Luciano Marques da Silva

ANALISE DA REATIVACAO DO VIRUS
HERPES SIMPLES TIPO 1 APOS
PROCEDIMENTOS ODONTOLOGICOS PELA
TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA

POLIMERASE

Dissertacao apresentada ao Curso de Poés-
graduacdo em Odontologia Area de
Concentracdo Estomatologia da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Mestre em Odontologia
Area de Concentracdo Estomatologia.
Orientador: Prof Dr. Ricardo Santiago Gomez
Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Horizonte
Faculdade de Odontologia da UFMG

2006



Dedico este trabalho a minha familia pelo
amor e incentivo incondicional em todos os

momentos dessa trajetoria.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, satde e iluminacao.

A minha mae, exemplo de garra e perseveranca, pela referéncia de vida
e por estar sempre apoiando e acreditando em mim (sem vocé nada seria
possivel).

Ao meu pai, exemplo de tranquilidade e humildade, por toda convivéncia
equilibrada e suporte necessario.

Ao meu orientador Prof Dr Ricardo Santiago Gomez por todo apoio,
amizade, serenidade e pelo exemplo profissional.

Aos meus irmdos Dado e Luiz Sérgio e demais familiares por todo o
carinho.

A Karine pela compreenséo e amor compartilhado.

Aos professores do Departamento de Patologia e Cirurgia Prof. Dr.
Wagner Castro, Prof. Dr.Ricardo Mesquita, Profa. Dra. Maria Céssia e Profa.
Dra. Maria Auxiliadora pela oportunidade de trabalho e conhecimentos
passados.

Aos Pacientes pela colaboracéo.

Ao Prof. Dr. Ricardo Rodrigues Vaz por ter aberto a primeira porta nesta
faculdade para mim.

A Phoneutria por ter gentiimente nos cedido toda a Tag polimerase
usada neste trabalho.

Aos amigos do laboratério de patologia odontolégica André Luiz, Flavio,
Jeane, Eliza, Carolina, Junia, Sérgio Neves, Alessandra, Guilherme, Andresa e

Marina.



Aos meus amigos de Pedro Leopoldo Rodrigo, Frederico, Bruno,
Estevéo e Roberta.

A todos os outros Professores da Faculdade de Odontologia pela ajuda.

Aos amigos da Patologia Martinho, Paulo, Sérgio Vitorino, Paolla,
Vinicius, Paula, Dielle, Alfredo e Leandro Napier.

Aos amigos e alunos da graduacéo da FO-UFMG pela convivéncia.

Aos amigos da Clinica da Prefeitura de Pedro Leopoldo.

Aos Funcionarios da FO-UFMG.

As agéncias de fomento & pesquisa.



"A chegada nao é nada se comparado ao caminho”.
(Gandhi)



RESUMO

O virus do herpes simples tipo 1 (HSV-1) € um virus de DNA e um
membro da familia do herpesvirus humano (HHV). Em geral, mais de 90% da
populacdo apresentam anticorpos contra o HSV-1, sendo que 40% dessas
pessoas tém susceptibilidade em desenvolver manifestacdes herpéticas
secundarias. A reativacdo do HSV-1 na mucosa bucal pode ser induzida por
varios fatores como stress, luz solar, menstruacdo e trauma fisico. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o impacto de procedimentos cirdrgicos
odontolégicos na reativacdo do HSV-1 na mucosa bucal. Desta forma, 48
pacientes submetidos a extracdo dos terceiros molares e 48 pacientes
submetidos a procedimentos restauradores nao cirdrgicos (grupo controle)
foram incluidos no estudo. Coleta de sangue venoso foi realizada para
verificacdo de sorologia de IgG para o HSV-1. Raspados da mucosa bucal
foram realizados antes e uma semana ap6s o procedimento odontoldgico para
investigacdo do virus HSV-1, através da Nested-PCR. Os resultados nao
mostraram diferencas estatisticamente significativas entre a frequéncia de
raspados bucais positivos para o HSV-1 apés cirurgia (4,2%), comparado com
0 grupo controle (2,1%). Estes dados demonstram que procedimentos
cirdrgicos odontolégicos nao influenciam a reativacdo do HSV-1 na mucosa

bucal.



SUMMARY

The herpes simplex virus type 1 (HSV-1), a DNA virus, is a member of
the human herpesvirus family (HHV). The majority of the population (90%) have
antibodies to HSV-1, and as many as 40% of these individuals may develop
secondary herpes. Shedding of HSV-1 in the oral mucosa can be induced by
many factors such as stress, sunlight, menstruation and physical trauma. The
aim of the present study was to evaluate the impact of dentistry surgery
procedure on HSV-1 shedding in the oral mucosa. Thereby, 48 patients
submitted to extraction of the third molar and 48 patients submitted to
restorative procedures were included in this study. Venous blood collection was
performed in order to verify IgG sorology for HSV-1. Oral swabs were
performed before and a week later the procedures in order to investigate HSV-1
by Nested-PCR. The results did not show any statistical differences between
the frequency of positive individuals to HSV-1 after surgery (4.2%), compared to
the control group (2.1%). There results indicate that shedding of HSV-1 in the

oral mucosa is not increased by surgical trauma.
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1 - INTRODUCAO

O virus do herpes simples (HSV) é um virus de DNA membro da familia do
herpesvirus humano (HHV), conhecido como Herpetoviridae. O HHV compreende
mais de 70 membros conhecidos. Oito deles tém a capacidade de infectar o homem,
incluindo entre eles, o HSV-1 (BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987). Mais de 90% da
populacdo, em geral, apresentam anticorpos contra o HSV-1, sendo que 40%
dessas pessoas tém susceptibilidade em desenvolver manifestacbes herpéticas
secundarias (LOGAN et al., 1998).

A prevaléncia do HSV-1 na populacdo adulta € de 60 a 95%. O HSV-1 é
capaz de causar lesdes principalmente nas regides ocular, bucal e genital, sendo
que o contagio € através do contato direto entre individuos. O HSV-1 é o principal
responsavel pela maioria das infeccbes na regido bucal (BARKVOLL &
ATTRAMADAL, 1987; SCOTT et al.,, 1997b), é encontrado em aproximadamente
50% a 60 % de individuos da classe média e, em cerca de 90% de individuos das
classes socio-econémicas mais baixas (WOO & LEE, 1997).

Tem se estabelecido na literatura que iniameros fatores podem causar a
reativacdo do HSV-1. Debilidade organica, stress, luz solar, menstruacao, traumas
como o de extracdo dentaria, imunossupressao (BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987,
CHRISTIE et al., 1998; COUNTRERAS, 2001), descompressao do nervo trigeminal

(SCULLY, 1989), mudancas hormonais (COUNTRERAS, 2001), terapias de
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canceres faciais, baixos niveis de ferro no sangue, radiacdo X (SCOTT et al., 1997b),
idade avancada, alergias, alteracdes respiratorias (NEVILLE et al, 2004) tornam o
virus ativo, levando a recorréncia (CHRISTIE et al., 1998).

HEDNER et al (1993b) sugerem que a cirurgia maxilofacial induz a reativagéo
do HSV-1. A extracdo dentéria pode levar a um trauma no nervo ou na sua
terminacdo, causando a reativacdo do HSV-1 no géanglio trigeminal e a possibilidade
de infeccdo recorrente na cavidade bucal. Trabalhos na literatura empregando
métodos de cultura sugerem reativacdo assintomatica do virus HSV-1 apés
procedimentos odontolégicos cirdrgicos. A proposta do presente trabalho é
investigar através de um método mais sensivel, a reacdo de Nested-PCR, se existe
um espalhamento do HSV-1 na mucosa bucal apos procedimentos odontolégicos

cirargicos e nédo cirurgicos.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Virus Herpes Simples Tipo 1 (HSV-1)

O virus do herpes simples tipo 1 (HSV-1) € um virus DNA e um membro da
familia do herpesvirus humano (HHV), conhecido como Herpetoviridae. Ele possui o
DNA como material genético e € encapsulado. Os virus da familia herpesviridae tém
0 seu material genético variando de 120 a 230Kb dos quais 31 a 75% s&o guanina e
citosina. No caso do HSV-1 seu genoma € de aproximadamente 150Kb, sendo 68%
deste material guanina e citosina (ROIZMAN e WHITLEY, 2001).

O HSV-1 possui a habilidade de habitar por toda a vida no interior do
hospedeiro infectado e os seres humanos sdo seus Unicos reservatérios naturais.
Ele dissemina-se predominantemente através da saliva infectada ou de lesdes
periorais ativas e se adapta melhor nas regies oral, facial e ocular. Os sitios mais
comumente envolvidos sé@o a faringe, areas intra-bucais, labios, olhos e pele acima
da cintura sendo que o0 contagio é através do contato direto entre pessoas
(BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987; SCOTT et al., 1997a).

