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RESUMO

A estomatite aftosa recorrente (EAR) é a condigélarnatoria ulcerativa mais
comum da mucosa bucal nao-ceratinizada, possuiritidbogga ainda incerta e
controvertida. Os virus herpes simples 1 e 2 ( H/2) infectam liticamente o epitélio
desta mucosa gerando manifestacéo clinica semell@aesta estomatite, porém em
mucosa ceratinizada. Diante disso, o0 objetivo destedo foi verificar a presenca de
virus herpes simples 1 e/ou 2 em Ulceras de mubasal nado-ceratinizada de
individuos imunocompetentes. Dezesseis pacieotesnfavaliados na Policlinica de
Odontologia da Universidade do Estado do Amazorsas\aco particular, apresentando
Ulceras em mucosa nado - ceratinizada bucal agiai ( um caso) , descartada a
possibilidade de etiologia quimica, fisica ou d@imunossupressora de base. Foram
coletados esfregacos do centro e da periferiasd® laftosa dos oito primeiros pacientes
e dos ultimos, além do raspado, 1 ml de amostrsaliea ndo estimulada presente na
boca. Foi realizada Reacdo em Cadeia de Poliméf€&K ) com iniciadores multi e
especificos para cada virus, apos identificacém mpelsma técnica da presenca de DNA
gendmico nas amostras, e em nenhuma destas,eta fdcencontrada particula viral,
ocorrendo , no entanto , amplificacdo do fragmeletd¢iSV-2 da amostra salivar de um
dos pacientes que fora estudado isoladamente, gamd® momento . O individuo
positivo para a amostra ao sentir novamente osrsad, identificou a area acometida
em soalho bucal , em fase ainda vesicular e f@t@a coleta imediata do esfregaco
da leséo, ulcerada a pouco tempo, e também salieaprrendo pela metodologia
apresentada, a amplificacdo de material genéticeirds HSV- 2 na ferida coletada,
nao ocorrendo na de saliva . Concluiu-se com aumsqque o HSV nao foi
identificado na maior parte dos pacientes estudadagtuando o caso especifico, cuja
a coleta do material biologico da ulcera fora mla em fase inicial da condicao,
concluindo que o HSV-2, infectante comum de mucgsagais pode, em alguns casos,
estar presente e ser potencial fator etiologice diaeras aftosas recorrentes da
cavidade bucal.

Palavras-chaves:Estomatite aftosa recorrente, Virus herpes simplesacdo em
cadeia de polimerase.



BBRACT

The recurrent aphthous stomatitis (RAS) he tmost common inflammatory
ulcerative disorder of no keratinized oral mucpugose etiology is still uncertain and
controversial. The herpes simplex virus 1 and 2\(HSand 2) infect litically the
mucous epithelium generating clinical manifestatiemilar to RAS but in keratinized
mucous. That said, the goal of this study was tdywéhe presence of herpes simplex
virus 1 and/or 2 in ulcers no keratinized oral mugcof immunocompetent individuals.
Sixteen patients were evaluated in the Polyclifi®entistry of the University of the
State of Amazonas and particular service, showilegrsi in the no keratinized oral
mucous and pharyngeal (one case), excluding thsilmbty of chemical , physics or
immunosuppressive disease etiology. Swabs wereatedl from the centre and the
periphery of aphthous lesion for the first eightipnts and of the latter, in addition to
scraped, 1 ml of sample of not stimulated salivasgnt in the mouth. Those samples
were performed by Polymerase chain reaction (PGR) wulti and specific primers to
each virus, after identification by the same tegbgiof the presence of genomic DNA
in the samples, and in none of these, of ulcer feasd viral particle, occurring,
however, the amplification fragment of HSV-2 saly sample of one of the patients
who had studied in isolation, the second time. ifldévidual positive for the sample to
feel again the symptoms identified the area suffenethe buccal floor in vesicular
stage still out and made the immediate collectibenoear, ulcerated lesion to shortly,
and also salivate, occurring by methodology sulemjtthe amplification of genetic
material of the virus HSV-2 in wound collected, nmtcurring in saliva. It was
concluded with the search, the HSV has not beentifae in most patients studied ,
except for the specific case, whose collection mblogical material of the ulcer in
initial stage of the condition, concluding that tR&SV-2, genital mucous common
infecting organism, can, in some cases, be presshbe potential etiological factor of
recurrent aphthous ulcers of the oral cavity.

