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RESUMO

Objetivo: Varios estudos tém investigado a associacdo entre o virus Epstein-Barr
(EBV) e a periodontite, a mucosite e a peri-implantite. Contudo, os resultados
permanecem controversos. Assim, o objectivo desta revisdo sistematica avaliar a
impacto do EBV na periodontite, mucosite e peri-implantite.

Materiais e métodos: Para agilizar a identificacdo de estudos potencialmente elegiveis
para inclusdo nesta revisdo sistemadtica, a pesquisa foi efectuada em PubMed via
MEDLINE (Sistema de Analise e Recuperagao de Literatura Médica Online), CIHNL,
EMBASE, LILACS e CENTRAL (Registro Central de Ensaios Controlados da
Cochrane), até julho de 2019 inclusive. Nenhuma limitag¢do foi aplicada em relacdo ao
ano ou idioma da publicacdo. As listas de referéncia dos artigos incluidos e as resenhas
relevantes foram pesquisadas manualmente. Foi efectuada pesquisada de literatura
cinzenta em www.opengrey.euw/. A qualidade metodoldgica dos estudos foi feita com a a
escala Newcastle-Ottawa. Foram conduzidas meta-analises de efeitos aleatdrios para a
prevaléncia e medidas clinicas periodontais.

Resultados: Por meio de busca eletronica, foram identificados 37 artigos ap6s avaliagdo
do titulo e resumo do artigo. A triagem realizada revelou 4 artigos relevantes com
objetivo de investigar as associagdes entre EBV e periodontite. O resultado da meta-
analise destes 4 artigos revelou o indice de risco de 2.42 (Intervalo de Confianca 95%:
1.64-3.58) com valor de heterogeneidade baixo (I’=18%). Para a peri-implantite e
mucosite ndo foi possivel efetuar qualquer meta-analise, devido ao risco de duplicagdo
de resultados.

Conclusoes: Considerando as limitagdes desta revisao sistematica, os resultados
mostram que o risco de presenga de EBV em lesdes de periodontite ¢ 134% maior do
que em saude periodontal. Na Profundidade de Sondagem e Perda de Inser¢do Clinica, o
EBV ndo apresentou impacto. Por outro lado, ndo foi possivel estabelecer uma
conclusdo definitiva para a mucosite e peri-implantite devido ha existéncia de uma
meta-analise recente com risco de duplicacdo de resultados. No futuro, ¢ necessario
realizar ensaios clinicos randomizados de aspectos como a co-infec¢do com herpesvirus
e bactérias, respostas associadas do hospedeiro no desenvolvimento de periodontite e ao
tratamento viral concomitante ao tratamento periodontal.

Palavra Chaves: Virus Epstein-Barr; Periodontite; Peri-implantite; Mucosite.






ABSTRACT

Objective: Several studies have investigated the association between the Epstein-Barr
virus (EBV) and periodontitis, mucositis and peri-implantitis. However, the results
remain controversial. Thus, the aim of this systematic review is to assess the impact of
EBYV on periodontitis, mucositis and peri-implantitis.

Materials and methods: To expedite the identification of potentially eligible studies
for inclusion in this systematic review, research was conducted in PubMed via
MEDLINE (Online Medical Literature Analysis and Recovery System), CIHNL,
EMBASE, LILACS and CENTRAL (Central Registry of Controlled Trials of
Cochrane), up to and including July 2019. No limitation was applied in relation to the
year or language of publication. The reference lists of the included articles and the
relevant reviews were searched manually. Grey literature was searched at
www.opengrey.eu/. The methodological quality of the studies was done with the
Newcastle-Ottawa scale. Meta-analyses of random effects for prevalence and clinical
periodontal measurements were conducted.

Results: Through an electronic search, 37 articles were identified after evaluation of the
title and abstract of the article. The screening revealed 4 relevant articles aimed at
investigating the associations between EBV and periodontitis. The result of the meta-
analysis of these 4 articles revealed a risk index of 2.42 (95% confidence interval: 1.64-
3.58) with low heterogeneity value (I’=18%). For peri-implantitis and mucositis it was
not possible to perform any meta-analysis.

Conclusions: Considering the limitations of this systematic review, the results show
that the risk of EBV in the pockets of periodontitis patients is 134% higher than in
periodontal health. For other levels of periodontal destruction, EBV did not have an
influence. On the other hand, it was not possible to establish a definitive conclusion for
mucositis and peri- implantitis due to the scarcity of studies. In the future, it is necessary
to conduct randomized clinical trials on aspects such as co-infection with herpesvirus
and bacteria, associated host responses in the development of periodontitis, and viral
treatment concomitant with periodontal treatment.

Keywords: Epstein-Barr Virus; Periodontitis; Periimplantitis; Mucositis.
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Introducao

I. Introducio

1. O virus Epstein-Barr

1.1. Contexto historico

Na década de 60, Denis Burkitt e O’Conor interessaram pela doenga que tinha
uma distribuicdo geografica e climatica limitada, e que afetava as criangas da regido da
Africa Equatorial (Burkitt & O’Conor 1961; O’Conor 1961). Caracterizaram esta
patologia como um tumor maligno, altamente prevalente em Africa, com distribuicio
anatomica caracteristica e incomum, principalmente na mandibula (Burkitt & O’Conor
1961), e etiologia multifatorial como a desnutricdo e a estimulagdo repetida de um

sistema imunitario deficiente (Pagano et al. 2004; Dozzo et al. 2016).

Este tumor viria a designar-se por linfoma de Burkitt (Dozzo et al. 2016) ¢ que
se suspeitava ser causado por um agente viral oncogénico, descoberto em analises de

microscopia eletronica (Epstein, Achong e Barr 1964).

Posteriormente, em 1968 Werner ¢ Henle demonstraram que este novo agente
tinha caracteristicas muito diferentes dos virus herpéticos ja conhecidos na época, ¢
acabou por designa-lo por virus Epstein-Barr (EBV — Epstein-Barr Virus) (Henle,

Henle e Diehl 1968).

Nos anos que sucederam, demonstrou-se que a generalidade dos individuos, com
e sem linfoma, apresentavam anticorpos contra o virus EBV. Contudo, em 1968, a
equipa de Henle comprova a relagdo entre a mononucleose infeciosa ¢ o EBV, num
estudo retrospetivo realizado em estudantes da Universidade de Yale com andlises
serologicas, confirmando o EBV como o agente causador desta doencga (Henle, Henle e

Diehl 1968).

1.2. O virus Epstein-Barr (EBYV)

Historicamente, o EBV foi o primeiro virus humano associado a um tumor
maligno com um carécter pandémico, infetando mais de 95% da populagao mundial. A
infecdo ¢ assintomadtica na grande maioria dos casos, tanto no momento da infegdo

primaria ou quando o virus persiste no organismo (Kukhanova et al. 2014).

13
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Quando existem manifestacdes clinicas agudas, a infe¢do primaria esta
associada a tosse, dor abdominal, nduseas, vomitos, hepatoesplenomegélia, ictericia,
entre outros (Kukhanova et al. 2014). A persisténcia viral pode estar associada a casos
graves em individuos saudaveis ou imunocomprometidos. Além disso, o EBV foi
também associado a outras doengas autoimunes cronicas ou degenerativas (Young e

Murray 2003).

O EBV ¢ um herpes virus gama humano tipo 4 (HyHV-4). Pertence a ordem
Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae, género

Lymphocryptovirus (Tabela I) (Grywalska et al. 2015).

Tabela 1: Nomenclatura dos principais herpes virus humanos (International Committee
on Taxonomy of Viruses 2016)

Abreviatura Nome completo Subfamilia
HHV-1 Herpes Virus Simplex 1 (HSV-1)
HHV-2 Herpes Virus Simplex 2 (HSV-2) Alphaherpesvirinae
HHV-3 Varicella Zoster Virus (VZV)
HHV-4 Epstein Barr Virus (EBV) Gammaherpesvirinae
HHV-5 Cytomegalovirus (CMV)
HHV-6 Human Herpes Virus 6 (HHV-6) Betaherpesvirinae
HHV-7 Human Herpes Virus 7 (HHV-7)

Muitas tentativas tém sido feitas para classificar o EBV de acordo com
informagoes clinicas ou epidemiologicas. (Grywalska et al. 2015). Inicialmente, o EBV
foi classificado em dois tipos: EBV tipo 1 (EBV-1) e EBV tipo 2 (EBV-2) (tipo A e tipo
B), baseados em alelos nos genes EBNA2 e EBNA-3A, -3B e -3C14. Uma das
diferencas clinicas entre eles ¢ que o tipo 1 pode converter células B em linfénodos

linfoblastéides (LCL) de forma mais eficiente do que o tipo 2.

Na generalidade, foram identificadas cerca de 120 formas diferentes de herpes
virus dos quais oito infetam humanos, nomeadamente Virus herpes simples (HSV) tipo
1 e 2, Virus Varicella-Zoster (VZV), EBV, Citomegalovirus humano (CMV) e
Herpesvirus humano (HHV-6, HHV-7 e HHV-8) (Tabela 1) (Slots & Slots 2011).