A prevaléncia de HSV-1 na populacédo adulta em geral € de 60 a 95% sendo
gue é encontrado em aproximadamente 50% a 60 % de individuos da classe média
e, em cerca de 90% de individuos das classes socio-econémicas mais baixas (WOO

& LEE, 1997). Muitas pessoas apresentam anticorpos contra o HSV-1, sendo que
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40% dessas pessoas tém susceptibilidade em desenvolver manifestacfes herpéticas
secundéarias (LOGAN et al., 1998). Classes socioeconémicas baixas estédo
correlacionadas com a exposicdo precoce. Nos paises pobres e em
desenvolvimento, mais de 50% da populacdo sao expostas aos cinco anos de idade,
95% aos 15 anos de idade, e a quase totalidade, em torno dos 30 anos de idade

(NEVILLE et al., 2004).

2.2- Histéria natural e curso clinico da infeccdo pelo HSV-1

Em sua histéria natural, a infeccdo HSV-1 priméria e o herpes labial
recorrente sao frequentemente vistos na pratica odontolégica. A boca é um local
muito comum de infeccdo primaria pelo HSV-1. O espectro de infec¢éo oral priméria
varia de subclinica ou infec¢des inaparentes até ulceracdes extensas na mucosa
jugal, lingua e gengiva (HEDNER et al.,1990). O virion do HSV consiste de quatro
componentes principais: core (DNA), capsideo, tegumento (substancia fibrilar) e
envelope. Durante a infeccdo, o virus é inoculado no hospedeiro pelas células da
pele, 1&bio ou mucosa. Ocorre entédo a interagdo do DNA viral com um complexo de
multiproteinas formado pela proteina tegumentar VP16, o fator de transcricdo de
proteinas do hospedeiro octamérico (Oct 1) e outros fatores celulares (SONG et al.,
2000; MOGENSEN e PALUDAN, 2001). Em torno de 15 a 18 horas apoés a infeccao
ocorre a transcricdo dos genes do HSV-1 e entdo o virus € encapsulado no nucleo

da célula do hospedeiro. O virus trafega no sentido retrégrado ao transporte axonal
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para o corpo celular neuronal. Uma vez atingido o corpo neuronal o virus pode
evoluir para um ciclo litico com auto-regulacdo ou entrar em laténcia. No ciclo litico,
0s virus recém-sintetizados séo liberados (CLEMENTI, 2000; FLEMINGTON, 2001,
WEIR, P.J. 2001, SCULLY, C. 1989).

A transmissao do HSV ocorre por contato direto de individuos soro negativos
com as lesbes ou secre¢cbes das vesiculas ou da saliva, provenientes de individuos
soropositivos para o HSV-1 (SCULLY, 1989). Segue-se assim, um periodo de
incubacdo de 2 a 12 dias, quando a manifestacdo primaria clinica aparece
(CHRISTIE et al., 1998).

Durante a infec¢éo, o virus € inoculado ou ganha entrada no hospedeiro por
células epiteliais da pele, labio ou mucosa. Com 15 a 18 horas ap0s a infec¢éo, o
DNA viral replicado é encapsulado por um novo capsidio que é transportado da
membrana do nucleo para a superficie celular. Com a lise da célula do hospedeiro,
0s virus HSV recém-sintetizados séo liberados. A manifestacao clinica permanece
por cerca de 1 a 3 semanas e grande quantidade de particulas virais séo liberadas
na saliva por um periodo médio de duracdo de 7 a 10 dias (OAKLEY et al., 1997).

A infecc@o priméaria ocorre usualmente nos primeiros anos de vida e é na
maioria das vezes, cerca de 89 a 99%, assintomatica (BARKVOLL & ATTRAMADAL,
1987; NISENGARD & NEWMAN, 1994; OAKLEY et al., 1997; SCOTT et al., 1997a),
embora possa produzir gengivoestomatite herpética aguda em criancas e faringites
ou amigdalites em adultos. A grande incidéncia de infec¢gbes pelo HSV-1 primaria

ocorre em criancas entre 6 meses a 3 anos de idade (WOO & LEE, 1997). O quadro
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clinico sintomatico do herpes primario € caracterizado por ulceracdes bucais
generalizadas (WHITLEY et al, 1998), gengivite, febre (39 a 40,5°C),
linfoadenopatias cervicais (SCULLY, 1989), anorexia e irritabilidade (WHITLEY et al.,
1998). Tal quadro tende a ser mais grave em adultos e, em muitas ocasifes, em
criancas sdo observadas manifestacdes extrabucais, como crostas de sangue nos
labios (SCULLY, 1989; CHRISTIE et al., 1998). As lesdes aumentam de tamanho e
desenvolvem areas centrais de ulceracao, recobertas por uma fibrina amarelada. As
ulceracdes podem coalescer e formar Ulceras rasas e irregulares. Em casos brandos,
geralmente, tais manifestacdes desaparecem dentro de 5 a 7 dias. Ja nos casos
mais graves, podem se estender por até 2 semanas (NEVILLE et al, 2004).

Segundo WHITLEY et al. (2002), as infec¢cbes primarias resultam em
manifestacdes bucais por um periodo de no maximo 23 dias, com média de 7 a 10
dias. Tal autor cita ainda como diagnésticos diferenciais da gengivoestomatite
herpética a herpangina, infec¢cdes na lingua por candida, mononucleose pelo virus
Epstein-Barr, lesbes decorrentes de radioterapia e quimioterapia e sindrome de

Stevens-Johnson.

Durante a infeccdo primaria, individuos soro negativos imunocompetentes
desenvolvem resposta humoral e mediada por células para o HSV-1. A resposta
humoral € iniciada com IgM transitoria e persiste com anticorpos IgG e IgA. Existe
assim, uma relacao direta entre a presenca destes anticorpos com a severidade da

manifestacdo primaria. Ja nas recorréncias, ndo existe uma relacdo de maior ou
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menor frequiéncia e severidade das manifestacdes clinicas em relacdo aos isotipos
de anticorpos (OAKLEY et al., 1997).

Segundo CHRISTIE et al. (1998) apds a infeccao inicial do HSV-1 na regido
orofacial, o virus pode reativar e resultar em trés formas diferentes de recorréncia:
herpes labial recorrente, herpes intrabucal recorrente e manifestacoes
assintoméaticas na saliva. Muitos pacientes sdo capazes de reconhecerem sinais e
sintomas prodromicos da lesdo recorrente, como queimagdo, sensacao de
dorméncia e formigamento (OAKLEY et al., 1997; NEVILLE et al., 2004), dor e
prurido (SCULLY, 1989; SCOTT et al., 1997b) antes do desenvolvimento dos sinais
clinicos do herpes labial recorrente. Posteriormente, a mucosa afetada desenvolve
numerosas vesiculas puntiformes, que se rompem rapidamente e formam inUmeras
lesbes pequenas avermelhadas. Tanto a mucosa oral movel quanto a aderida
podem ser afetadas, e o numero de lesbes é altamente variavel. A gengiva
acometida também exibe freqiientemente erosdes puntiformes caracteristicas ao
longo da margem gengival livre. Nao € incomum o envolvimento da mucosa labial
ultrapassando a linha imida, para incluir a borda adjacente do vermelhdo dos labios.
A auto-inoculacdo pode ocorrer para os dedos, olhos e areas genitais (NEVILLE et
al., 2004).

Além do herpes labial recorrente, podemos citar as lesGes herpéticas
intrabucais como forma de recorréncia, freqientemente associadas a
imunodepressdo (CHRISTIE et al., 1998). Nestes casos as lesdes geralmente sao

generalizadas. As lesfes intrabucais aparecem como Ulceras em qualquer lugar da
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mucosa, usualmente no palato e na gengiva (SCULLY, 1989; SILVA et al, 2002).
Pacientes transplantados de medula éssea ou orgaos diversos, mal nutridos,
portadores de tumores malignos ou afetados por quadros de imunodeficiéncia séo
mais susceptiveis de desenvolverem lesBes intrabucais recorrentes graves de
herpes (BARRETT et al., 1986; OAKLEY et al., 1997; WOO & LEE, 1997). Nestes
pacientes as ulceracdes locais sdo mais extensas, causando dor consideravel e
aumentam a ocorréncia de superinfec¢des por bactérias e fungos. As lesGes sdo na
maioria das vezes atipicas e demoram a cicatrizar, cerca de 28 dias (OAKLEY et al.,
1997; GOMEZ et al.,, 2001). Recorréncias em pacientes imunocompetentes sao

normalmente labiais e raramente intrabucais.

Existem crescentes evidéncias de muitos individuos, particularmente criancgas,
que periodicamente apresentam HSV-1 na saliva sem o desenvolvimento de
nenhum sinal ou sintoma clinico (LEWIS, 2004; SILVA et al, 2005). Varios fatores
podem ser responsaveis por essa reativacdo latente do HSV-1 nos individuos
susceptiveis. As mais freqientemente implicadas séo stress emocional, doencas, luz

solar, menstruacéo e trauma fisico (LAMEY et al, 1997).

