por glandulas salivares (Britt & Alford, 1996) e varios
estudos tém demonstrado a sua correlacdo com doencas periodontais (Contreras
& Slots, 1996; Saygun et al., 2002; Yapar et al., 2003). A infeccao ativa no
periodonto danifica defesas locais favorecendo a proliferacdo de bactérias
patogénicas periodontais como Fusobacterium, Prevotella, Campylobacter,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia. Sugere-se
que a associacdo entre o virus da herpes e bactérias constituem uma
caracteristica patogénica importante da periodontite e também de infecgdes néao
orais (Slots, 2007).



2- JUSTIFICATIVA

Com o advento da Implantodontia, novos desafios foram impostos no que
se refere ao planejamento implantar, sobretudo no diagnéstico das condicdes de
saude-doencga periimplantares. A perimplantite, € uma doenga infecto-inflamatéria,
sendo uma das principais causas de perda de implantes. Neste sentido, o
entendimento da composi¢cao da microbiota nestes sitios pode ser importante para

a compreenséo dos fatores envolvidos no desenvolvimento da mesma.

O CMV, conhecido agente imunossupressor que favorece a multiplicacdo
de patégenos periodontais, tem sido descrito nos sitios com doenca periodontal.
Uma vez que a microbiota bacteriana associada a sitios periodontais e
perimplantares saudaveis ou doentes & semelhante, o presente estudo visa

investigar a incidéncia deste agente viral em sitios periodontais e perimplantares.

Técnicas de Biologia Molecular tém sido cada vez mais utilizadas na
identificacdo de agentes etioldgicos. Uma vez que estas técnicas prescindam de
cultivo dos agentes marcadores, é essencial certificar-se da viabilidade das
amostras. Este estudo, visa analisar a eficiéncia da deteccédo e/ou quantificacdo

da beta-globina para este fim.



3- OBJETIVOS

e Comparacéao da presenca do CMV e dos niveis de bactérias totais e beta
globina em lesdes periodontais e perimplantares em pacientes edentados
parciais.

e Correlacdo da concentracdo de beta globina, bactérias totais e CMV e da

gravidade da doenca entre sitios periodontais e perimplantares.



4- MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos: O projeto teve aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Luterana do Brasil. A selecao dos pacientes, caracterizagao clinica e
coleta das amostras foram realizadas por Milman (2008).

Pacientes e amostras controle: Foram selecionados 16 pacientes atendidos nos
Cursos de Especializacdo e Mestrado das areas de Periodontia, Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial e Protese, da Universidade Luterana do Brasil
de Canoas — RS. Os pacientes selecionados apresentam as seguintes
caracteristicas:

v idade média: 51,5 + 8,7 anos;

v' género feminino: 62,5%;
v 1 paciente diabético;
v

2 fumantes.

Dos individuos avaliados, 9 possuiam implantes Nobel Biocare (Branemark
System® ou Nobel Replace™, Suécia) e 7 ITlI (Straumann® Dental Implant
System, Suicga), totalizando 31 implantes nos 16 pacientes (distribuidos conforme
Tabela 1). O numero médio de implantes por individuo foi variavel (1,94 + 1,73) e
o tempo médio na boca foi de 5,06 + 2,21 anos.

Tabela 1 — Distribuigcdo dos implantes por regido.

DENTE |SUPERIOR|INFERIOR
Incisivos 4 2
Caninos 2 0
Pré-molares 4 3
Molares 4 12
TOTAL 14 17

Selecao dos sitios experimentais para coleta: A partir do exame fisico

periodontal e perimplantar, 4 sitios em cada paciente foram selecionados para



coleta. Esta selecéo foi realizada de forma aleatéria, respeitando cada um dos
seguintes critérios:
1. Periodontal saudavel: auséncia de sangramento marginal e
subgengival.

2. Perimplantar saudavel: auséncia de sangramento marginal e
subgengival.

3. Periodontal doente: presenca de sangramento subgengival com ou
sem sangramento marginal.

4. Perimplantar doente: presenca de sangramento subgengival com ou
sem sangramento marginal.

Coleta das amostras: Uma semana apés a realizacdo do exame clinico, foi
realizada a coleta. Inicialmente foi feita a remogédo do biofilme supragengival,
seguida por lavagem leve, secagem e isolamento relativo do campo. Logo apdés,
foi realizada a coleta da amostra em dentes e em implantes, com cone de papel
absorvente estéril n® 30 (marca EndoPoint, Paraiba do Sul, RJ). Apds o cone foi
devidamente armazenado, em tubos plasticos com capacidade de 1,5ml, a -20°C,

e posteriormente analisado.