A classificagdo  dos  herpesvirus  humanos,  Alphaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, foi feita de acordo com sua patogenicidade,

14
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tropismo tecidular e o seu comportamento em circunstancias de cultura em laboratério

(Grywalska et al. 2015).

1.3. Morfologia do Herpesvirus

Estruturalmente, as particulas virais sdo constituidas por nucledide (formado
essencialmente pelo genona e por proteinas), capside isosaédrica (formada por
capsomeros), tegumento de estrutura fibrilhar (liga a capside ao invélucro) e envelope
lipidico (bicamada lipidica de natureza celular e glicoproteinas de origem viral) (Figura

1A) (Prescott et al. 2010).

ADN episomal
Cc
QriP Crllyt Qrliyt
} } +
TR IR1 IR2 IR3 IR4 TR
ADN Linear
U1 u2 u3 U4 us
U, U
Sens R (Rightward)
Sens L (Lefttward)
D
N C WWWWWWWWWWWWY H FQUPOMS L EZRK B G DTXV I A N
Dl 0 T T L o T 1 Y 1 e 1 WO ] O 1 2 Y | 1D
| | LR L R R e T L I._I]I]l LI LI | |
R TR

BZLF1

I

B (BamH1) Z (fragmenta Z)L (Sentido da transcricéo Left) F1 (1° fase de leitura)

Figura 1: (A) Particula viral EBV observada em microscopio eletronico (Young e
Rickinson 2004) (B) Representacao esquematica do DNA episomal, infeccao latente (C)
Representacao Esquema de DNA linear [infecgdo litica] (D) Representacdo esquematica

da nomenclatura ORF.
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O genoma do EBV ¢ composto por um par 172 kilo pares de bases (kpb) e
codifica cerca de 86 proteinas. Encontram-se 2 dominios Unicos: um dominio curto (de
15.000 pares de bases (bp)) e um dominio longo (de 50.000 bp). Estes 2 dominios sao
separados por sequéncias repetidas em tandem (de 3071bp) (Damania 2006). Na célula,
o virus € persistente sob a forma de um episodio intimamente ligado a cromatina

(Figura 1B) (Damania 2006).

Na particula viral, o 4cido desoxirribonucleico (ADN) apresenta uma forma
linear e tem, nas suas 2 extremidades, sequéncias terminais repetitivas (TR, regido
terminal) (FiguralC). Para permitir a transicdo de uma forma linear para uma forma

epissonal, as TRs fundem-se (Cruchley et al. 1997; Rickinson et al. 2007).

Neste genoma, h4 também duas origens distintas de replicacdo, dependendo se ¢
durante a fase de laténcia ou para realizar um ciclo litico completo (Cruchley et al.

1997; Rickinson et al. 2007).

A origem da replicacdo viral litica (ori-Lyt) ¢ composta por 2 regides homologas
Duplicated sequence right (DR) e Duplicated sequence left (DL) e permite a replicacao

viral e lise celular durante fase litica da infe¢do (Farina et al. 2000).

Tornou também possivel distinguir cerca de cem quadros de leitura abertos
(também designado por Open Reading Frame - ORFs) listados de acordo com o seu
tamanho e capacidade de replica¢do (Farina et al. 2000). Existe uma nomenclatura que
permite que eles sejam nomeados de acordo com o fragmento de restricio BamH1, a
orientagdo da transcri¢do (para a esquerda ou para a direita) e a fase de leitura (quadro)

(Figura 1D) (Farina et al. 2000).

O genoma do virus ¢ protegido por uma estrutura icosaédrica estreita, formando
um complexo designado por nucleocdpside (Germi et al. 2011), composta por 6
proteinas reunidas (Germi et al. 2011). As proteinas que constituem o capsideo sdo
proteinas tardias. Esta estrutura protege o virus e ¢ fundamental para a sobrevivéncia em

ambiente externo (Farina et al. 2000).

Esta estrutura genémica ¢ comum a todos os virus herpéticos (Prescott et al.
2010). O genoma estéd inserido numa estrutura fibrilhar assimétrica, o tegumento, que
por sua vez ¢ constituido por uma matriz proteica complexa que reveste o espaco entre o

capsideo e o envelope (Figura 2) (Farina et al. 2000).
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Ervelope proteins

Figura 2 : Estrutura gendémica do virus Epstein-Barr (em

https://utswim.wordpress.com/2015/01/09/the-epstein-barr-virus-a-primer)

As proteinas facilitam, por um lado a manuten¢ao de estruturas virais e protegem
o0 acido nucléico, e por outro permitem a penetracdo na membrana celular e a adaptagio
ao sistema imunitario do hospedeiro através da modulag¢des de sinalizagao da resposta

imune e ativacao de interferoes (Prescott et al. 2010).

Por outro lado, o EBV ¢ um virus que estd envolvido numa bicamada lipidica
contendo cerca de dez glicoproteinas virais integradas que formam espiculas. Estas
glicoproteinas virais estdo integradas numa bicamada lipidica resultante da migracdo da
estrutura viral para a célula hospedeira (Figura 2) (Prescott et al. 2010). No caso dos
Herpesviridae, existe uma proliferacao ao nivel da membrana nuclear que se dirige para
o complexo de Golgi. Ao longo de toda esta migragdo intracelular, a futura particula

viral apropria-se de parte das bicamadas lipidicas (Prescott et al. 2010).

Finalmente, ¢ ao nivel da membrana citoplasmatica que ocorre o ultimo passo
com a integracdo de glicoproteinas virais. Estas proteinas sdo sintetizadas na célula

hospedeira e sdo enviadas para o local de montagem final (Prescott et al. 2010).
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1.4. Interacao do virus com a célula

O primeiro passo na replicacdo do virus ¢ a fixacdo e penetracdo do virus que
envolve uma interacao entre as proteinas virais na superficie dos virides € um recetor
especifico presente na membrana celular. A penetracdo ¢ possivel gracas a dois
mecanismos que podem, ou ndo, ser concomitantes: endocitose e/ou fusdo (Figura 4-

passo 1) (Cruchley et al. 1997; Rickinson et al. 2007).

Por norma, os virus ndo-encapsulados sofrem endocitose, € nos virus
encapsulados existe uma fusdo o envelope viral ¢ a membrana celular (Cruchley et al.

1997; Rickinson et al. 2007).

No segundo passo, a descapsidagdo pode ocorrer de imediato ou passado algum
tempo, e pode também ser total ou parcial. Esta etapa permite que o acido nucléico do
virus seja libertado no interior da célula (Figura 4 - passo 2) (Cruchley et al. 1997;

Rickinson et al. 2007).

A terceira fase da multiplicagdo do virus ¢ a replicagdo viral que depende do
virus e ¢ diferente conforme o virus ¢ acido ribonucleico (RNA) de polaridade positiva
(RNA+) ou negativa (RNA-) ou de ADN. Para virus RNA+, o RNA ¢ imediatamente
traduzido em proteina como um RNA mensageiro (mRNA) seria. O virus em RNA-
deve ser transcrito em RNAm pelo ribossoma inicialmente e seguidamente ¢ traduzido.
Finalmente, para os virus de ADN, existem varios processos diferentes baseados em
varios niveis de transcri¢ao e tradugdo. O ADN parental € transcrito em mRNA que por
sua vez ¢ traduzido em proteinas que podem ser usadas para a replicacio do ADN
parental numa nova transcri¢ao. Nesta cascata de transcricdo a traducao possibilita a
obtencdo de proteinas precoces que regulam a expressdo proteica posterior (Figura 4 -

etapa 3) (Cruchley et al. 1997; Rickinson et al. 2007).

O quarto passo ¢ o encapsulamento, onde os genomas virais recém sintetizados
(neogenomas virais) sdo cercados por proteinas recém traduzidas (neocapside) e este
conjunto forma um neovirion (Figura 4 - passo 4) (Cruchley et al. 1997; Rickinson et al.

2007).

Finalmente os virus sdo libertados. Esta etapa €, na verdade, a Ultima etapa em
maturacao dos neovirides. Pode ser intracelular, e neste caso, sem envelope sofrem

maturacao que leva a lise celular. Por outro lado, pode também ter lugar ao nivel de a
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membrana celular da célula infetada e este ¢ o caso dos virus com envelope que serdo

submetidos a exocitose (Figura 4 - etapa 5) (Cruchley et al. 1997; Rickinson et al. 2007).

1
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Figura 3: Diagrama geral da multiplicacdo viral (Adaptado de Généralités Sur les
virus" 2016 (http://www.microbiologie-medicale.fr/virologie/generalitesvirus.htm)

1.5 Replicagao viral

Apo6s a infecdo primaria, o EBV persiste ao longo de toda a vida em alguns
linfécitos B na forma copias do genoma circular. Esta infecdo latente ¢ acompanhada
pela expressao de parte do genoma viral na forma de antigénios de laténcia incluindo o

antigénio nuclear para o EBV.