Como exames complementares para se diagnosticar infeccdo pelo HSV-1
Greenberg et al. (1969) usaram a cultura celular associado a analise do esfregaco e
a sorologia. Bagg et al. (1989) usaram esfregacos para exame de
imunofluorescéncia com um proposito de um diagnéstico mais rapido que a sorologia.
Robinson et al. (1992) detectaram a presenca do HSV-1 na saliva de pacientes

usando a PCR. Tateishi et al. (1994) demonstraram uma maior sensibilidade da PCR
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em relacdo a cultura viral e também ressaltaram que a PCR depende de menor
tempo, fato este, observado também por Llorente et al. (1998). Knaup et al. (2000)
mostraram uma maior sensibilidade do Nested-PCR quando comparado ao PCR

convencional.

2.3- Tratamento da infeccao pelo HSV-1

Atualmente mais de 30 agentes antivirais ja foram aprovados para o
tratamento das infec¢des virais (DE CLEREQ, E. 2001), sendo que alguns destes
agentes serdo abordados a seguir:

O aciclovir € um anélogo aciclico do nucleosideo guanina que carece de uma
3'- hidroxila na cadeia lateral. Seu espectro antiviral restringe-se aos herpesvirus. O
mecanismo de a¢do do aciclovir € denominado inativagdo suicida, pois o molde de
DNA é interrompido devido ao aciclovir ligar-se a enzima e conduzir a alteracédo
irreversivel da DNA polimerase (GOODMAN & GILMAN 1996, DE CLEREQ, E.
2001). A resisténcia viral ao aciclovir foi vinculada a um entre trés mecanismos:
auséncia ou producéo parcial de timidina quinase viral, alteracdo da especificidade
de substrato da timidina quinase ou alteragdo do DNA da polimerase viral
(PALLASCH, et al.1984). Entre os efeitos adversos, pela administragdo endovenosa
do aciclovir, a insuficiéncia renal e irritagdo no local da injecdo podem ser
observados (WHITLEY, 2002). A via topica, a base de propileno glicol, pode causar
irritacdo das mucosas (GOODMAN & GILMAN 1996). Quanto ao uso terapéutico, o

aciclovir € indicado para infecgBes por virus da familia herpetoviridae. O seu efeito é
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melhor em infec¢Bes primarias do que nas recidivas. O ungiento tépico do aciclovir
ndo se associa a beneficios clinicos no herpes labial recorrente (GOODMAN &
GILMAN 1996). Segundo HANN (1983), SHEEPP et al. (1987) e EPSTEIN et
al.(1996), o uso profildtico do aciclovir € importante em pacientes que vao se
submeter ao transplante de medula 6ssea.

O valaciclovir € uma pro droga éster I-valil do aciclovir, tem 0 mesmo espectro
e mecanismo de acado do aciclovir. Sua indicacdo € para infec¢des por VZV e HSV,
sendo administrado por via oral. Pode também ser usado como profilatico de
infeccbes por CMV em pacientes transplantados (DE CLEREQ, E. 2001). O
mecanismo de acdo e resisténcia € o mesmo do aciclovir (GOODMAN & GILMAN
1996, DE CLEREQ, E. 2001).

O foscarnet € um analogo inorganico dos pirofosfatos que inibe todos os
herpesvirus e o HIV. O mecanismo de acdo do foscarnet é a acdo direta com a DNA
polimerase do herpesvirus ou com a transcriptase reversa do HIV. Nao ocorre
metabolismo intracelular significativo. Os efeitos indesejados principais sao a

nefrotoxicidade e a hipocalcemia sintomatica (GOODMAN & GILMAN 1996).

2.4- Fatores relacionados a recorréncia do HSV-1

Existem vérias teorias sobre a reativagdo viral. A primeira € a teoria do ponto
de gatilho na pele, surgida em 1970 (SCOTT et al.,, 1997b). Tal teoria sugere a

possibilidade do HSV estar presente perifericamente na pele e nos tecidos bucais,
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proximos as extremidades distais das terminacdes nervosas. Esta teoria baseia-se
na suposicdo de que o HSV € constantemente produzido nos ganglios e
periodicamente transportado para sitios distais via V nervo sensorial. J4 a teoria de
ponto de gatilho ganglionar sugere que a reativacao do HSV requer um estimulo do
virus latente no ganglio, para que, posteriormente, 0 mesmo possa ser levado para a
pele onde provocard as lesdes. Nesta teoria 0 desequilibrio entre a defesa do
hospedeiro e a atividade viral levaria as manifestacdes de recorréncia (LOGAN et al.,
1998; COUNTRERAS, 2001).

Tem se estabelecido na literatura que inUmeros fatores podem causar a
reativacdo do HSV-1. Debilidade organica, stress, luz solar, menstruacao, traumas
como de extracdo dentaria, imunossupressao (BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987,
CHRISTIE et al., 1998), descompressdo do nervo trigeminal (SCULLY, 1989),
estimulos quimicos, febre, frio, fadiga, gravidez (BARKVOLL & ATTRAMADAL,
1987), mudancas hormonais (COUNTRERAS, 2001), terapias de céancer faciais
(quimioterapia e radioterapia), baixos niveis de ferro no sangue, radiacdo X (SCOTT
et al., 1997b), idade avancada, alergias, alteracbes respiratorias (NEVILLE et al,
2004) tornam o virus reativo, levando a recorréncia (CHRISTIE et al., 1998).

Um estudo longitudinal foi realizado pelo nosso grupo para investigar a
frequéncia de reativagcado do HSV-1 na cavidade bucal em 25 pacientes soropositivos
para este virus, utilizando a técnica de Nested-PCR. Todos os voluntérios, incluindo
pacientes com histéria de HSV-1 recorrente e outros sem manifestacdes

sintométicas, revelaram o virus HSV-1 no raspado pelo menos uma vez durante o
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ano. Este estudo mostrou que o espalhamento viral ocorre independentemente da
recrudescéncia do herpes labial (SILVA et al., 2005).

LEWIS, (2004) afirma que reativacdo herpética € observada
significativamente mais freqlientemente na pratica odontolégica que na populacdo
em geral, (2,4% vs. 1,7%; p< 0,01).

No estudo de HEDNER et al., (1990), realizou-se uma investigacao da
reativacdo do HSV-1 e do seu papel no desenvolvimento de alvéolo seco apds
extragdo dentdria em ratos. Amostras de alvéolos foram coletadas apds uma
semana do procedimento cirdrgico. Os resultados mostraram reativacao viral e
possivelmente associacdo com problemas de cicatrizacdo, dor e exacerbacédo de
processo inflamatério.

Injuria axonal em manipulacéo cirargica em humanos (HEDNER et al., 1993a)
e ratos (HEDNER et al., 1993b) resulta em reativacdo do HSV-1. O autor, através de
sorologia, encontrou HSV-1 em 5,1% dos pacientes submetidos a extracdo de 3°
molar inferior que desenvolveram alvéolo seco apds a cirurgia. Porém, este estudo
de HEDNER et al., (1993a) avaliou a presenca do virus através de um método
menos sensivel, segundo a literatura pesquisada. Ambos os trabalhos sugerem que
cirurgia maxilofacial induz a reativacdo do HSV-1. Durante a extracdo dentaria, o
nervo mandibular pode sofrer algum dano por causa da proximidade anatémica com
0 apice radicular dos 3° molares inferiores. A extracdo dentaria pode levar a um

trauma do nervo ou sua terminacdo causando reativacdo latente do HSV-1 no
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ganglio trigémio e a possibilidade de infec¢cdo recorrente na cavidade bucal que
resulta no atraso ou complicagéo da cicatrizacdo (HEDNER et al., 1993a e b).

No estudo de WILLIAMSON, (1999) foi reportado um caso clinico no qual uma
paciente apresentou a reativacdo do HSV-1 devido a procedimentos restauradores
para confeccdo de uma coroa total metaloceramica. Quatro dias apos o0s
procedimentos odontolégicos, a paciente apresentou pequenas vesiculas
eritematosas na gengiva aderida ao dente preparado. Consultando um patologista
bucal constatou-se tratar de uma manifestacdo recorrente do HSV-1 devido ao
trauma ocorrido no local.

YURA et al. (2000), através de um caso reportado, sugere que HSV-1 pode
induzir neuropatia do nervo trigémio. A infeccado primaria do HSV-1 nem sempre
acompanha sinais clinicos e sintomas e na maioria das vezes é subclinica. E
possivel que casos de paralisia do nervo mentual que eventualmente ocorram
depois da extracdo dentaria sejam resultantes da infec¢cao secundaria do HSV-1.