Testes moleculares: Os testes foram baseados na utilizagdo de PCR em tempo
real (QPCR).

e Extracdo de DNA - Foi realizada através do protocolo de adsorcao
em silica (BOOM, et al, 1990). O método €& baseado nas
propriedades de lise e inativagdo de nucleases pelo tiocianato de
guanidina (GuSCN) que em altas concentracbes possui a
propriedade de adsorver acidos nucléicos em particulas de silica. O
DNA retido nas particulas de silica pode ser rapidamente
sedimentado por centrifugacao, lavados e posteriormente eluidos em

solucao tampao de baixa salinidade.

e gPCR - Amplificagdo do DNA - O DNA purificado foi amplificado no
equipamento Applied Biosystem SDS 7000. A amplificacdo e
deteccao é baseada no sistema Tagman (HOLLAND, et al., 1991).



e Primers e Sondas: A Tabela 2 apresenta os primers e sondas
utilizados. As condi¢cdes de amplificacdo foram as mesmas descritas

pelos autores.

Analise Estatistica: A analise estatistica utilizou os sitios de coleta como unidade
de analise. Os dados obtidos foram analisados e avaliados através dos testes
Tukey e testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Correlacdo de Spearman. O
nivel de significancia estabelecido para estas analises foi de p< 0,05. As analises

foram realizadas com o auxilio do software estatistico SPSS, versao 11.5.
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Tabela 2. Primers e sondas utilizados no trabalho.

Alvo Primers (5" -3") Sondas (5° FAM — 3’ TAMRA) Referéncia
ULS5F: TGGGCGAGGACAACGAA UL55P: TGGGCAACCACCGCACTGAGG
oMy UL55R: TAGGGCTGGGAAGCTGACAT Boeckh ef al. 2004
UL123F: TCCCGCTTATCCTCRGGTACA UL123P:
UL123R: TGAGCCTTTCGAGGASATGAA TCTCATACATGCTCTGCATAGTTAGCCCAATACA
beta globina | 26ta-9lobin354F: GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA | o1 siobinP: AAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGG Yurgel et al. 2007

beta-globin455R:CCTTGATACCAACCTGCCCAG

bactérias totais

UniversalF: TCCTACGGGAGGCAGCAGT

UniversalR:GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

UniversalP: CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

Kuboniwa et al., 2004
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho analisa a presenca de bactérias totais, beta globina e
Citomegalovirus (CMV) humano em amostras coletadas a partir de sitios
perimplantares e periodontais sadios e doentes. A coleta das amostras e a
caracterizacao clinica foram realizadas na dissertagcdo de mestrado de Milmann
(2008). A autora analisou a condicao periodontal e perimplantar de 16 pacientes
parcialmente edentados, demonstrando que os achados fisicos periodontais e
perimplantares eram similares. A andlise estatistica realizada pela autora,
demonstrou que os sitios implantares apresentaram maior profundidade de
sondagem que os sitos periodontais, mesmo quando ndo acompanhadas por

sangramento.

Para a execugcdo do presente estudo, foi realizada a implementacédo da
técnica de PCR em tempo real (QPCR) para deteccao e quantificacao de bactérias
totais, previamente as analises das amostras clinicas. As amplificagbes do DNA
do CMV e beta globina humana ja estavam implementadas e utilizadas
rotineiramente em nosso laboratério para analise de amostras de plasma e

sangue total e testadas neste trabalho na analise de amostras bucais.