O virus consegue adaptar-se célula infetada, favorecendo a saida de
glicoproteinas virais para superficie celular. Estas particulas virais saem da superficie
celular e integram as glicoproteinas virais da superficie, promovendo uma infeg¢ao

severa (Xiao et al. 2007) (Figura 3).
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Figura 4 : Representacdo esquematica das glicoproteinas EBV e suas interagdes ("Virus
Epstein-Barr em Doencas Autoimunes Sistémicas" 2016).

1.6. Fatores de risco

Os estudos serologicos demonstraram que 90 a 95% dos adultos sdo portadores
do virus (Chang et al. 2019), e a seroconversdo pode ocorrer muito cedo na vida dos
individuos. Em alguns paises desenvolvidos, uma distribui¢do bimodal da infegdo ¢
descrita com um pico de infe¢do primdria: 1) antes dos 5 anos de idade; e 2) entre os 16
e 20 anos de idade (Edwards e Woodroof 1979). O segundo pico pode ser explicada
pela contaminacdo intra-familiar com criangas pequenas ou com parceiros intimos

durante a adolescéncia (Edwards e Woodroof 1979).

Nao ha diferenga significativa entre a soro-prevaléncia do EBV em homens e
mulheres, tanto em criangas como em adolescentes (Figura 5). No entanto, as
concentragdes de anticorpos nas mulheres sdo geralmente mais altas, mas esta diferenca
ndo ¢ significativa (Beagley e Gockel 2003). Esta conclusdo estd de acordo com a
informagdo de que as mulheres desenvolvem mais anticorpos do que os homens em

resposta a infegdes e/ou vacinacdo (Beagley e Gockel 2003).

A distribuicdo global do EBV destaca a presenca de fatores genéticos. Na
verdade, algumas populacdes parecem ser mais "sensiveis" a um genotipo associado a
eventos particulares. E o caso, por exemplo, dos Inuit do Alasca e das populagdes no
Sudeste Asiatico, onde um alto nivel de EBV tipo 2 ¢ observado (Hildesheim et al.

2002).
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Figura 5: Distribui¢do etaria e sexual das reagdes positivas de Paul-Bunnell-Davidson

(Rosdahl, Larsen, and Thamdrup 1973).

1.7. Epidemiologia

O virus foi encontrado em diversas populacdes no mundo (Gratama et al. 1995),
no enanto, apresenta uma distribuicdo geografica diferente dependendo do genotipo
(Gratama et al. 1995). O EBV-1 ¢ o mais prevalente do mundo, contudo existem
regides, como na Africa Central, Alasca ¢ Papua Nova Guiné, onde o EBV-2 ¢

encontrado com mais frequéncia (Arvin et al. 2007).

A tabela 2 permite-nos observar que a distribuicdo geografica ¢ claramente
diferente, mas estd intimamente relacionada com a expressdo clinica da infegdo

(Gratama et al. 1995).

Um valor surpreendente de 100% de EBV- 2 no Alasca foi observado numa
populacdo esquim6 no ambito da carcinoma nasofaringeo indiferenciado e nao
queratinizado (Undifferentiated nasopharyngeal non-keratinizing carcinoma - UNPC)
(Tabela 2). Assim, a presenca do EBV-2 ¢ incomum na maioria das regides estudadas,
exceto em caso de Virus da Imunodeficiéncia Humana positivo (VIH-positivo) ou

transplante cardiaco (Gratama et al. 1995) (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribui¢do geografica dos gendtipos do EBV em diferentes doengas

Reprodugdo traduzida (Gratama e Ernberg 1995).

Pais Pacientes N Tipe1 | Tipe2 Tipe 1&2
(%) (%) (%o)
China (Hu et al. 1991) UNPC 37 86 14 0
Taiwan (Shu et al. 1992) UNPC 53 94 4 2
Coréia do Sul (Kim et al. 2002) Sas 26 81 15 4
Japdo (Kunimoto et al. 1992) Sas 21 95 5 0
EUA (Franket al. 1995) SLPT 24 100 0 0
IEUA (Goldschmidts et al. 1992) Sas 22 55 45 0
Alaska (Abdel-Hamid et al. 1992) UNPC 3 0 100 0
\Argentina (Correa et al. 2004) Sas 183 78 15 7
Brasil (Klumb et al. 2004) LyB 21 86 14 0
Africa Central (Goldschmidts et al. 1992) LyB 16 50 50 0
Papua-Nova Guiné (Aitken et al. 1994) LyB 56 42 53 5
Europa Ocidental (Sandvej et al. 1994) LH 55 93 5 1
Australia (Kyaw et al. 1992) Soropositivo VIH 56 27 30 43
Australia (Kyaw et al. 1992) Transplante 18 39 33 28
cardiaco

EUA — Estados Unidos da América; UNPC - Undifferencied nasopharyngeal carcinoma.
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Figura 6: Distribuicdo especifica por idade de anticorpos anti-EBV em quatro areas

geograficamente distintas - Reproduc¢ao (de-Thé et al. 1976)
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Nos paises em desenvolvimento, a mediana da idade das infecdes primadrias
diminuiu significativamente nos ultimos 50 anos, observando-se menos de 50% de
soroprevaléncia em criancas de 10 anos (Chang et al. 2019). Em contraste, nos paises
em desenvolvimento, a sero-prevaléncia ¢ elevada desde uma idade precoce. Assim, as
condi¢des socio-econdmicas sdo refletidas na disseminagdo precoce do EBV na

populacao (Figura 7).

Figura 7: Mapa que mostra o agrupamento de paises por rendimento avaliado pelo
Banco Mundial. Azul: Paises de rendimento elevado; Verde: Paises de rendimento
médio-alto; Purpura: Paises de rendimento médio-baixo; Vermelho: Paises de
rendimento baixo. Adaptado de “World Bank Country and Lending Groups — World
Bank Data Help Desk” 2016.

1.8. Vias de transmissao

O EBYV ¢ transmitido principalmente por secrecdes orofaringeas (Idesawa et al.
2004). Em adolescentes, jovens adultos e adultos, a principal via de transmissdo € o
contato intimo com ao nivel da boca, muitas vezes relatada como "doenga do beijo"
(Idesawa et al. 2004). Nas criancgas a transmissao pode ocorrer através de brinquedos ou

através de contato manual (Sawyer et al. 1971).

O EBYV foi detetado no muco cervical de adolescentes e jovens adultos, no
entanto ainda ndo € conhecida a forma de transmissdo sexual. Além disso, nestes casos
especificos, ¢ dificil determinar o modo exato de transmissao entre contactos oro-genital

ou beijo (Idesawa et al. 2004).
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A transmissdo de mae para filho, seja por via transplacentaria ou durante o
aleitamento materno, s6 raramente ¢ relatada. No entanto, durante gravidez, quando

existe uma reativagao viral, pode ocorrer também parto prematuro (Eskild et al. 2005).

Relativamente a transmissao por transfusdo transplante, esta descrito na
literatura a doenca linfoproliferativa pods-transplante (PTLD, Post-Transplant
Lymphoproliferative Disorders), frequentemente associadas a reativacdo do virus de
Epstein-Barr nos doentes transplantados. Assim, uma complicacdo grave da

imunossupressao (Vignon 2000).

1.9. As doengas associadas ao Virus Esptein-Barr

Na literatura estdo descritas diversas patologias relacionadas com a infecdo pelo
EBV, nomeadamente mononucleose infeciosa, leucoplasia oral pilosa em doentes com
virus de imunodeficiéncia humana (VIH), transplantados imuno-comprometidos e
doentes immuno-comprometidos (Shanahan et al. 2018), Linfoma de Burkitt, carcinoma
ndo diferenciado da nasofaringe, PTLD, doenca de Hodgkin, linfoma das células T,

doenga periodontal, entre outros. (Young e Murray 2003)

2. Doenca periodontal

A doenca periodontal, incluindo a gengivite e a periodontite, ¢ uma condigao
cronica inflamatoria caraterizada pela destruicao progressiva dos tecidos que envolvem
o dente (gengiva, osso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular) (Darveau
2010, Tonetti et al. 2018, Trombelli et al. 2018). A doenca periodontal ¢ considerada
um problema de Satde Publica devido a uma elevada prevaléncia (Kassebaum et al.

2014).

A gengivite ¢ uma condig¢do patoldgica reversivel do periodonto que ocorre
devido a cumulagdo de placa bacteriana na superficie dentaria e gengival (Scannapieco
et al. 2010). A inadequada higiene oral, e consequente aumento da agressividade das
bactérias que constituem o biofilme, leva um desequilibrio imune do hospedeiro. Desta
forma, as bactérias tém um maior acesso as estruturas periodontais e areas subjacentes,
levando a alteragdes vasculares e a formacgdo de exsudato inflamatério (Slots 2017).
Assim, a gengiva torna-se hiperemiada, edemaciada e hemorragica (Trombelli, Farina,

Silvia e Tatakis 2018). Tendo isto em conta, a gengivite define-se como uma inflamagao
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superficial da gengiva onde, apesar das alteracdes patologicas, o epitélio de unido se
mantém unido ao dente, ndo havendo perda de insercdo. Contudo, tem um papel
precursor na perda de inser¢ao ao redor dos dentes se os fatores etiologicos ndo forem

eliminados (Scannapieco et al. 2010).