Todos esses dados demonstram que ndo existe na literatura um consenso
sobre o impacto de procedimentos odontolégicos na reativacdo do HSV-1 e o risco
da transmissdo deste virus na pratica odontoldgica. Este fato € importante na anélise
das medidas de biosseguranca atualmente adotadas e nas implicagbes que uma

possivel reativacdo do HSV-1 pode ter no reparo e cicatrizacdo da fenda cirdrgica.
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto de procedimentos cirirgicos odontolégicos na reativacao

do HSV-1 na mucosa bucal.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar, atravées do método da Nested-PCR, a reativagdo do HSV-1 na
mucosa bucal de pacientes soropositivos submetidos a procedimentos odontolégicos

cirurgicos e procedimentos odontolégicos nao cirurgicos.
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4- METODOLOGIA

4.1- AREA DE ESTUDO

O municipio de Belo Horizonte esta localizado na regido centro — sul do
estado de Minas Gerais.Possui uma extens&o territorial de 331,94 Km? e 2.091.448

habitantes (fonte: http://www.cidades.mg.gov.br/cidades/owa/menuprinc 10/11/2003).

E a capital estadual e municipio sede da Microrregido e da regido metropolitana de
Belo Horizonte.

O projeto de Extensdo de Cirurgia Buco Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG € uma referéncia para atendimento odontolégico de pacientes

gue necessitam remover 3° molar em Minas Gerais.

4.2- DESENHO DO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG), obedecendo ao exigido pela
legislacdo brasileira, conforme as resolu¢cées CNS n° 196/96 e 304/00 do Conselho
Nacional de Saude, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos. O projeto foi aprovado em 13 de abril de 2005 através

do Parecer de n° ETIC 039/05.


http://www.cidades.mg.gov.br/cidades/owa/menuprinc
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O individuo ou responsavel foram esclarecidos sobre o0s objetivos da
pesquisa e solicitada a assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido
de todos os pacientes para a participacdo da pessoa (Anexo F). O paciente sO
participou da pesquisa apos leitura e assinatura, de livre e espontanea vontade,
desse documento. Também foi realizado o preenchimento de um termo de
compromisso da utilizacdo de dados pelo pesquisador (Anexo G).

E oportuno ressaltar que todas as pessoas envolvidas na manipula¢do dos
dados obtidos na pesquisa: pesquisador, orientador ou possiveis colaboradores
tiveram compromisso com a privacidade e a confiabilidade dos dados utilizados, que
foram protegidos durante todo o projeto, preservando integralmente o anonimato dos
pacientes.

A pesquisa foi conduzida de forma a permitir a todos, exercerem suas
responsabilidades préprias diante das situaces derivadas do avanco da mesma. Os
referidos dados obtidos somente foram utilizados para o projeto ao qual se
vincularam, sendo que todo e qualquer outro uso devera ser objeto de novo projeto

de pesquisa.
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Populacao de estudo

Foi realizado um estudo transversal usando a Nested-PCR como teste
diagndstico. Os individuos incluidos foram pacientes da Faculdade de Odontologia
da UFMG (FO-UFMG). Foram avaliados no projeto um total de 96 pacientes,
divididos em dois grupos. O primeiro foi formado por 48 individuos com indicacdo
para extracdo de terceiros molares inferiores inclusos e semi-inclusos. O segundo foi
formado por 48 pacientes que foram submetidos a pequenos procedimentos
restauradores, incluindo restauragbes de amalgama e resina composta. Todos 0s
pacientes foram submetidos a raspagem de mucosa jugal antes e uma semana apos
o procedimento odontoldgico (Figura 1).

Figuras 1 - Local do raspado na mucosa jugal.

Os raspados foram realizados com espatulas plasticas estéreis e
armazenados em Eppendorf de 1500 pL contendo uma solugao tampéo de Krebs e

em seguida congelados a -20°C. Os pacientes também foram submetidos a coleta
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de trés ml de sangue por via endovenosa para verificacdo de sorologia de IgG para

HSV-1 analisados no Laboratério Geraldo Lustosa.

Fontes e critérios de elegibilidade

A selecdo do grupo de estudo foi realizada na clinica do projeto de Cirurgia
Buco-maxilo-facial da FO-UFMG através dos seguintes critérios de inclusdo e

exclusao:

Os critérios paraincluséao:

A) Pacientes que realizaram cirurgia de 3° molar incluso ou semi-incluso.
B) Pacientes que retornaram apds 7 dias da cirurgia para nova coleta de raspado

e coleta de sangue.

Os critérios de exclusao:

A) Pacientes que ndo concordaram em participar do estudo.

B) Pacientes que na primeira coleta mostraram raspados bucais positivos na
PCR para HSV-1,

C) Pacientes que na PCR para B-Globina mostraram resultados negativos.

D) Pacientes que no teste de sorologia para HSV-1 foram negativos.
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GRUPO CONTROLE

Fonte e critérios de elegibilidade

O grupo controle foi formado por pacientes atendidos nas clinicas de

dentistica da FO-UFMG.

Os critérios paraincluséo:

A) Pacientes que foram submetidos a restauracdes de resina ou amalgama.
B) Pacientes que retornaram apos 7 dias do procedimento para nova coleta de

raspado e coleta de sangue.

Os critérios de exclusao:

A) Pacientes que ndo concordaram em participar do estudo.

B) Pacientes que na primeira coleta mostraram raspados bucais positivos na
PCR para HSV-1,

C) Pacientes que na PCR para B-Globina mostraram resultados negativos.

D) Pacientes que no teste de sorologia para HSV-1 foram negativos.
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4.3- EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo técnica descrita por BOOM et
al.,(1990). Ao produto das raspagens foi adicionado 450 uL de tampéao de lise (970
mg/mL GuHCI, 0,1 mol/L Tris-HCI pH 6.4, 0,2 mol/L EDTA pH 8.0, 26mg/mL Triton
X-100) e 20uL de suspenséao de silica. A mistura foi agitada em vortex por alguns
segundos, incubada em banho de areia a 56°C por 10 minutos e posteriormente
centrifugada em microcentrifuga (10000 rpm/min). ApGs o descarte do sobrenadante,
o pellet de silica foi lavado 2 vezes com tampéo de lavagem (970 mg/mL GuHCI, 0,1
mol/L Tris HCI pH 4.0 ), repetindo-se a centrifugacdo entre cada lavagem. Outras
duas lavagens sucessivas foram realizadas com etanol 70% e uma ultima com
acetona. O sobrenadante foi descartado e a silica secada a 56°C (3 a 5 minutos).
Posteriormente foi adicionado 100 pL de tampéo TE, agitado em vortex e incubado a
56°C por 30 minutos. Finalmente, a mistura foi centrifugada por 2 minutos e o
sobrenadante contendo o DNA transferido para outro tubo. O DNA extraido foi
estocado a —20°C e, posteriormente, utilizado para amplificacdo das regibes

escolhidas pela técnica de PCR.

4.4- REACAO DE PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HSV-1

A técnica utilizada neste estudo foi Nested-PCR. A técnica consiste no uso de

dois pares de iniciadores (primers). Estes pares foram nomeados em M e N
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(externos) e O e P (internos). Os iniciadores foram descritos por Victéria et al (2005)
e suas sequéncias estdo no quadro 1. Esta técnica foi escolhida por apresentar alta
sensibilidade e alto grau de precisdo uma vez que a amplificacdo realizada pelos
iniciadores internos praticamente elimina a possibilidade de uma amplificagao
inespecifica (PINA et al.,, 1998; FABRIS et al., 1998; HAMPRECHT et al., 1998;

DALAPATHY et al., 1998; AONO et al., 1998).

O numero de ciclos de amplificacdo foi 30. As temperaturas de anelamento
foram de 60°C para a primeira e 61°C para a segunda reacdo. As temperaturas e
tempos da desnaturagdo inicial, desnaturagdo, extensdo e extensdo final foram
respectivamente de 95°C por 27, 95°C por 30"", 72°C por 30" e 72°C por 5" nas duas
reacdes. O tampéo usado tinha a seguinte composi¢cao MgCl, 1,50mM, KCIl 50mM,
Tris-HCI pH 8,4 10mM e Triton X-100 0,1%. A concentracdo dos componentes esta

disposta no quadro 2.
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Quadro 1 — Iniciadores internos e externos do HSV-1

Iniciadores Externos

Iniciadores Internos

M5 TGC TGG AGG ATC ACG AGT TTG 3

O5 TGC AGA GCAACCCCATGAAG 3

N5 CACCGTCTT TGT TGG GAACTT G 3

P5 ATG ACCATG TCG GTGACCTTG G 3

Quadro 2 — Condi¢des da PCR para HSV-1

Componentes

Concentragcao

Iniciadores

20 pmols de cada

Desoxinucleotideos Trifosfato

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,2 mM de cada

DNA

6 ul

Taq DNA Polimerase

1 ou 2 unidades por reacao

Tampao

MgCl; 1,50 mM, KCI 50 mM, Tris-HCI

pH 8,4 10 mM e Triton X-100 0,1%
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4.5- REACAO DE PCR PARA O GENE R-GLOBINA

A técnica foi usada para comprovar sucesso na coleta e extracdo de DNA
evitando assim a interpretacdo de resultados falso negativos. Os iniciadores foram

descritos por Gall-Troselj et al. (2001) e as suas sequéncias estao no quadro 3.