Numa segunda etapa, foram analisadas as 64 amostras de todos os
pacientes analisados por Milman (2008), e na Tabela 3 estdo sumarizadas as
caracteristicas e as quantidades de beta globina e bactérias totais. A beta globina
e bactérias totais foram detectadas em todas as amostras analisadas. O log do n°
de beta globina variou de 4,5 — 7,1 por sitio, enquanto que a bactérias totais
variou de 2,6 — 7,4 por sitio. Foi realizada também a detec¢ao e quantificacao de
Citomegalovirus em todos os sitios estudados, e o virus ndo foi detectado em

nenhuma das amostras analisadas.
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Tabela 3: Caracterizacdo dos sitios coletados quanto a profundidade de
sondagem (PS), perda de insercao (Pl), condicao periodontal e periimplantar, log
do n°de cépias de beta globina e bactérias totais/ sitio.

Dentes Implantes
Paciente | PS | PI pgzgg:)gnatgl glzgﬁa T?)?:ité PS| PI pe(r:i(i)r:ﬂllgz(t)ar glzgﬁa T?)?:ité
1 3|2 saudavel 5,4 5,9 310 saudavel 5,8 6,2
1 4 |3 saudavel 5,6 5,4 310 saudavel 5,2 4,6
2 4 | 2 saudavel 6,6 5,6 33 saudavel 6,0 4,7
2 5|5 saudavel 6,2 3,8 5|5 saudavel 5,8 4.4
3 3|1 saudavel 5,6 5,8 310 saudavel 6,2 5,8
3 5|2 saudavel 5,9 5,9 53 saudavel 6,5 5,8
4 4 | 2 doente 6,3 5,6 4 |0 saudavel 6,8 5,8
4 33 saudavel 5,8 4,7 4 |0 saudavel 6,5 4,5
5 4 |3 doente 6,5 6,4 310 saudavel 6,4 5,9
5 4 | 4 saudavel 6,0 6,7 4 |0 doente 6,3 6,1
6 310 saudavel 5,2 55 8|0 saudavel 4,5 55
6 310 saudavel 5,9 5,2 2 |3 saudavel 5,8 6,2
7 5|2 doente 6,4 7,1 4 |0 saudavel 6,3 3,9
7 4 | 4 saudavel 6,4 6,0 510 saudavel 6,7 5,3
8 3|2 doente 6,5 6,5 510 doente 6,3 4,3
8 4 | 2 saudavel 6,5 6,0 510 saudavel 6,1 5,6
9 3|2 saudavel 6,2 6,6 510 saudavel 7,0 5,8
9 3|2 saudavel 6,7 6,9 510 saudavel 6,8 4,7
10 310 doente 6,0 5,3 510 doente 6,8 5,1
10 310 saudavel 5,7 3,9 510 saudavel 6,3 5,9
11 3|1 doente 6,7 6,0 511 doente 6,9 5,6
11 4 | 4 doente 6,8 6,5 5|2 doente 6,9 3,6
12 511 doente 6,3 2,6 4 | 4 doente 7,1 5,4
12 5|7 saudavel 6,5 5,9 7|7 saudavel 6,1 7,1
13 2 |0 doente 5,7 5,6 310 doente 6,5 6,5
13 3|2 doente 6,5 7,4 4 |0 doente 6,3 4,6
14 4 |5 doente 6,5 4,7 4 |0 saudavel 6,5 5,3
14 6 |7 saudavel 6,6 6,9 510 doente 6,1 5,6
15 3|1 saudavel 6,2 6,0 510 doente 6,6 6,9
15 4 |3 doente 6,0 3,3 6|0 saudavel 6,7 4.1
16 3|2 saudavel 6,6 5,7 310 saudavel 6,4 4,7
16 313 saudavel 5,6 5,6 410 saudavel 6,0 4,6

Verificou-se que nos artigos onde esta descrita a analise molecular de
patdbgenos bucais, ndo sao utilizados controles como a beta globina (gene
humano) para validagéo de resultados negativos como em Kuboniwa et al. 2004 e
Kasuga et al., 2000. Este procedimento € usado em outras areas, como por
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exemplo, nas andlises de deteccdo por PCR de Papilomavirus Humano (HPV).
Nestes casos, é frequente uma amostra estar inviavel para analise devido a uma
coleta inadequada (amostra insuficiente, presenca de inibidores) ou pela
degradacao po6s coleta (ma conservacao, transporte inadequado). Nestes casos,
um resultado é considerado HPV negativo somente quando se detecta a beta
globina nas mesmas amostras extraidas (Fakhry et al., 2006; Smith ef al. 2007). A
deteccao de beta globina do presente estudo, determinou que todas as amostras
eram viaveis para a andlise molecular, indicando que as mesmas nao apresentam

problemas de coleta, inibidores de gPCR ou degradagao de DNA.