Na auséncia de tratamento, a gengivite pode evoluir para uma inflamagao
crénica com destrui¢do do periodonto (Soares et al. 2009). A doenga periodontal ¢ uma
inflamacao e infe¢do cronica produzida por bactérias gram-negativas (Petersen et al.
2005). E a segunda maior causa de patologia oral na populagio humana de todo o
mundo (Petersen et al. 2005). Quando surge, provoca a destruicdo dos tecidos de
suporte periodontal, resultando na formacao de bolsas periodontais com perda 6ssea e
uma continua migra¢do apical do epitélio de unido. Este processo, caracteristico da
periodontite, resultard na destruicdo dos componentes do periodonto como o cemento
radicular, ligamento periodontal e reabsor¢do do osso alveolar (Soares et al. 2009;
Scannapieco et al. 2010; Papapanou et al. 2018). Macroscopicamente, a gengiva
apresenta-se eritematosa com sinais de inflamagdo. No entanto, esta caracteristica pode
ndo estar presente, como no caso de doentes fumadores nos quais a vasoconstri¢ao

provocada pelo tabaco simula auséncia de inflamagao (Scannapieco et al. 2010).

Os acontecimentos a nivel celular baseiam-se na estimulagdo de mediadores da
inflamacao como neutrofilos, fibroblastos, células epiteliais € mondcitos na presenca de
toxinas bacterianas (Modéer e Wondimu 2000; Scannapieco et al. 2010). Os neutréfilos
libertam as metaloproteinases (MPM) que levam a destruicdo do colagénio. As restantes
células envolvidas promovem a libertagdo de prostaglandinas, especialmente
prostaglandina E, que por sua vez, induzem a libertacdo de citocinas, entre as quais
Interleucina-1 (IL-1) e Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (TNF). Estas
conduzem a reabsor¢ao Ossea através da estimulacdo dos osteoclastos, conduzindo a

longo/médio prazo a perda irreversivel de pecas dentérias (Scannapieco et al. 2010).

Devido a cronicidade da doenca periodontal, a idade ¢ um fator de risco para o
aumento da gravidade e extensdo. Geralmente, as suas primeiras manifestacdes ocorrem
na infancia e tendo em conta que o periodonto do paciente pediatrico estd em constante
modificagdo, a prevencao, diagndstico precoce e tratamento sdo fundamentais assim
como uma avaliagdo da dindmica do desenvolvimento de ambas as denti¢cdes e do
periodonto (Modéer e Wondimu 2000). Estudos epidemioldgicos indicam que

gengivites simples e reversiveis afetam praticamente todas as criancas (Albandar e
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Rams 2002) sendo que o quadro de saude onde os tecidos gengivais exibem,
normalmente, uma coloracdo rosa palida, apresentando a sua superficie um aspeto
granuloso e consisténcia firme, pode estar alterado mesmo e pacientes muito jovens
(McDonald et al. 1995). Uma grande parte dos casos de periodontite em criangas ocorre
como manifestagdo da alteracdo de certas condi¢des sistémicas ou genéticas que
comprometem a resposta de defesa do hospedeiro a placa bacteriana (Albandar ¢ Rams

2002),

A natureza insidiosa da doenga periodontal ¢ indicada pela ocorréncia de uma
inflamacdo gengival leve nas criancas, aumentando de gravidade em adolescentes e
adultos jovens, podendo mesmo levar a perda parcial ou completa dos dentes na idade

adulta (McDonald et al. 1995).

2.1 Etiologia e fatores de risco da periodontite

A placa bacteriana ¢ o fator etioldgico principal da doenca periodontal. O
envolvimento de bactérias na etiologia da doenca periodontal estd bem definido (Darby
e Curtis 2001). No entanto, a evolugdo da doenca, que depende de fatores locais e
sistéméticos, estd diretamente relacionada com a modulagdo da resposta do hospedeiro a

presenca dos produtos bacterianos que estimulam o processo inflamatorio (Modéer e

Wondimu 2000).

Os fatores locais tais como doenga periodontal prévia evidenciada por aumento
da profundidade de sondagem, presenga de céalculo e causas iatrogénicas como as
restauragdes em excesso ou desadaptadas, favorecem a acumulagdo de placa bacteriana
e dificultam uma boa higiene oral (Genco 1996). Por outro lado, os fatores sistémicos
podem modular e diminuir a resposta protetora do hospedeiro (Modéer e Wondimu
2000). A diabetes mellitus ndo controlada e o tabaco sdo considerados os verdadeiros
fatores de risco para a doenga periodontal, influenciando fortemente o inicio e a
progressdo da periodontite (Ganesan et al. 2017). Criangas e jovens, condig¢des
sistémicas como alteragdes quantitativas e funcionais dos neutréfilos sdo também

importantes elementos de risco (Genco 1996).

Estudos revelam a existéncia de outros indicadores de risco importantes para a
doenca periodontal, nomeadamente a idade, género, higiene oral inadequada, stress e

fatores genéticos (Albandar e Rams 2002; Scannapieco et al. 2010).
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2.2. Epidemiologia da doenca periodontal

A doenca periodontal ¢ uma das patologias mais prevalentes do mundo e por
isso ¢ um problema de Saude Publica devido a sua alta prevaléncia (Kassebaum et al.
2014). Uma revisao sistematica recente mostrou, a partir de 72 estudos envolvendo mais
de 290.000 individuos com mais de 15 anos de idade, que a doenca periodontal foi a
sexta doenga mais prevalente no mundo. Os autores observaram que 10,8% dos sujeitos
incluidos apresentaram periodontite. A prevaléncia variou muito entre as populagdes,
com 3,6% na ilha Fidji e 18,7% no Chile. A prevaléncia de periodontite também
aumentou com a idade, particularmente entre 30 e 40 anos, até atingir um limiar ap6s 40

anos, com prevaléncia superior a 25% (Kassebaum et al. 2014).

No entanto, a prevaléncia desta patologia enfrenta um desafio epidemioldgico
substancial. Nas ultimas décadas, as definigdes de caso de periodontite sofreram
evolucdes significativas, passando de um diagndstico baseado na perda de inser¢do
clinica e profundidade de sondagem, conforme proposto pelo CDC Working Group
(Page & Eke 2007; Page & Eke 2012), para um diagnostico baseado principalmente na
perda de insercdo clinica e considerando o espago interproximal como uma zona comum
adjacente, proposta pela Associagdo Americana de Periodontologia (AAP) / Federacdo

Europeia de Periodontologia (EFP) (Tonetti et al. 2018).

Poucos estudos epidemioldgicos relativos a doenca periodontal fornecem
informacdes abrangentes e comparaveis na Europa (Holde 2017, Aimetti 2015,
Holtfreter 2009) e Estados Unidos da Ameérica (Eke et al. 2015). Além disso, devido a
novidade do consenso American Association of Periodontology (AAP) / European
Federation of Periodontology (EFP) 2017, o nimero de estudos utilizando essa

defini¢ao de caso ainda € escasso.

Escassos sdao os estudos epidemioldgicos que relatam dados do estado
periodontal da populacao portuguesa (Nobre et al. 2017, Machado et al. 2018, DGS et
al. 2015, Botelho & Machado et al. 2019). O tnico estudo epidemiolédgico nacional, que
utiliza o Indice Periodontal Comunitério de Necessidades de Tratamento (CPITN),
relatou que a prevaléncia ¢ de 10,8% e 15,3% em adultos e idosos, respectivamente

(DGS 2015). Esses resultados contrastam com os recentes dados do Study of
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Periodontal Health in Almada-Seixal, onde a doenga periodontal teve uma prevaléncia

de 67,9%, utilizando o novo consensos AAP/EFP (Tonetti et al. 2018).

3. Relacao da Periodontite com o virus Epstein-Barr

Desde os anos 90, os herpesvirus, em particular o CMV e o EBV, foram
considerados como patégenos importantes na etiologia da doenga periodontal (Brogden,

2002).

Na fase latente, o virus encontra-se presente em mais de 90% da populacio
adulta, tendo como via primaria de transmissdo a saliva e sendo detetado,
principalmente, em linfécitos B e no epitélio de células da orofaringe (Knipe et al.
2001). O resultado direto da infecdo viral e da replicacdo do virus € a destruigao
periodontal. As células inflamatorias infetadas pelos herpesvirus liberam citocinas que
destroem os tecidos periodontais. E concebivel que os herpesvirus dependam da
coinfec¢do com as bactérias periodontais para produzir a periodontite e, dessa forma, as
bactérias podem depender da presenca viral para inicializagdo e progressdo de alguns

tipos de periodontite (Knipe et al. 2001).