Quadro 3 — Iniciadores para o gene da 3 globina

Iniciador senso Iniciador anti-senso

M5 CAACTTCATCCACGTTCACC 3 O 5 GAA GAG CCA AGG ACA GGTAC 3’

O numero de ciclos de amplificacdo foi 35. As temperaturas e tempos de
desnaturacao inicial, desnaturacdo, anelamento, extensdo e extensdo final foram
respectivamente de 94°C por 3", 95°C por 457", 56°C por 30"", 72°C por 30"'e 72°C
por 10°. O tampéo usado tinha a seguinte composicdo MgCl, 20 mM, KCI 50mM e
Tris-HCI pH 8,4 10mM. A concentracdo entre 0s componentes esta disposta no

quadro 4.
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Quadro 4 — Condi¢bes da PCR para o gene da 3 globina

Componentes Concentragao

Iniciadores 20 pmols de cada

Desoxinucleotideos Trifosfato
0,2 mM de cada
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DNA 3ul

Tag DNA Polimerase 2 unidades por reagao

MgCl, 2 mM, KCI 50 Mm, Tris-HCI pH 8,4
Tampao
10 mM e Triton X-100 0,1%

4.6- ELETROFORESE PARA DNA EM GEL DE AGAROSE
PARA HSV-1

O gel de agarose para eletroforese apresentou a concentracdo de 1,5%,
diluido em tampao TAE (1x), e a cuba usada foi a International Biotechnologies MPA.
Os produtos da PCR foram aplicados em tampdo de amostra (Loading Buffer) e
submetidas a 165V e a uma corrente de 110 mA por 45 minutos. A fonte utilizada foi
a Amersham Pharmacia Biotech EPS 301. A revelag¢do consistiu em banho do gel
por 30 minutos em solug¢éo de brometo de etidio a 0,5g/ml e o gel foi examinado em
luz ultravioleta (Vilber Loumart TFP-M/WL). O padrdo de peso molecular foi o 100pb

DNA Ladder.
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O sinal de amplificacdo final apareceu como uma banda bem definida e
individualizada de 241 pb (figura 2), no gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo
de etidio. O produto da PCR do 1° round foi de 663pb (figura 2). Em todas as
reacoes foram utilizados controle positivo e negativo. O controle positivo consistiu de

uma amostra de raspado de um paciente com lesao clinica causada por HSV-1 com

o diagndstico comprovado por citologia esfoliativa.

HSV-1
1 2 3 4 5

_» 663 pb

241 pb
200 pb—>

100 pb—

Figura 2 - Gel de agarose contendo os produtos de PCR para deteccdo do HSV-1.
1° round (canaletas 2 e 3) e do 2° Round (canaletas 4 e 5). Canaleta 1 padréo 100pb
DNA Ladder.
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4.7- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E
COLORACAO PELA PRATA PARA O GENE DA 3 GLOBINA

Os produtos da PCR foram verificados através da eletroforese em gel de
poliacrilamida. Foram aplicados 5ul de cada produto juntamente com 1ul de gel
loading buffer (GLB) nas canaletas do gel a 6,5%. A corrida foi realizada em tamp&o
TBE 1x, a 160V, durante aproximadamente 30 minutos, utilizando-se cuba especifica
(mini vertical gel electrophoresis unit, Sigma). Posteriormente, cada gel foi corado
pela prata para verificacdo e analise do material amplificado, seguindo-se uma
adaptacao do método descrito por Bassam et al. (1991), que consiste na imerséo de
cada gel em uma série de solucdes especificas, numa ordem e tempo definidos
(quadro 5). Apés o término do processo, os geis foram secos em papel celofane rico
em celulose.

O sinal de amplificacdo apareceu como uma banda bem definida e

individualizada de 268 pb, no gel de poliacrilamida a 6,5% corado com prata.

Quadro 5 — Solucdes para revelar o gel de poliacrilamida a 6,5%

Solucdes Tempo Regular
Acido acético 10% 10 minutos
Agua destilada 3 minutos
Solucéo de prata 8 a 10 minutos
Agua destilada 30 segundos (2 lavagens)
Solucéo reveladora Variavel
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4.8- ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia das amostras positivas para o0 HSV-1 no grupo de estudo e no
grupo controle foram analisadas pelo teste de Fisher e qui quadrado. O nivel de

significancia estabelecido foi de p< 0,05.
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5 - RESULTADOS

Uma imagem de um gel representativo dos resultados da Nested-PCR para

deteccdo de HSV-1 pode ser observado na figura 3.

300 pb
100 pb

<« 241pb

Figura 3 - Gel de agarose a 1,5% mostrando a 22 amplificacdo do DNA do HSV-1.
Canaleta 1: padrdo de peso molecular. Canaleta 2: controle negativo. Canaleta 3:
controle positivo. Canaleta 4. amostra negativa. Canaleta 5: amostra positiva.
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5.1- DADOS CLINICOS DA POPULACAO DE ESTUDO

Inicialmente, o grupo de estudo foi formado por 80 individuos. Desse total, 20
pacientes ndo retornaram a segunda consulta, necessarios para a coleta de sangue
e de novo raspado bucal, um paciente mostrou raspado bucal positivo para o HSV-1
na primeira consulta e 11 foram negativos para o HSV-1 nos exames soroldgicos.
Nenhum raspado apresentou resultado negativo para a B-Globina. Desta forma,
considerando os critérios de exclusdo, ao final o nosso grupo de estudo ficou com 48
pacientes, com média de idade de 22,9 anos + 20,8 (variacdo de 17 até 31 anos).
Este grupo foi composto por 13 individuos do sexo masculino e 35 do sexo feminino
e o0s dados clinicos deles seguidos dos resultados dos raspados apds o0s

procedimentos cirdrgicos estao dispostos na tabela 1.
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Tabela 1 - Dados clinicos dos pacientes do grupo de estudo submetidos a

procedimentos cirdrgicos.

n°® Idade Sexo F::(i:rsrgi%s Observacdo N° Idade  Sexo F::Ci:rSrgioas Observacao
1 25 Masc - 48Incluso 28 24 Fem - 38 Semi-|
2 29 Fem = 38 Incluso 29 29 Fem - 48 Semi-I
3 27 Fem + 38 Incluso 30 23 Fem - 38 Semi-|
4 22 Fem - 28Incluso 31 21 Fem - 28/38 Semi
5 31 Fem - 38 Semi-i 32 24 Masc - 18/48 Semi
6 20 Masc = 28/38Semi 34 21 Fem - 18/48 Semi
7 25 Fem - 18/48Semi 35 22 Fem - 38 Incluso
8 18 Fem = 38 Incluso 37 18 Masc - 18/48 Semi
9 22 Fem - 18/48Semi 38 23 Fem - 18/38 Semi
10 23 Fem - 48 Semi-| 39 25 Fem - 18/48 Semi
11 18 Masc - 28/38 Inc. 40 28 Masc - 38 Semi-|
12 25 Fem S 38Incluso 41 20 Masc - 38 Incluso
13 17 Fem - 48 Semi-| 43 20 Masc - 18/28 Semi
15 18 Fem + 48 Incluso 44 22 Fem - 38/48 Semi
16 25 Masc - 38Incluso 45 18 Fem - 38/48 Semi
17 21 Fem = 18/48Semi 46 18 Fem - 48 Incluso
18 26 Fem - 38Incluso 47 31 Fem - 38 Semi-I
19 23 Fem = 28/38Semi 48 20 Masc - 38 Incluso
20 22 Fem - 18/48Semi 50 26 Fem - 18 Incluso
21 24 Fem - 28/38Semi 51 20 Fem - 28/38 Semi
22 22 Fem - 18 Incluso 52 22 Fem - 18/48Semi
24 22 Masc - 38 Semi-| 54 24 Fem - 18/48 Semi
25 26 Fem - 38 Semi-I 60 25 Masc - 18/48 Semi
26 22 Masc = 18/48Semi

27 20 Fem - 28 Incluso

Inicialmente, o grupo controle foi formado por 62 individuos. Desse total, 14

pacientes nao retornaram a segunda consulta, necessarios para a coleta de sangue

e de novo raspado bucal, nenhum paciente mostrou raspado bucal positivo para o

HSV-1 na primeira consulta, nenhum foi negativo para o HSV-1 nos exames

sorolégicos e nenhum raspado apresentou resultado negativo para a B-Globina.