Por outro lado, nos trabalhos de deteccao e quantificacdo de patégenos
bucais é frequente a deteccdo e quantificagdo paralela de bactérias totais
(Takanashi et al., 2004; Kuboniwa et al., 2004). Estes resultados podem ser
utilizados semelhantemente aos obtidos pela beta globina, validando um resultado
negativo. Esta andlise é possivel, pois todo o individuo independente da saude
bucal possui uma alta populacdo bacteriana na cavidade bucal. Este dado foi
confirmado em nosso estudo, onde a gPCR detectou bactérias totais em todas as
amostras analisadas. Nonnenmacher et al. (2004) descrevem sobre a utilizacao
de um controle para monitorar possiveis falsos negativos decorrentes de uma
inibicdo de amplificagdo. Este é realizado, através da adigdo de um DNA do
patdgeno que esta sendo analisado, nas amostras com resultado prévio negativo.
Assim, a ndo amplificacdo indica a presencga de inibidores na PCR. Este ensaio &
menos informativo que a andlise de bactérias totais ou beta globina, pois nao
pode ser utilizado para monitorar a degragao ou falta de amostra durante a coleta.

Apesar de todas as amostras do presente estudo serem consideradas
viaveis para anadlise (deteccao de beta globina e bactérias totais), causou-nos
inicialmente uma certa estranheza a nao deteccdo de CMV nas amostras de
nosso trabalho, onde todos os pacientes eram portadores de doenca periodontal
cronica. Ha varios achados na literatura como o descrito por Contreras et al.
(1999), que analisaram pacientes com doenca periodontal severa (30 pacientes),
moderada (38), leve (31) e com gengivite (41), detectando o CMV
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respectivamente em 33%, 24%, 9% e 10%. O CMV foi mais frequentemente
detectado nos sitios de doencga ativa em periodontite agressiva (94% - Kamma et
al. 2001) e periodontite juvenil localizada (73% - Ting et al., 2000; Michalowicz et
al., 2000). Estes ultimos autores analisaram também 65 pacientes sem doenca
periodontal, detectando CMV em 21% destas amostras. Uma das diferencas de
nosso trabalho com estas altas prevaléncias citadas na literatura, esta no método
de amplificacdo: nos artigos descritos, utilizou-se a técnica de nested PCR (PCR
aninhado) enquanto nosso trabalho utilizou-se a técnica de gPCR (real time PCR -
amplificacdo unica). Esta diferenca de sensibilidade foi recentemente descrita por
Botero et al. (2008), onde foram comparadas as duas técnicas em 44 pacientes
com doencga periodontal e 24 pacientes sem doenca periodontal. No primeiro
grupo, a nested PCR detectou 79,5%, enquanto a qPCR detectou 47,7%; no
grupo controle a nested PCR detectou 25%, enquanto a real time PCR 4,1% (1
amostra). A diferenca de sensibilidade das técnicas, segundo o autor, esta no
namero de ciclos de amplificacdo entre as duas técnicas (70 ciclos - nested PCR x
45 ciclos - qPCR), sugerindo que a nested PCR pode estar detectando os casos
de infeccao ativa e infeccao latente, e a qPCR os casos de infeccao ativa nos

sitios com periodontite.

Analisando outros trabalhos que utilizaram a qPCR para deteccdo de
CMV, é possivel inferir que a profundidade de sondagem (PS), menor no presente
estudo, seja uma variavel importante. Kubar et al. (2004) analisaram 16 pacientes
com periodontite agressiva ( PS 7.7 £ 1.5) e 15 pacientes sem doenca ( PS 2.1
0.6), detectando CMV em 11 pacientes do primeiro grupo (68,7%). Nas amostras
de nosso trabalho, os valores de PS média nos dentes foram de 3,7 mm e
implantes 4,4 mm. Kubar et al. (2005) analisaram amostras de 9 pacientes com
periodontite agressiva e 11 pacientes com periodontite crénica. No primeiro grupo,
a PS média foi de 7,8 mm (DP 1,2 mm) e o CMV detectado em 77,8% , enquanto
0s pacientes com periodontite crénica, a PS média foi de 6,8 mm (DP 1,3 mm)
com deteccao de CMV em 45,4% dos pacientes. Vale ressaltar que a PS é o