O EBV tem sido o mais frequentemente detetado em amostras de bolsas
periodontais, enquanto raramente esta presente em locais saudaveis. Por outro lado, alta
prevaléncia de HSV-1 e EBV no fluido gengival em pacientes com gengivite e
periodontite crénica também tem sido observada (Shah e Mehta 2016). Assim, a
literatura sugere participagdo dos herpesvirus no desenvolvimento e na extensdo da
periodontite (Slots et al. 2003). Além disso, o tratamento periodontal leva a uma

reducdo desses virus em locais infetados (Shah e Mehta 2016).

Outros estudos detetaram ADN de herpesvirus como CMV e EBV em altas
concentracdes em amostras subgengivais de placa bacteriana de pacientes com

periodontite (Konstantinidis et al. 2005 ; Saygun et al. 2005)

Em 2015, o estudo de Kazi et al. (2015), demostrou que a associacdo entre
pacientes com periodontite e HSV-1, HSV-2, EBV e CMV ¢ de 28%; 32%; 30,66% e
37,33%, respetivamente. O EBV foi detetado em todos os tipos de periodontite cronica.
Embora este virus ndo esteja significativamente associado a periodontite, existe um
aumento significativo na periodontite severa. Suspeita-se, portanto, que o EBV

desempenhe um papel importante no aumento da gravidade da doenca periodontal.
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Recentemente, os resultados de uma meta-analise sugeriram que o EBV e 0o CMV
estdo significativamente associados com periodontite cronica (Zhu et al. 2015). Contudo,
uma das limitacdes deste estudo foi a inclusdo de pacientes sistemicamente
comprometidos. Por outro lado, apenas uma revisao sistematica investigou o EBV em
mucosite e peri-implantite (Akram et al. 2019), e considerando o elevado niimero de

artigos publciados torna-se importante uma atualizacdo da evidéncia.

4. Peri-implantite e mucosite

4.1. Saude peri-implantar

Clinicamente, a saude peri-implantar ¢ caracterizada pela auséncia de sinais
visuais de inflamac¢do e sangramento na sondagem. A satde peri-implantar pode existir
ao redor de implantes com suporte dsseo normal ou reduzido, pelo que a literatura ndo
consegue definir uma faixa de profundidades de sondagem compativel com a satde do

peri-implante (Berglundh et al. 2018).

4.3. Peri-implantite
A peri-implantite é definida como uma condicao patolégica que ocorre no tecido
em torno dos implantes dentdrios. Caracteriza-se por inflamagdo na mucosa peri-

implantar e subsequente perda progressiva do osso de suporte (Araujo et al. 2018).

A peri-implantite estd associada ao mau controle da placa bacteriana e a
pacientes com histéria de periodontite grave, podendo ocorrer precocemente apos a
colocagdo do implante. Por outro lado, na auséncia de tratamento adequado parece

progredir através de um padrdo ndo-linear e acelerado (Schwarz et al. 2018).
4.2. Mucosite peri-implantar

A mucosite peri-implantar precede a peri-implantite, e ¢ caracterizada por
hemorragia a sondagem e sinais visuais de inflamac¢do. Embora haja forte evidéncia de
que a mucosite peri-implantar ¢ causada por placa bacteriana, hd evidéncias muito
limitadas de mucosite peri-implantar ndo induzida por placa. A mucosite peri-implantar
pode ser revertida com medidas destinadas a eliminar a placa bacteriana (Heitz-

Mayfield et al. 2018).
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5. A relagdo da peri-implantite e mucosite com o virus Epstein-Barr

Tal como acontece na destrui¢do do tecido periodontal, o papel e influéncia dos
herpesvirus herpesvirus na peri-implantite também foi cuidadosamente avaliado
(Dawson et al. 2009). O primeiro estudo piloto realizado pelos autores Jankovic et al.
(2011), avaliou a presenga de virus HCMV e EBV em locais com saude peri-implantar,
com peri-implantite e mucosite, com o objetivo de avaliar a correlacdo da presenca de
virus segundo os parametros clinicos (Jankovic et al. 2011a; Jankovic et al. 2011b). Este
estudo ndo encontrou uma correlagdo estatisticamente significativa entre a presenca de
HCMV-1 ou EBV-2 em locais com satde peri-implantar, peri-implantite e mucosite.
Contudo, o HCMV-2 e¢ EBV-1 foram encontrados em locais de peri-implantite e
mucosite, respectivamente (Jankovic et al. 2011-A). Outros autores avaliaram
quantitativamente a contagem de EBV e relataram niveis locais e salivares
significativamente aumentados de EBV em pacientes com peri-implantite comparados
com pacientes com implantes saudaveis (Verdugo et al. 2015, Marques-Filho et al.

2018, Canullo et al. 2018).

O papel exato e o valor diagnostico do EBV como biomarcador da peri-
implantite permanece por definir. Contudo, os resultados de uma meta-andlise recente
revelaram que casos peri-implantite apresentam 20% maior risco, contudo com elevada
heterogeneidade (78,79%). Compreensivamente, as frequéncias de EBV foram
aumentadas em pacientes com peri-implantite em compara¢do com implantes saudaveis.
Porém, como destacado pelos autores, a heterogeneidade elevada e o pequeno numero
de artigos incluidos sdo razdes para se ponderar repetir este tipo de analises, incluidos

artigos recentemente publicados.
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6. Objectivo
6.1. Pergunta PICO/PECO

“Em pacientes adultos, estd o virus Epstein-Barr associado a maior risco de periodontite,

mucosite ou peri-implantite?”’

6.2. Elementos da pergunta PICO/PECO
e Populagdo (P): Pacientes adultos
e Exposi¢do (E): Exposi¢ao ao EBV
e Comparagdo (C): Nao exposi¢do ao EBV

e Resultado (O): Periodontite, Mucosite ou Peri-implantite.
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I1. Materais e Métodos

2.1 Protocolo e registo

A presente revisao sistematica foi planeada a priori, em total concordancia e
registrada no National Institute for Health Research PROSPERO, International
Prospective Register of Systematic Reviews (http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO,
Numero de Identificacdo: CRD42018103393). O protocolo da revisdo foi estruturado de
acordo com Cochrane Handbook of Systematic Reviews of Interventions (Higgins &
Green, 2011) e relatada de acordo com as diretrizes Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Liberati A, Altman DG, Tetzlaff J,
et al. 2009) (Anexo 1) e sua extensdo para resumos (Beller EM, Glasziou PP, Altman

DG, et al 2013).

2.2 Critério de inclusio

Seriam alvo de inclusdo, estudos clinicos randomizados e estudos clinicos
observacionais (estudos de caso-controle e estudos coorte), que tenham efectuado
analises por PCR (Polymerase chain reaction) da presenca de DNA de EBV e/ou sem
diagnostico de periodontite.

Foram excluidos os estudos sem analises por PCR de DNA de EBV e/ou sem

diagnéstico de periodontite e sem qualidade elevada na anélise.

2.3 Fontes de informacio e pesquisa

Para agilizar a identificacdo de estudos potencialmente elegiveis para inclusao
nesta revisdo sistemadtic, foram utilizados os motores de pesquisa: PubMed via
MEDLINE (Sistema de Andlise e Recuperagdo de Literatura Médica Online), CIHNL,
EMBASE, LILACS e CENTRAL (Registro Central de Ensaios Controlados da
Cochrane), até julho de 2019, inclusive. Nenhuma limitacdo foi aplicada em relagdo ao
ano ou idioma da publicacdo. As listas de referéncia dos artigos incluidos e as resenhas
relevantes foram pesquisadas manualmente. A literatura “grey” foi pesquisada através

de bancos de dados e registros apropriados (http://www.opengrey.eu/). Os autores foram

contactados quando necessario para obter dados ou esclarecimentos adicionais.
Palavras-chave e titulos de assuntos foram combinados de acordo com o

dicionario de sindnimos de cada banco de dados e aplicados cabecalhos de assuntos
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explodidos. A estratégia de busca foi baseada no algoritmo desenvolvido para o
MEDLINE: (periodontal diseases [MeSH Terms] OR periodontitis [MeSH Terms] OR
peri-implantitis OR mucositis) AND (Epstein-Barr Virus [MeSH Terms] OR Herpes
Simplex [MeSH Terms] OR Simplexvirus [MeSH Terms] OR Varicellovirus [MeSH
Terms] OR Cytomegalovirus [MeSH Terms] OR Herpesviridae [MeSH Terms] OR
Herpesviruses [MeSH Terms]OR Herpesviridae Infections [MeSH Terms] OR Epstein-
Barr Virus Infections [MeSH Terms] OR Varicella Zoster Virus Infection [MeSH
Terms] OR Cytomegalovirus Infections [MeSH Terms])).

Foram ainda efectuadas pesquisas nos motores de pesquisa de sete revistas de da
area de Periodontologia e Implantologia identificadas como importantes para esta
revisdo (especificamente, Journal of Clinical Periodontology, Journal of
Periodontology, Journal of Periodontal Research, Clinical Implant Dentistry and
Related Research, Clinical Oral Implants Research, International Journal of Oral &

Maxillofacial Implants e Journal of Oral and Maxillofacial Surgery).