Desta forma, considerando os mesmos critérios de excluséo, ao final 0 nosso grupo
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controle foi constituido por 48 individuos com média de idade de 24 anos + 21,4

(variacdo de 18 até 31 anos). Este grupo foi composto por 18 homens e 30 mulheres

e os dados clinicos deles e os resultados dos raspados apos os procedimentos de

dentistica estao dispostos na tabela 2.

Tabela 2 - Dados clinicos dos pacientes do grupo controle submetidos a

procedimentos restauradores néo cirurgicos.

N° Idade  Sexo F;(rZORng S Observacdo N° Idade  Sexo 2?(5:533 Observacao
1 25 Masc - Resina 27 29 Fem - Resina
2 29 Fem - Amalg. 28 23 Fem - Resina
3 27 Fem - Amalg. 29 21 Fem - Resina
4 27 Fem - Resina 30 24 Masc - Amalg.
5 31 Fem - Resina 31 25 Fem - Resina
6 23 Masc = Amalg. 32 22 Fem - Resina
7 25 Fem + Resina 33 19 Masc - Resina
8 18 Fem = Resina 34 25 Fem - Resina
9 22 Fem - Amalg. 35 25 Fem - Amalg.

10 24 Fem = Amalg. 36 28 Masc - Resina

11 18 Masc - Amaélg. 37 24 Masc - Amaélg.

12 25 Fem = Resina 38 23 Masc - Resina

13 21 Fem - Amalg. 39 22 Fem - Resina

14 18 Fem = Resina 40 23 Fem - Resina

15 25 Masc - Amalg. 41 19 Fem - Amalg.

16 23 Fem = Resina 42 31 Fem - Resina

17 26 Fem - Resina 43 24 Masc - Resina

18 23 Fem = Resina 44 26 Fem - Amalg.

19 24 Fem - Resina 45 20 Fem - Resina

20 24 Fem - Resina 46 25 Fem - Resina

21 27 Fem - Resina 47 24 Fem - Resina

22 22 Masc - Amalg. 48 26 Masc - Amalg.

23 26 Fem - Resina

24 22 Masc = Amalg.

25 25 Fem - Resina

26 24 Fem = Resina
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A distribuicdo das amostras positivas dos pacientes do grupo de estudo e
controle esta descrita na tabela 3. Os dados ndo mostraram relagdo alguma entre o
procedimento odontolégico especifico e a reativacdo do HSV-1. Do total de amostras,
4,2% dos pacientes apresentaram pelo menos um raspado positivo para 0 HSV-1
apos cirurgia e 2,1% apds o procedimento de dentistica.

Dos 48 pacientes incluidos no trabalho que sofreram cirurgia, dois
apresentaram um raspado positivo apés o procedimento odontolégico, sendo que
um deles mostrou concomitantemente lesGes herpéticas no labio inferior. Ambos
foram submetidos a cirurgia de 3° molar inferior incluso. No grupo controle apenas
um paciente dos 48 incluidos no trabalho apresentou PCR positivo no raspado ap6s

ser submetido a uma restauracao de resina composta.

Tabela 3 - Comparacdo do namero e percentual dos pacientes do grupo de estudo e
controle positivos para o0 HSV-1 no PCR.

PCR + PCR -

Grupo de Estudo 2 (4,2%) 46(95,8%)

Grupo Controle 1(2,1%) 47 (97,9%)

Qui quadrado=0,34 p=1,00
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Na comparagcdo da positividade da PCR para o HSV-1 nos pacientes em
relacdo as diferentes modalidades cirurgicas, apenas dois dos 17 pacientes (11,8%)
qgue foram submetidos a exodontia de 3° molar incluso mostraram PCR positivo para
0 HSV-1, enquanto que nenhum dos 31 pacientes submetidos a exodontia de 3°

molar semi-incluso mostrou a reativacao por este virus.

Em outra comparacdo da positividade da PCR para o HSV-1 e a quantidade
de cirurgias submetidas, observamos que dois dos 26 pacientes (7,7%) que foram
submetidos a extragdo de um 3° molar foram PCR positivos para o HSV-1, enquanto
que nenhum dos 22 pacientes submetidos a exodontia de dois elementos dentérios

mostrou a reativacao por este virus.
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6-DISCUSSAO

Muitas pessoas (mais de 90% da populacdo em geral) apresentam anticorpos
contra o HSV, sendo que 40% dessas tém susceptibilidade de desenvolver
manifestacdes herpéticas secundéarias (LOGAN et al., 1998).

A prevaléncia do HSV-1 na populacdo adulta em geral € de 60 a 95%. O
HSV-1 é capaz de causar lesdes principalmente nas regides ocular, bucal e genital,
sendo que o contagio é através do contato direto de uma pessoa para outra. O HSV-
1 é a forma mais comum e é o responséavel pela maioria das infec¢bes na regido
bucal (BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987; SCOTT et al., 1997b). Este é
encontrado em aproximadamente 50% a 60 % de individuos da classe média e, em
cerca de 90% de individuos das classes sécio-econdmicas mais baixas (WOO &
LEE, 1997).

A prevaléncia subclinica do HSV-1 é um assunto controverso na literatura.
Vérios trabalhos se propuseram a elucidar esta questdo, porém resultados
conflitantes foram encontrados na literatura. Muitos individuos periodicamente
apresentam HSV-1 na saliva sem o desenvolvimento de nenhum sinal ou sintoma
clinico (LEWIS, 2004; SILVA et al, 2005). Varios fatores podem ser responsaveis por
essa reativagdo latente do HSV-1 nos individuos susceptiveis. As mais
freqientemente implicadas s&o stress emocional, doencgas, luz solar, menstruacao e

trauma fisico (LAMEY et al, 1997).
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O HSV-1 e o HSV-2 sao estruturalmente similares, compartilham muitos
antigenos e sdo cerca de 50% geneticamente homologos (SCULLY, 1989;
NISENGARD & NEWMAN, 1994; WHITLEY, 2002). Além disso, os dois exibem
variacbes epidemioldgicas. O HSV-1 dissemina-se predominantemente através da
saliva infectada ou de lesbes periorais ativas e se adapta melhor nas regides oral,
facial e ocular. Os sitios mais comumente envolvidos sdo a faringe, areas intra-
bucais, labios, olhos e pele acima da cintura sendo que o contagio € através do
contato direto de uma pessoa para outra (BARKVOLL & ATTRAMADAL, 1987,
SCOTT et al., 1997b).

O HSV-2 adapta-se melhor as regides genitais, sendo transmitido,
predominantemente, através do contato sexual, envolvendo a genitalia e a pele
abaixo da cintura, mas podem ocorrer excecfes a estas regras. As lesdes clinicas
de ambos os tipos sao idénticas e os dois provocam as mesmas reacgdes teciduais
(NEVILLE et al, 2004).

Mesmo assim, SCOTT et al. (1997b) relataram que podem existir co-
infeccbes de ambos os subtipos virais (HSV-1 e HSV-2), ou superinfecgcdes com
subtipos do HSV-1 em individuos, principalmente imunossuprimidos, que
apresentam evidéncias sorologicas de infec¢des prévias por HSV-1. Ja SCULLY
(1989), citou que infeccbes bucais prévias com HSV-1 conferem protecao relativa
contra infec¢des genitais pelo HSV-2. Anticorpos para um subtipo de HSV diminuem

as chances de infec¢cdo por outro subtipo, ou mesmo, reduzem a gravidade e o
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tempo de permanéncia da manifestacdo clinica do segundo subtipo de HSV

incubado (NEVILLE, 2004).

A deteccdo do HSV-1 usando a técnica da PCR demonstra ter maior
sensibilidade quando comparada com a tradicional cultura viral (TATEISHI et al
1994; SCOTT et al 1997a). Em algums trabalhos, a identificacdo do HSV-1 foi
possivel apenas através da Nested-PCR (KNAUP et al, 2000). Esta técnica
apresenta alta sensibilidade e alto grau de precisdo uma vez que a amplificacado
realizada pelos iniciadores internos praticamente elimina a possibilidade de uma
amplificacdo inespecifica (PINA et al., 1998; FABRIS et al., 1998; HAMPRECHT et

al., 1998; DALAPATHY et al., 1998; AONO et al., 1998).

A presenca do HSV-1 foi estudada por TATEISHI et al. (1994) em 1000
pacientes. Este trabalho tinha o objetivo de comparar a cultura viral e a PCR no
diagndstico subclinico do herpes labial. Os resultados encontrados foram de 4,7%
de positividade para HSV-1 usando a PCR e 2,7% de positividade usando a cultura
viral.