principal indicador associado a presenca de periodontopatégenos, sendo a
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quantidade de bactérias indicadoras diretamente proporcional ao aumento da PS.
Saygun et al. (2002) encontraram 44,3% de CMV em suas amostras, e Yapar et
al. (2003), encontraram 64% positivas para CMV nas amostras, ambos os estudos
com pacientes com periodontite crénica e com bolsas mais profundas (5-7 mm e
7-10 mm respectivamente), nos estudos com PS de 2-3 mm, as amostar para
CMV foram negativas, semelhantes aos resultados obtidos no presente trabalho.

Ap6s a analise exploratéria de dados, foram avaliados os valores de
quantificacdo de bactérias totais e beta globina utilizando-se o teste de Student
(teste T) para comparar as médias entre:

v dentes e implantes,
v' dentes /implantes saudaveis e doentes,
v Perda de insercao (PI) 0-3 e 4-5.

Na Figura 1 estdo demonstradas as médias de bactérias totais e beta
globina presentes nos dentes e implantes. Verificou-se que ndo houve diferencas
significativas entre a presenca de bactérias totais nos dentes e implantes como
também da beta globina.
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Figura 1: Média do log do nimero de bactérias totais e beta globina nos

dentes e implantes.
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Foram comparados os niveis de beta globina e bactérias totais entre os

sitios de dentes e implantes saudaveis e doentes. Os dados (Figura 2) mostram

auséncia de diferenca na quantidade de bactérias totais, porém, diferencas para a

beta globina, sendo significativamente maior nos sitios doentes (dentes e

implantes).
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Figura 2: Média do log do niumero de bactérias totais e beta globina em dentes/

implantes saudaveis comparados com dentes/implantes com sangramento

(doentes).
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Foi realizada também a comparacao da quantidade de beta globina e

bactérias totais em dentes e implantes com perda de insercao (PI) entre 0-3

comparados com dentes e implantes com Pl entre 4-5. Nao se observou

diferengas significativas entre os niveis de beta globina e também das bactérias

totais nos sitios com Pl 0-3 e 4-5 (Figura 3). Estes resultados indicam que a PS,

mais do que a PI, é o indicador clinico associado a alteragdes microbianas o que,

de certa forma, pode significar um questionamento do papel das bactérias como

fator de risco a PI.
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Figura 3: Média do log do niumero de bactérias e beta globina em sitios com PI
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Quanto a variavel profundidade de sondagem (PS) foram realizados testes
de correlacdo com 1) os niveis de bactérias totais e 2) os niveis de beta globina
por meio do método de Spearman para dados nao paramétricos.

Nao foi observada correlacao significativa entre os niveis de bactérias totais
e PS (coeficiente de correlacao —rho = -0,154; p = 0,223). Conforme demonstrado
na Tabela 4, pode-se verificar que o aumento da PS esta associado ao aumento
dos niveis de beta globina. (coeficiente de correlacao — rho= 0,347; p = 0,005)

PS (mm) N Média DP
2,0 2 5,74 0,12
3,0 22 6,06 0,46
4,0 18 6,39 0,34
5,0 18 6,45 0,36
6,0 2 6,65 0,14
7,0 1 6,09
8,0 1 4,55 -

Total 64 6,25 0,48

Tabela 4: Média dos niveis de beta globina nos sitios e profundidade de

sondagem (PS) em dentes e implantes.

Na analise global das quantificacbes de bactérias totais, as seguintes
consideracoes devem ser realizadas. As quantidades semelhantes de bactérias
entre regides perimplantares (5,32) e periodontais (5,65) ja havia sido evidenciado
por Takanashi et al. (2004). Além disto, as quantidades similares de bactéiras
totais em (5,48) em casos de amostras saudaveis como doentes, como também
nas diferentes profundidades de sondagem sugerem que a diferenca entre a
populacédo bacteriana nestes casos possam estar relacionados com as diferenca
de espécies bacterianas. Kasuga et al. (2000) em seu estudo identificaram uma
correspondéncia de severidade de peridontias a associacdo de algumas bactérias
como P. gingivalis, B. forsythus, e T. denticola. Kuboniwa et al. (2004) analisaram

10 pacientes com periodontite e 10 pacientes com periodonto saudavel. Todas as
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espécies, exceto P. nigrescens, foram detectadas nas amostras dos sitios
doentes em numero significativamente maior do que naqueles dos sitios
saudaveis, enquanto o maior niumero de P. nigrescens foram encontrados no

grupo controle.