2.4 Selecao dos estudos

A selegdo dos estudos foi realizada inicialmente por trés autores (NB, JB ¢ VM),
que examinaram os titulos e/ou resumos dos estudos recuperados. A seleg¢do final dos
estudos foi realizada por dois autores de forma independente (NB e JB) e verificada por
um terceiro autor (VM), revendo o texto completo com base nos critérios de inclusdo

acima. Quaisquer divergéncias foram resolvidas através de discussao.

2.5 Processo de extraciao de dados

Uma tabela predefinida foi usada para realizar a extragdo de dados. Os dados
extraidos incluiram: nome do primeiro autor, desenho do estudo, ano de publicagdo,
pais onde o estudo foi realizado, localizagdo geografica definida por latitude e
longitude, periodo da pesquisa, critérios de inclusdo, critérios de exclusdo, idade média
na linha de base em anos, nimero de casos e participantes, sexo, historico de tabagismo,
numero de pacientes com periodontite e sem periodontite, nimero de pacientes com
EBV positivo, nimero de pacientes com EBV negativo, tipo de analise PCR,
Profundidade de Sondagem por grupo (média e desvio padrao), Perda Insercao Clinica
por grupo (média e desvio padrdo). Todos os dados foram extraidos independentemente

por dois revisores (JB e VM) com um consenso em todos os aspectos. Para dados /
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esclarecimentos adicionais, tentdmos entrar em contato com o autor correspondente em

dupla tentativa, com um tempo de espera de uma semana.

2.6 Risco de viés em estudos individuais

Como pré-definido, o risco de viés dos ensaios clinicos randomizados seria
avaliado com a ferramenta da Cochrane Collaboration (Higgins & Green , 2011). Os
estudos de caso-controle e coorte foram avaliados com uma versdo adaptada da
Newcastle-Ottawa Scale (NOS) (Apéndice 2). Nesta escala, existem oito itens em trés
dimensdes: selecdo, comparabilidade, exposi¢do. 'Estrelas' (pontos) foram atribuidas
para cada critério metodologico de qualidade, e cada estudo pode atingir um maximo de
9 pontos. Estudos com 7 a 9 pontos foram arbitrariamente considerados de alta
qualidade, estudos com 6 a 8 estrelas eram de qualidade média e estudos com menos de
6 estrelas eram de baixa qualidade metodoldgica. Discordancias entre os autores da
revisdo sobre o risco de viés em estudos especificos foram resolvidas por discussdo,

com o envolvimento de um terceiro autor da revisao, quando necessario.

2.7 Medidas de resumo e sintese de resultados

O modelo de efeitos aleatdrios DerSimonian-Laird (Schwarzer, Carpenter &
Riicker, 2015) foi realizado como descrito anteriormente (Schwarzer, 2017) usando a
versao R 3.4.1 (R Studio Team 2018). Os graficos forest plots foram produzidos para
visualizar estimativas e os correspondentes intervalos de confianca (ICs) de 95%. Todas
as meta-analises de efeitos aleatorios e graficos forest plots foram realizadas usando o
pacote 'meta’ (Schwarzer, 2017). A quantidade I?> avaliou o grau de dispersdo das
estimativas de tamanhos de efeito e a homogeneidade geral foi calculada pelo teste do
qui-quadrado (x*) (Higgins, Thompson, Deeks & Altman, 2013). Todos os testes foram
bicaudais, com nivel alfa definido em 0,05, exceto no teste de homogeneidade, cujo
nivel de significancia foi estabelecido em 0,10 devido a baixa poténcia do teste %> no
contexto de um numero limitado de estudos elegiveis. As estimativas de tamanhos de
efeito foram relatadas com os ICs de 95% associados. A andlise do viés de publicacio
foi planeada para ser realizada se, pelo menos, 10 ou mais estudos fossem incluidos

(Higgins & Green , 2011).
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I11. Resultados

3.1. Selecao dos estudos

A estratégia de pesquisa identificou 290 publicagdes potencialmente relevantes,
apos a exclusdo de duplicados. Posteriormente, 17 artigos preencheram os critérios de
inclusdo (273 artigos foram excluidos). Desses 17 artigos submetidos aos critérios de
elegibilidade, 7 foram excluidos por ndo apresentarem dados de prevaléncia ou pela
presenca de apenas grupos de controlo (isto ¢, pacientes sem doenga). Para andlise EBV
e Periodontite, foram incluidos 4 artigos para andlise meta-analitica. Para a analise do
EBV na Mucosite e Peri-implantite, ndo foi possivel efectuar andlise meta-analitica
devido a inexisténcia de nova bibliografia, sendo que uma possivel analise iria repetir os

resultados obtidos em Akram et al. 2019.

Y
o Estudos identificados apés remover duplicados
‘S (n=290)
S
£
E=
c
[T}
=
—
—
Estudos excluidos pelo titulo e
_g resumo (n =273 )
&
c
< v

Estudos analisados para eligibilidade (n= 17)

Estudos excluidos, com razées (n = 7):
- » - Sem dados de prevaléncia (n = 6)
- S6 controlos (n = 1)

4

Estudosincluidos na analise qualitativa e quantitativa
(n=10)

[ IncluidosJ [ Eligibilidade] [

Figura 8: Fluxograma PRISMA.
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3.2. Caracteristicas dos Estudos

As caracteristicas dos estudos incluidos encontram-se na Tabela 3. Foram
identificados 4 estudos de caso-controle de trés paises diferentes na Europa e na Asia.
Esses estudos foram publicados entre 2002 e 2015. O tamanho da amostra variou de 30
(Saygun et al. 2002) a 143 participantes (Wu et al. 2007) por estudo. Ap6s avaliagao da
qualidade, um total de 339 participantes foi incluido na meta-analise, compreendendo

161 pacientes com e 178 controlos saudaveis.

Tabela 3: Caracteristicas dos estudos incluidos na meta-analise.

Periodont
. . 1 ite / Tipo . .

Aorans 10 | Comne |yt )| oS, oKt

Periodont | PCR

al
Saygun et Turqu 30/21 7 (Baixo
al. (2002) ECC Europa a 42,80 41 N.PCR risco)
Wu et al. (. . Masculino:43,9 7 (Baixo
(2006) ECC Asia China Feminino:45,3 154 65/24 | N.PCR risco)
Wu et al. o . Masculino:41,4; N.PCR 7 (Baixo
(2007) ECC Asia China Feminino:42,5 284 143/76 RFLP risco)
Joshietal lpee 1 4Ga  |India |NR 200 | 100/100 |PCR 7 (Baixo
(2015) 1isco)

DP: Desvio-Padrao. ECC: Estudo caso-controlo; NR: Nao reportado; PCR: Polymerase
Chain reaction; N.PCR: Nested Polymerase Chain Reaction ; RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism.

3.3. Avaliacio do Risco de Viés nos estudos incluidos

A avaliacao do risco de viés dos 4 estudos incluidos encontram-se na Tabela 4.
Globalmente, todos os estudos apresentam baixo risco de viés. Para a defini¢do
adequada do caso, representatividade dos casos, definicdo do controlo, avaliacdo da
exposicdo e método de avaliacdao dos casos e controlos, 100% dos estudos apresentaram
alta qualidade metodoldgica. Um estudo (Saygun et al. 2002) apresentou uma selecdo
do controlo ndo adequada, um estudo ndo controloou fatores importantes (Joshi et al.
2015) e dois estudos ndo relataram taxa de nao resposta (Wu et al. 2006, Wu et al.

2007).
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Tabela 4: Avaliacao do Risco de Viés nos estudos incluidos — Newcastle-Ottawa Scale.

Selecio Comparabilidade Exposi¢io
(0]
Controlo do m?:n(llo
Definicao Representatividade Selecio | Definicdo | factor Avaliacio g:f 040 | Taxa
Autor/Ano | adequada do do importante |da ~ | de ndo Resultado
do caso dos casos controlo | controlo ou factor exposicio apuragao resposta
adicional para
casos e
controles
Saygun et " " . " . " " 7 (Baixo
al. (2002) risco)
Wu et al. " " “ . « . « 7 (Baixo
(2006) isco)
Wu et al. " " % . " . " 7 (Baixo
(2007) risco)
Joshi et al. " " % . . " % 7 (Baixo
(2015) risco)

'Estrelas' (pontos) foram atribuidas para cada critério metodologico de qualidade, e cada estudo pode atingir um

maximo de 9 pontos.

3.4. Sintese de Resultados

3.4.1. EBV e Periodontite — Analise de Risco

Para avaliar o risco de associagdo do EBV com a periodontite, quatro estudos

caso-controlo foram incluidos (Saygun et al. 2002, Wu et al. 2006, Wu et al. 2007, Joshi

et al. 2015). No geral os pacientes com periodontite apresentam 142% maior propor¢ao

de risco (ou Risk Ratio — RR) de presenga de EBV do que pacientes sem periodontite
(RR = 2,42, para um Intervalo de Confianga [IC] de 95%: 1,64-3,58). O valor obtido

apresentou o grau de heterogeneidade baixo (I?