J& SCOTT et al. (1997a) fizeram um estudo sobre a presenca do HSV-1 no
periodo prodrémico do herpes labial. A cultura viral, a PCR e a PCR associada a
ELISA foram avaliadas como exames para o diagnostico. O método mais sensivel foi
a PCR associada a ELISA com 45% de resultados positivos, seguida da PCR e
cultura viral com 36% e 0%, respectivamente.

A reativagdo do HSV-1 na mucosa bucal tem sido estudada por varios autores.
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Um estudo longitudinal foi realizado por KNAUP et al. (2000). Foram
selecionados 30 pacientes, sendo 25 destes soropositivos para 0 HSV-1. Foram
realizadas de oito a doze coletas nos pacientes num periodo de 58 a 167 dias. Dos
pacientes soropositivos, 76% tiveram pelo menos um resultado positivo da PCR e
68% tiveram apenas recorréncia assintomatica do HSV-1.

Ja no estudo longitudinal de SILVA et al (2005), investigou-se a frequéncia da
reativacdo do HSV-1 na cavidade bucal em 25 pacientes soropositivos para este
virus, utilizando a técnica de Nested-PCR. 100% dos voluntarios revelaram este
virus na saliva pelo menos uma vez durante o ano. Este trabalho mostrou que o
espalhamento viral ocorre independentemente da recrudescéncia do herpes labial.

Altos niveis de ansiedade combinado com o trauma da cirurgia odontologica
resultam no aumento da reativacdo do HSV-1 na saliva (KAMEYAMA et al, 1989).
LEWIS (2004) afirma que reativacdo herpética ocorre significantemente mais
freqliente na pratica odontolégica que na populacdo em geral, (2,4% vs. 1,7%; p<
0,01).

Entretanto, ndo existe na literatura um consenso sobre o impacto de
procedimentos odontoldgicos na reativacdo do HSV-1 e o risco da transmissao deste
virus na pratica odontologica. Este fato pode ter importantes implicacbes nas
praticas de biosseguranca e efeitos indesejaveis no processo cicatricial de fendas
cirdrgicas.

Considerando as evidéncias que mostram a reativacao clinica e assintomatica

do HSV-1 em pessoas submetidas a procedimentos odontologicos, o presente
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trabalho verificou através de um método mais sensivel, a reacdo de Nested-PCR, se
existe um espalhamento do HSV-1 apo0s procedimentos odontologicos cirdrgicos e
nao cirdrgicos.

No presente estudo, apenas 4,2% dos pacientes soropositivos para o HSV-1
submetidos a cirurgia odontoldgica apresentaram reativacdo na mucosa bucal. Este
valor ndo foi estatisticamente diferente do encontrado na populac¢do de individuos
submetidos a procedimentos néo cirdrgicos (2,1%). Os nossos resultados sdo muito
préximos aos do estudo de HEDNER et al (1993a), através de sorologia, que
encontrou HSV-1 em 5,1% dos pacientes submetidos a extracdo de 3° molar inferior
gue desenvolveram alvéolo seco apos a cirurgia.

Em nosso estudo foi observado também que a presenca do HSV-1 na
remocao de 3° molar incluso foi detectada em 11,8% dos pacientes. Enquanto que
na remocao de 3° molar semi-incluso, nenhum caso de positividade foi detectado.
Em relacdo ao numero de dentes extraidos, observamos que quando removido um
elemento dentario, 7,7% dos pacientes tiveram reativacdo do HSV-1 enquanto que
nenhum paciente que removeu dois dentes mostrou presenca deste virus no
raspado. Para validar estas informacfes, novos estudos com um numero maior de
amostras S80 necessarios.

No presente estudo também foi observada a reativacdo do HSV-1 em um
paciente que apresentou lesGes herpéticas no labio inferior uma semana apoés a

cirurgia. Como a prevaléncia de herpes labial recorrente na populacdo em geral é
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significativa (1,7%), é possivel que o procedimento cirdrgico tenha tido pequeno ou
nenhum efeito sobre este processo.

Por fim, o presente trabalho demonstra que cirurgias odontologicas néo
aumentam a reativacdo do HSV-1 na mucosa bucal, comparado com procedimentos
odontoldgicos néo cirargicos. Apesar do pequeno numero de casos que mostraram
reativacdo do HSV-1 na mucosa bucal apds procedimentos cirurgicos, os efeitos

desta reativacdo merecem novos estudos.
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7 — CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que procedimentos cirargicos

odontoldgicos ndo influenciam a reativacdo do HSV-1 na mucosa bucal.
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2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

ANEXO-A- SEQUENCIA DO DNA - HSV-1

ORIGEM: Gene da glicoproteina B
ACESSO: K01760
OBS: A figura representa somente a sequiéncia onde estéo localizados os primers.

ggagaacaac
gcgctacttc
gctgagccge
ggaggatcac

gagctgcggce
accttcggtg
gccgacatca
gagtttgtcc

cctgctggac
catcgacacg
cttcgagggg
cggcgtggta
ggccgtgggt
catgcggctg
gaaccccacc
caagctagcc
cacggaacac
catggtcatg
cgccgacgag
ccgcatgcgce

tacacggagg
gtcatccacg
atgggcgacc
tcggecgtgt
ctgttggtcc
cagagcaacc
aacccggacg
gaggccaggg
aaggccaaga
cgcaagcgcc
gacgacctgt
atcttttggt

tgacgcgcga
ggggctacgt
ccaccgtcag
ccctggaggt
tccagcgcecg
ccgacgccaa
tggggcgege
cgggcgtgtc
tggccggect
ccatgaaggc
cgtccgggga
agatgatacg
agaagggcac
gcaacaccaa

gacggggggt

tgcgatcgag
gtacttcgag
caccttcatc
gtacacccgc
caaccagctg
cgccgcecatg
ggtcggcaag
ctccttcatg
ggcggeggec
cctgtaccct
gggcgaggag
gtacatggcc

gagcgcgctg

ccgtgcaccg
gagtacgcgt
gacctcaaca
cacgagatca
cacgacctgc
ttcgcgggcec
gtggtgatgg
tccaacccct
ttcttcgect
ctaaccacca
ggcggcgact
ctggtgtcgg

tgggacaccg
actcccacca
tcaccatgct
aggacagcgg
gcttcgccga
tgggcgcegtt
gcatcgtggg

ttggggcgct
ttcgttacgt

aggagctcaa
ttgacgaggc
ccatggagcg

ctcagcgcca aggtcaccga
ctacacccaa gttcccaaca aagacggtga

ttgttgtaaa taaaaaccac gggtgttaaa
ttttttgttt ggtcagcctt ttgtgtgtgt gtgggaagaa

PCR especifico para herpes 1- Iniciadores utilizados (Externos):

M

F- (2577 — 2597)

N

3218)

5'TGC TGG AGG ATC ACG AGT TTG 3

Tm: 55.0°C

5' CAT CGT CTT TGT TGG GAA CTT 3'
R- (3239 —

Tm: 55.9°C

Produto de PCR 663 pb
Temperatura de anelamento: 61.6°C

PCR especifico para herpes 1- Iniciadores utilizados (Internos):

O

F- (2949-2968)
P 5 ATG ACC ATG TCG GTG ACC TTG G 3
R- (3189-3168)

5'TGC AGA GCAACCCCATGAAGS3

Tm: 55.9°C

Tm: 58.2°C

Produto de PCR 241 pb

Temperatura de anelamento: 60.1°C A localizac&o dos iniciadores no DNA esta indicada

com a sequéncia destacada em vermelho



ANEXO-B- SOLUCOES UTILIZADAS NA EXTRACAO DO DNA

Solucéo de Krebs

100 ml (gsp H20) 300 ml (gsp H-20)
NaCl 20% 3,5ml 10,5 ml
KCI 2% 1,7 ml 51m
CaCl,; 2H,0 2% 1,76 ml 57 ml
MgSO,4 7H,0 2% 1,45 mi 4,35 ml
KH,PO, 2% 1,00 ml 3 mi
NaHCO; 2% 10 ml 30 ml
CeH1206 0,29 0649
Eserina 10°M 1 ml 3ml

Extracdo do DNA
Silica: SiO, 60g
H.O gsp 500 ml

Preparo da silica (SC)
a- Ressuspender em cilindro graduado ¢=5 cm; alt. 27,5 cm (col. H20)
b- Sedimentar por 24 hs; TA
c- Descartar o sobrenadante e adicionar H,O gsp 500 ml. Ressuspender o sedimento.
d- Deixar a TA por 5 hs. E descartar o sobrenadante.
e- Adicionar a suspenséo 600 ul para ajustar o pH para 2.0.

f- Aliquotar e autoclavar. A suspensao € estavel por no minimo 6 meses.

Tampéo de lise (L6)
GuSCN 97¢g



Tris HCI 0,1 M pH 6.4 100ml
EDTA0,2M pH 8.0 22ml
Triton X-100 2,45 ml

Tampéo de lavagem (L2)
Cloridrato de guanidina 979
Tris HCI 0,1M pH 6.4 100ml

Obs: L2 e L6 devem ser estocados ao abrigo de luz, por um periodo maximo de 15 dias.