A quantificagdo de beta globina foi utilizada neste trabalho com a intencéao
de testar sua eficiéncia como um marcador de gravidade de lesdes bucais. Varios
estudos relacionaram aumento da beta globina no plasma sanguineo com
severidade de traumas (Lo et al., 1998; Lo et al., 2000; Lam et al., 2003; Yurgel et
al., 2007). No presente trabalho, demonstrou-se que nao houve diferengas entre
as quantidades de beta globina entre implantes e dentes em relacédo a Pl, mas as
quantidades observadas em sitios doentes (dentes ou implantes) eram maiores
(p<0,05) do que as observadas em sitios saudaveis. Além disso, verificou-se
(Tabela 4) que quanto maior a PS, maiores os niveis de beta globina (coeficiente
de correlacédo — rho= 0,347; p = 0,005). Nao se sabe se estes resultados deram-se
em fung&o da magnitude da PS per si ou se em decorréncia do traumatismo pos-
sondagem. Mesmo nos estudos de trauma, onde hd mais dados disponiveis, 0
mecanismo pelo qual o DNA livre circulante aumenta apds trauma nao esta bem
estabelecido. As altas concentracdes precoces, observadas imdiatamente apés a
lesdo, sugerem que o DNA extracelular se origine do dano ao tecido (necrose),
enquanto mecanismos de apoptose podem contribuir para o0s aumentos
persistentes encontrados (Lam et. al. 2003). Por outro lado, a sondagem n&o seria
capaz de produzir danos apenas nos sitios mais profundos, sugerindo a presenca
constante, nestes sitios, de beta-globina. O real signficado clinico destes achados,
portanto, ndo esta bem claro.
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6- CONCLUSOES

A presenca de bactérias totais e beta globina se mostraram bons
marcadores de viabilidade das amostras.

Nao se detectou CMV em nenhuma das amostras estudadas.

Nao houve diferencas significativas entre a presenca de bactérias totais
nos sitios de i) dentes e implantes, /i) dentes e implantes saudaveis com
doentes, iii) Pl de 0-3 e 4-5 e nas diferentes PS.

Nao houve diferencas significativas entre a presenca de beta globina nos
sitios de dentes e implantes e nos sitios com Pl de 0-3 ou 4-5.

Os nivies de beta globina em dentes e implantes doentes &
significativamente maior do que em dentes e implantes saudaveis.

Foi observada um aumento da beta globina associado ao aumento da PS.

22



7- PERSPECTIVAS

Como perspectiva de continuidade desse estudo, um maior nimero de
pacientes deve ser analisado, principalmente para a detecgdo de CMV. Os dados
da literatura sugerem uma grande incidéncia deste patégeno em pacientes com
lesbes periodontais. Este estudo teve a limitacdo de analisar um pequeno numero
de pacientes, nos quais, os valores de PS eram < 5 mm. De uma forma geral, a
literatura correlaciona a presenca deste patégeno em amostras com valores de PS
maiores (> 6 mm). Além disto, seria interessante a analise de outras infecgdes
virais como HSV1, HSV2 e Epstein Bar bastante frequentes em lesdes

periodontais.

Também, como uma perspectiva de suma importancia (e que ja esta em
andamento), considera-se valida a quantificacdo de bactérias patogénicas como
Porphyromonas gingivalis, Parvimonas micra, Tannerella forsythia e que,

possivelmente, irda completar os achados encontrados neste estudo.

Além disto, o presente estudo apresenta os primeiros indicios que a beta
globina humana possa ser um marcador a ser melhor investigado em
Periodontia/Implantodontia. Para tanto, um maior nimero de amostras com
diferentes graus de gravidade e/ou condicdo inflamatéria, periodontias e
periimplantares (bem como em outras enfermidades bucais) devem ser realizadas

para determinar a validade da utilizacdo deste marcador.
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