18%), sendo o valor bastante

aceitavel.
Experimental Control

Study Events Total Events Total Risk Ratio RR 95%-Cl Weight
Saygun et al. (2002) 5 30 3 21 e 1.17 [0.31;4.36] 8.1%
Wu et al. (2006) 43 65 4 24 ——*—— 3.97 [1.60;9.87] 15.9%
Wu et al. (2007) 91 143 23 76 —a. 2.10 [1.46;3.02] 58.6%
Joshi et al. (2015) 21 100 6 100 —*+—— 3.50 [1.48;8.30] 17.4%
Random effects model 338 221 —— 2.42 [1.64; 3.58] 100.0%
Heterogeneity: 12 = 18%, t° = 0.0332, p = 0.30 I I I

02 05 1 2
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Figura 9: Gréfico de meta-andlise de estudos que calcula o Risco da presenga de EBV
em pacientes com periodontite (experimental) e sem periodontite (control). As
estimativas médias do tamanho do efeito foram calculadas com ICs de 95% e sdo
mostradas na figura. A area dos quadrados representa o tamanho da amostra, as linhas
horizontais continuas e a largura dos diamantes representam um IC de 95%. O centro do
losango na parte inferior e a linha pontilhada vertical representam a estimativa global

combinada.

3.4.2. EBV na Periodontite — Profundidade de Sondagem

Para avaliar o risco de associagdo do EBV com a periodontite, quatro estudos
caso-controlo foram incluidos (Saygun et al. 2002, Wu et al. 2006, Wu et al. 2007, Joshi
et al. 2015). O resultado obtido nao foi significativo, evidenciando auséncia de impacto
do EBV na profundidade de sondagem. O valor obtido apresentou o grau de

heterogeneidade muito elevado (I = 83%).

Experimental Control
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl Weight
Saygun et al. (2002) 5 4.050.6900 25 2.85 0.6300 i —=—— 1.20 [0.55;1.85] 16.4%
Wu et al. (2006) 43 3.50 0.3300 22 3.76 0.7800 : -0.26 [-0.60;0.08] 25.6%
Wu et al. (2007) 92 3.87 0.7100 52 3.59 0.4100 L 3 0.28 [0.10;0.46] 30.2%
Joshi et al. (2015) 21 5.98 0.5700 79 5.90 0.5300 . 0.08 [-0.19;0.35] 27.8%
Random effects model 161 178 Ji> 0.24 [-0.14; 0.61] 100.0%

Heterogeneity: /% = 83%, 12 = 0.1131, p < 0.01 T T T
-15-1-050 05 1 15

Figura 10: Grafico de meta-analise de estudos que calcula o a diferenga de médias de
profundidade de sondagem em pacientes EBV positivo (control) versus EBV negativo
(experimental). As estimativas médias do tamanho do efeito foram calculadas com ICs
de 95% e sdo mostradas na figura. A area dos quadrados representa o tamanho da
amostra, as linhas horizontais continuas e a largura dos diamantes representam um IC
de 95%. O centro do losango na parte inferior e a linha pontilhada vertical representam

a estimativa global combinada.
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3.4.2. EBV na Periodontite — Perda de Insercao Clinica

Para avaliar o risco de associagdo do EBV com a periodontite, quatro estudos
caso-controlo foram incluidos (Saygun et al. 2002, Wu et al. 2006, Wu et al. 2007, Joshi
et al. 2015). O resultado obtido nao foi significativo, evidenciando auséncia de impacto
do EBV na perda de inser¢ao clinica. O valor obtido apresentou o grau de

heterogeneidade muito elevado (I = 87%).

Experimental Control

Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl Weight
Saygun et al. (2002) 5 5.13 0.6900 25 3.50 1.0100 i —=—— 1.63 [0.91;2.35] 16.1%
Wau et al. (2006) 43 3.98 0.3300 22 4.18 0.6200 : -0.20 [-0.48;0.08] 27.2%
Wu et al. (2007) 92 4.24 0.7100 52 3.96 0.4900 - 0.28 [0.08;0.48] 29.0%
Joshi et al. (2015) 21 554 05700 79 5.41 0.3700 - 0.13 [-0.13;0.39] 27.7%
Random effects model 161 178 J,<> 0.32 [-0.09; 0.74] 100.0%
Heterogeneity: 2 = 87%, 1° = 0.1474, p < 0.01 f f I f I

-2 -1 0 1 2

Figura 11: Gréafico de meta-analise de estudos que calcula o a diferenca de médias de
perda de inser¢do clinica em pacientes EBV positivo (control) versus EBV negativo
(experimental). As estimativas médias do tamanho do efeito foram calculadas com ICs
de 95% e sdo mostradas na figura. A area dos quadrados representa o tamanho da
amostra, as linhas horizontais continuas e a largura dos diamantes representam um IC
de 95%. O centro do losango na parte inferior e a linha pontilhada vertical representam

a estimativa global combinada.

3.4.4. EBV na Mucosite e Peri-Implantite

Para a peri-implantite e mucosite, ndo se verificou a existéncia de novos artigos
comparando com a revisdo sistematica de Akram et al. (2019). Assim, no sentido de
evitar duplicacdes optou-se por ndo efectuar meta-analise. Assim, os resultados foram
obtidos de Akram et al. (2019), onde existe efeito do EBV em peri-implantite e
mucosite, sendo que a frequéncia do virus EBV estd aumentada em pacientes com peri-

implantite em comparag¢do com implantes saudaveis.
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IV. Discussao

O objectivo desta revisao sistematica foi avaliar o impacto do EBV na
periodontite, mucosite e peri-implantite. O resultado da meta-analise destes 4 artigos
revelou o indice de risco de 2.42 (Intervalo de Confianga 95%: 1.64-3.58) com valor de
heterogeneidade baixo (I>= 18%). Para a peri-implantite e mucosite, considerando a
inexisténcia de novos artigos comparando com a revisao sistematica de Akram et al.
(2019), nao foi efectuada qualquer meta-analise. Assim, existe efeito do EBV em peri-
implantite ¢ mucosite de acordo com os resultados obtidos por Akram et al. (2019),
sendo que a frequéncia do virus EBV esta aumentada em pacientes com peri-implantite

em comparac¢ao com implantes saudaveis.

Devido a variabilidade de microorganismos ja descritos na periodontite e peri-
implantite, alguns estudos tém dado atencdo 4 relacdo entre os virus herpéticos e
diferentes tipos de periodontite (Slots et al. 2000 ; Slots et al. 2003 ; Ding et al. 2008 ;
Slots & Slots 2011 ; Slots et al. 2017 & Kato et al. 2015).

Viarios estudos tém relatado que os virus herpéticos, em particular o EBV e o
cytomegalovirus humano, tém associacdes significativas com o aumento dos riscos de
aparecimento de periodontite, em particular periodontite cronica (PC) e periodontite
agressiva (PAg) (Contreras, Nowzari e slots 2000 ; Saygun et al. 2004 ; Wu et al. 2006 ;
Grenier et al. 2009 ; Sharma et al. 2012 ; Das et al. 2012 ; Kato et al. 2015 & Sharma et
al. 2015 ). Assim, os resultados do nosso estudo vdo ao encontro da literatura e de

outras meta-analises recentes (Zhu et al. 2015 ; Gao et al. 2017 & Li et al. 2017).

Dois estudos demostraram que o EBV pode ser considerado como um fator de
risco e um realgador de peri-implantite baseado em suas correlagcdes positivas com
patogenos associados a peri-implantite. A presenga de herpesvirus em pacientes com
peri-implantite sugere o desenvolvimento de um ambiente pré-inflamatorio, que €
caracterizado pelo aumento da expressao dos marcadores salivares (Canullo et al. 2018 ;

Marques Filho et al. 2018).

Uma meta-analise resumiu as rela¢des entre os riscos do virus da PC e do EBV.
(Zhu et al. 2015), onde as frequéncias de detec¢do de EBV estavam associadas a
maiores riscos de PC. Igualmente, o estudo realizado por Gao et al. (2017) demonstrou
que o EBV esta associado ao aumento do risco de PAg, contudo o mesmo incluiu na

analise pacientes saudaveis e sistemicamente comprometidos.
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Paralelamente, alguns estudos analisaram a correlacdo entre EBV e
profundidade de sondagem (PS), perda de insercdo clinica (IC) e sangramento na
sondagem (SS). Os resultados apenas comprovaram uma associacao dos niveis de EBV
com o SS (Wu et al. 2006 & Wu et al. 2007). Nao obstante, a analise de SS nao foi

possivel de introduzir nesta revisdo sistematica, sendo um aspecto a projectar no futuro.