Etanol 70%

1°) Medir o volume de etanol absoluto, de acordo com o volume a ser preparado;

2°) Completar o volume final com &gua destilada;
3°) Homogeinizar;
4°) Pode-se conservar o etanol 70% a temperatura ambiente, a 4°C ou a 20°C, o que

dependera da sua utilizacao.

Acetona 100%

Utilizar acetona de qualidade compativel com processos de Biologia Molecular

Tampéao TE
1°) Preparar as seguintes solugoes :
e Tris-HCI1 M pH 8.0



e EDTA0,5MpH 8.0

2°) Unir em um unico recipiente as solu¢des acima citadas, nas seguintes concentracoes,
de acordo com o volume a ser preparado:

e Tris-HCI 10mM pH 8.0

e EDTA 1mM pH 8.0

3°) Completar o volume final com agua milli-Q;

4°) Homogeinizar;

5°) Autoclavar;

6°) Conservar a temperatura ambiente.



ANEXO-C- SOLUCOES UTILIZADAS NA ELETROFORESE EM
GEL DE AGAROSE

EDTAO05M

EDTA 18,619

H.O qgsp 1000ml

Acertar pH para 7,5 com NaOH

Tampéo Tris-acetato (TAE) 50X

Tris base 242,09

Acido acético glacial 57,1ml
EDTA 0,5M Ph 8,0 100ml

H»0 gsp 1000ml

TAE 1x
TAE 50X 40ml
H>O qgsp 2000ml

Gel de agarose 1,5%
Agarose 1,59
TAE 1X gsp 100ml

Tampé&o de amostra 6x

Azul de bromofenol 0,025¢g
Glicerol 3ml
H,O MILLI Q gsp 10ml



Brometo de Etidio 0,3 pg/ml
Brometo de Etidio 10 mg/ml 6,0 pl
H20 gsp 200 ml



ANEXO-D- SOLUCOES UTILIZADAS NA ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA 6,5%

Acrilamida 30%

Para cada 100mL de solugao:

Acrilamida 299
Bis-acrilamida 1g
H.O g.s.p. 100ml
TBE 20X
- Tris 121g
— Acido boérico 61,79
- EDTA 7,449
- Hy0 qg.s.p. 1000ml
TBE 10X
TBE 20X 500m|
H20 g.s.p. 1000ml
TBE 1X
TBE 50X 50ml

H»O g.s.p. 1000ml



Confeccéao do gel de poliacrilamida

- Lavar as placas de vidro com éter, alcool isopropilico e alcool 70%;

- Adicionar em um Béquer;

o Acrilamida 30% 1,079ml
o TBE 10X 0,65ml
o Agua destilada 3,22ml
o TEMED 4,00pl
o APS 40,00ul

Solucgdes utilizadas na coloracao do gel de poliacrilamida pela Prata

Solucéo de Prata

Nitrato de Prata 40% 4,00ml|
Formaldeido 37% 75l
Agua destilada g.s.p. 50ml
Solucéo Reveladora

Carbonato de Sdédio 1,59
Formaldeido 37% 75ul
Tiossulfato de Sédio 20ul
Agua destilada g.s.p. 50ml



Acido Acético 10%

Para cada 5 | de solucéo

Acido acético glacial 500ml
H20 destilada g.s.p. 51



ANEXO -E- COMPROVANTE DO COMITE DE ETICA



ANEXO -F- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO DO PACIENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO DE CLINICA, PATOLOGIA E CIRURGIA
ODONTOLOGICAS

Belo Horizonte, de de 20 )

Prezado paciente,

Esse documento tem como finalidade propor a sua participagdo no projeto de pesquisa
“Analise Da Reativacao Do Virus Herpes Simples Tipo 1 Ap6s Procedimentos Odontolégicos Pela
Técnica Da PCR”, este projeto de pesquisa tem como objetivo, verificar a reativacdo do virus do
herpes simples tipo 1 em raspado intra-bucal de pessoas que serdo submetidas a procedimentos

odontolégicos. Gostariamos de contar com a sua colaboracéo, esclarecendo que:

1- A pesquisa consiste na coleta de dois raspados intra-bucal, antes e depois do procedimento
odontologico estabelecido.
2- O paciente também serd submetido a coleta de Trés mL de sangue por via endovenosa para

verificacdo de sorologia para HSV-1.



Somente sera coletado o material de pacientes que assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido e que forem atendidos na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais (FO-UFMG).

Os beneficios estdo baseados no fato de que este trabalho pode ajudar a uma melhor
compreensdo do processo de desenvolvimento da doencga. O projeto em si ndo leva a riscos ao
paciente, visto que independente de participarem ou ndo do estudo, todos 0s pacientes irdo ser
submetidos ao tratamento odontoldgico.

Todos os pacientes, incluindo os que ndo quiserem participar do trabalho serdo devidamente
atendidos e tratados na FO-UFMG.

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente, em
hipbtese alguma e somente 0s pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas
informacdes, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

Essa pesquisa tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP). Qualquer
davida entre em contato com o COEP, no telefone (31) 3248-9364.

N&o serd prevista qualquer forma de remuneracdo para o voluntario e todas as despesas
relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade do pesquisador e do professor orientador.

Todos os participantes poderdo, a qualquer momento, desistir de fazer parte dessa pesquisa.

Desde ja, agradecemos sua colaboragéo.

- Luciano Margues da Silva (Mestrando em Estomatologia)
End. R. Dirceu Lopes, 456 - B. Centro
Pedro Leopoldo, MG — Cep 33.600-000

Tel.: (31) 3661-1906/ (31) 9208-1967



TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu,

autorizo a minha participacdo no trabalho intitulado “Andlise Da Reativacdo Do Virus Herpes

Simples tipo 1 Apds Procedimentos Odontoldgicos Pela Técnica Da PCR”, que faz parte do
projeto de pesquisa do aluno Luciano Marques da Silva, Mestrando em Estomatologia do
Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Afirmo que fui devidamente esclarecido(a) quanto aos objetivos da
pesquisa, quanto ao carater confidencial dos dados e quanto ao destino do material coletado

(carater cientifico), e que em qualquer momento posso retirar esse consentimento.

(Assinatura do paciente ou responsavel)

Documento de ldentidade:




ANEXO -G- TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

EU, LUCIANO MARQUES DA SILVA, MESTRANDO EM ESTOMATOLOGIA PELA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS,
ASSUMO POR MEIO DESTE INSTRUMENTO, NO QUE SE REFERE AOS ASPECTOS
ETICOS E LEGAIS, OBEDECER AO EXIGIDO PELA LEGISLACAO BRASILEIRA,
CONFORME AS RESOLUCOES CNS N° 196/96 E 304/00 DO CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE, SOBRE DIRETRIZES E NORMAS REGULAMENTADORAS DE PESQUISAS
ENVOLVENDO SERES HUMANOS, DURANTE A PESQUISA INTITULADA: “ANALISE DA
REATIVACAO DO VIRUS HERPES SIMPLES APOS PROCEDIMENTOS ODONTOLOGICOS
PELA TECNICA DA PCR”, O QUAL SERA REALIZADO ATRAVES DA COLETA DE DOIS
RASPADOS INTRA-BUCAIS ANTES E DEPOIS DO PROCEDIMENTO ODONTOLOGICO
EFETUADO NA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS.

BELO HORIZONTE, 07 DE MARCO DE 2004.

LUCIANO MARQUES DA SILVA



ANEXO -H- FICHA CLINICA DO PACIENTE

FICHA CLINICA

Caso n°:

Data de incluséao: [

NOME:

Sexo: M( ) F( )

Data de Nascimento: _ / /  ldade:
Naturalidade:

Grau de Escolaridade:

Analfabeto =1 | grau incompleto =2 | grau completo =3
Il grau incompleto=4 |l grau completo =5
11 grau incompleto = 6 11 grau completo =7
Profissao:
Renda Familiar ( em salarios minimos vigentes no pais):
1salariominimo=R$ us__

Doencas pre-existentes (sim ou n&o)

- anemia

- diabetes

- AIDS

- Outros

- Histéria de herpes bucal ou genital?
1- Quando ocorreu a manifestacdo primaria?
2- Como se apresentou a manifestacdo primaria?
3- Quando ocorreu a primeira manifestacdo de recorréncia?
4- VVocé tem com frequéncia recorréncias? Quantas ao ano?
5- Qutras pessoas da familia apresentam HSV 1?
6- Quais sdo os fatores predisponentes relacionados com as recorréncias?
7- Vocé utiliza algum medicamento para controle do herpes? Qual? Qual o
resultado?
8- Quiais os sintomas mais comuns das recorréncias?

Observacoes:
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