Num estudo recente, o EBV foi detectado em células epiteliais periodontais,
previamente ao inicio do desenvolvimento de periodontite (Vincent et al. 2013) ¢ a
extensdo do EBV em células epiteliais periodontais aumenta com a gravidade da
periodontite. Por outro lado, resultados semelhantes foram descritos por Kato et al.
(2015). Compreensivamente, os resultados destes estudos explicam a presenca de EBV
em situagdes de satide periodontal contudo, permanece por explicar os mecanismos

patofisiologicos pelos quais o EBV atua na iniciagdo e progressao da periodontite.

Os Odds Ratios de co-infec¢ao entre EBV e Porphyromonas gingivalis também
foram maiores em pacientes com PC do que com saude periodontal. (Kato et al. 2015 &
Vincent et al. 2013). Contudo, ndo foi possivel analisar esta associagdo com os artigos
incluidos. Saygun et al encontraram que o EBV tem uma correlagdo com P. gingivalis

mas nao 4. actinomycetemcomitans em AgP (Saygun et al. 2004).

Qualidade da evidéncia, limitagdes e vieses potenciais no processo de revisao

Independentemente das limitagdes dos estudos incluidos, ¢ importante salientar
alguns pontos fortes dessa revisdo sistemdtica. Esta revisdo sistematica foi apoiada por
uma pesquisa minuciosa na literatura, num rigoroso protocolo definido a priori e seguiu
estritamente as diretrizes para a comunicagdo de dados. As estimativas obtidas para o
probabilidade de risco de EBV em periodontite obteve um resultado de heterogeneidade
muito baixo, conferindo homogeneidade entre os artigos incluidos e solidez nos

resultados obtidos.

Além disso, todos os estudos incluidos apresentaram alta qualidade

metodologica e baixo risco de viés de acordo com o risco de analise de viés.

No entanto, existem limitacdes importantes a serem destacadas. Nenhum dos
estudos incluidos teve uma metodologia de ensaio clinico randomizado, o que pode
explicar o nivel de heterogeneidade obtida para as medig¢des clinicas, profundidade de

sondagem e perda de inser¢do clinica. Por outro lado, ndo foi possivel estabelecer uma
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relacdo com outros microorganismos periodontopatogénicos, em particular do complexo
vermelho: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, e Tannerella forsythia.
Também nao foi possivel estabelecer andlises de co-infeccdo o que permitiria uma
andlise muito mais completa da interacdo entre os tecidos periodontais e peri-
implantares com a flora. Por altimo, ndo foi possivel conduzir uma nova meta-analise
para peri-implantite e mucosite pelo risco de duplicacdo de resultados obtidos por

Akram et al. (2019).
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Conclusdo

V. Conclusao

Considerando as limitagdes desta revisdo sistematica, os resultados mostram que
o risco de presenca de EBV em lesdes de periodontite ¢ 134% maior do que em saude
periodontal. Embora ndo significativo, o EBV parece ter associacdo com os niveis de
destruicdo periodontal, através da Profundidade de Sondagem e Perda de Insercdo
Clinica. Por outro lado, ndo foi possivel estabelecer uma conclusdo definitiva para a
mucosite e peri-implantite devido a escassez de estudos. No futuro, € necessario realizar
ensaios clinicos randomizados de aspectos como a co-infeccdo com herpesvirus e
bactérias, respostas associadas do hospedeiro no desenvolvimento de periodontite € ao

tratamento viral concomitante ao tratamento periodontal.
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VII. ANEXO

Anexo 1. ltens da checklist a serem incluidos no relato de revisdo sistematica ou meta-analise

Relatado
Secaoltopico N. | Item da checklist na pagina
n°
TITULO
Titulo 1| Identifique o artigo como uma revis&o sistematica, meta-analise, ou ambos. Na capa da
dissertagédo
RESUMO
Resumo estruturado 2 | Apresente um resumo estruturado incluindo, se aplicavel: referencial tedrico; objetivos; fonte de dados; critérios
de elegibilidade; participantes e intervengdes; avaliagéo do estudo e sintese dos métodos; resultados; limitagoes; 1
conclusdes e implicagdes dos achados principais; nimero de registro da revisdo sistematica.
INTRODUGAO
Racional 3 | Descreva a justificativa da revisdo no contexto do que ja é conhecido. 13
Objetivos 4 | Apresente uma afirmag&o explicita sobre as questdes abordadas com referéncia a participantes, intervengdes,? 31
comparagdes, resultados e desenho de estudo (PICOS).
METODOS
Protocolo e registo 5| Indique se existe um protocolo de revisdo, se e onde pode ser acessado (ex. enderego eletronico), e, se
disponivel, forne¢a informagdes sobre o registro da reviséo, incluindo o nimero de registro. 33
Critérios de 6 [ Especifique caracteristicas do estudo (ex. PICOS, extensdo do seguimento) e caracteristicas dos relatos (ex. 33
elegibilidade anos considerados, idioma, se é publicado) usadas como critérios de elegibilidade, apresentando justificativa.
Fontes de informagao 7 | Descreva todas as fontes de informagéo na busca (ex. base de dados com datas de cobertura, contato com 33
autores para identificagdo de estudos adicionais) e data da ultima busca.
Busca 8 | Apresente a estratégia completa de busca eletronica para pelo menos uma base de dados, incluindo os limites 34
utilizados, de forma que possa ser repetida.
Selegado dos estudos 9 | Apresente o processo de selegdo dos estudos (isto &, busca, elegibilidade, os incluidos na reviséo sistematica, e, 34
se aplicavel, os incluidos na meta-analise).
Processo de recolha 10 | Descreva o método de extragdo de dados dos artigos (ex. formas para piloto, independente, em duplicata) e
de dados todos os processos para obtengédo e confirmagdo de dados dos pesquisadores. 34
Lista dos dados 11 | Liste e defina todas as variaveis obtidas dos dados (ex. PICOS, fontes de financiamento) e quaisquer referéncias 35
ou simplificagdes realizadas.
Risco de viés em cada | 12 [ Descreva os métodos usados para avaliar o risco de viés em cada estudo (incluindo a especificagéo se foi feito 35
estudo durante o estudo ou no nivel de resultados), e como esta informagéo foi usada na analise de dados.
Medidas de 13 | Defina as principais medidas de sumarizagao dos resultados (ex. risco relativo, diferenga média). 35
sumarizagéo
Sintese dos 14 | Descreva os métodos de analise dos dados e combinagéo de resultados dos estudos, se realizados, incluindo 35
resultados medidas de consisténcia (por exemplo, I°) para cada meta-analise.
Risco de viés entre 15 | Especifique qualquer avaliagéo do risco de viés que possa influenciar a evidéncia cumulativa (ex. viés de 35
estudos publicagéo, relato seletivo nos estudos).
Anédlises adicionais 16 | Descreva métodos de analise adicional (ex. andlise de sensibilidade ou andlise de subgrupos, metarregressao), Nao
se realizados, indicando quais foram pré-especificados. aplicavel
RESULTADOS
Selegédo de estudos 17 | Apresente nimeros dos estudos rastreados, avaliados para elegibilidade e incluidos na reviséo, razdes para
exclusdo em cada estagio, preferencialmente por meio de grafico de fluxo. 37
Caracteristicas dos 18 | Para cada estudo, apresente caracteristicas para extragdo dos dados (ex. tamanho do estudo, PICOS, periodo 38
estudos de acompanhamento) e apresente as citagoes.
Risco de viés em cada | 19 [ Apresente dados sobre o risco de viés em cada estudo e, se disponivel, alguma avaliagdo em resultados (ver
: 38
estudo item 12).
Resultados de 20 | Para todos os resultados considerados (beneficios ou riscos), apresente para cada estudo: (a) sumario simples
estudos individuais de dados para cada grupo de intervencgéo e (b) efeitos estimados e intervalos de confianga, preferencialmente 38
por meio de graficos de floresta.
Sintese dos 21 | Apresente resultados para cada meta-andlise feita, incluindo intervalos de confianga e medidas de consisténcia. 39
resultados
Risco de viés entre 22 | Apresente resultados da avaliagéo de risco de viés entre os estudos (ver item 15).
35
estudos
Andlises adicionais 23 | Apresente resultados de analises adicionais, se realizadas (ex. andlise de sensibilidade ou subgrupos, Nao
metarregressao [ver item 16]). aplicavel
DISCUSSAO
Sumario da evidéncia 24 | Sumarize os resultados principais, incluindo a forga de evidéncia para cada resultado; considere sua relevancia 43
para grupos-chave (ex. profissionais da salde, usudarios e formuladores de politicas).
Limitagdes 25 | Discuta limitagdes no nivel dos estudos e dos desfechos (ex. risco de viés) e no nivel da revisdo (ex. obtengdo 44
incompleta de pesquisas identificadas, viés de relato).
Conclusdes 26 | Apresente a interpretagao geral dos resultados no contexto de outras evidéncias e implicagdes para futuras 47
pesquisas.
FINANCIAMENTO
Financiamento Descreva fontes de financiamento para a revisao sistematica e outros suportes (ex.: suprimento de dados), papel Nao

|27

dos financiadores na revisdo sistematica.

aplicavel
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