Keywords: Recurrent aphthous stomatitis, Herpes simplexsyiPolymerase chain
reaction.
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INTHRJCAO

A estomatite aftosa recorrente (EAR) € uma daslg@ts mais comuns do
mundo e representa a mais ocorrente condicao til@eraucal. A prevaléncia
relatada na populacdo em geral varia de 5 % a 66%,uma média de 20%. As
hipoteses de sua patogénese sdo numerosas. Actgitam que a destruicdo da
mucosa parece representar uma reacdo imunologideaaepor células T , porém
sua etiologia ainda permanece obscura, com vaatsres sendo implicados:
genéticos, imunologicos, quimicos, medicamentosogicionais, hematoldgicos,
microbioldgicos, estressores emocionais ou ansioggnetc ( COMPILATO et al,
2009; GURANSKA et al., 2000; GURENLIAN, 2010; MESBA YOUNAI, 2010;
SCULLY ; PORTER, 1989; SUBRAMANYAM, 2011; PORTERa., 2000 ).

A EAR ocorre em mucosa de revestimento sem cerptdando ser do tipo
menor, maior e herpetiforme, esta ultima classtcadevido a semelhanca com as
infeccdes herpéticas ocorrentes em mucosa ceadmid GURENLIAN, 2010;
SUBRAMANYAM, 2011). As lesGes aparecem classicametdmo uma Ulcera
rasa, redonda ou oval, com presenca de pseudomasbeaum halo eritematoso,
podendo variar de menos de 1 mm a mas de 1 cm ameanho
( MESSADI;YOUNAI, 2010), sendo seus diagnésticodeminciais : Ulceras
traumaticas, Sindrome de Reiter e Behcet, doenc@rden, eritema multiforme,
pénfigo vulgar, neutropenia e infeccdo secundael pirus do herpes simples
( GURENLIAN, 2010).

O virus herpes simples ( HSV ) € membro de extenkaterogénea familia
Herpesviridae composta por inidmeros patdégenos animais e humarmso

citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr (EBV) e variaedoster (VVZ). O membro
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mais conhecido desta familia € o herpesvirus senpléiSV), um virus DNA
dividido em dois sorotipos, estruturalmente semebs: HSV-1 e HSV-2 ( HHV 1
e HHV 2) . O primeiro, responsabilizado por causdeccOes orais, periorais e,
ocasionalmente, genitais e o segundo, predominamteminfeccoes genitais e
eventualmente lesdes orais e periorais (SMITH; RCEDIN, 2002VARELLA et
al.; 2005).

Os seres humanos séo o0s Unicos reservatérios isgtara esses virus, que sao
mundialmente endémicos e compartiiham muitas aiatitas. Eles causam
infecc@o primaria em células do epitélio de revestito e apos isso ficam latentes
no interior de células nervosas por toda a vidandoviduo (RESKE et al, 2007).
Essa infecgdo apresenta-se comumente por erupeSesilares da pele e mucosa,
ocorrendo de duas formas: sistémica ou doenca painedlocalizada ou doenga
secundaria (recorrente). Ambas as formas sdo mmitadias, porém sdo comuns
exacerbacbes da forma priméria, porque o virus,ocamncionado, pode ficar
latente no tecido ganglionar (MORI ; NISHIYAMA, 28).

O HSV-1 dissemina-se predominantemente atravéslde snfectada ou de
lesBes periorais ativas. Este virus se adaptaomellatua de forma mais eficiente
nas regides oral, facial e ocular. Os locais engoks mais frequentemente séo a
faringe, regido intraoral, os labios, olhos e aepmtima da cintura. As infecgbes
recorrentes podem ocorrer tanto no local da iragé@d priméria quanto em areas
adjacentes da superficie epitelial suprida pel@li@nnervoso envolvido ( MORI ;
NISHIYAMA, 2005; WOO ; LEE, 1997 ).

O HSV-2 se adapta melhor as regibes genitais, semdnsmitido,
predominantemente, através do contato sexual elenwaracteristicamente a

genitalia e a pele abaixo da cintura. Podem oceweecdes a essas regras e 0 HSV-
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1 pode ser observado em um padréo semelhante ld8\@ e vice-versa. As lesdes
clinicas e as altera¢fes teciduais produzidas pisstipos sdo idénticas (SMITH ;
ROBINSON, 2002).

As infec¢gBes clinicamente evidentes pelo HSV exibeais padrdoes. A
exposi¢do inicial de um individuo sem anticorpositia o virus é denominada
infecc@o priméria e esta ocorre frequentementeaxad etarias jovens, sendo, na
maioria das vezes, assintomatica. A partir dissdrus segue pelos nervos sensitivos
e é transportado para os ganglios homénimos as®sci{gomumente o Trigeminal
ou de Gasser) ou, menos comumente, para gangliosGaicos, onde permanece
em estado latente até ser reativado ( RESKE &tC(fl7; SILVA et al., 2002).

A localizagdo mais comum de recidiva pelo HSVédllorda do vermelhdo e a
pele adjacente dos labios, infecgdo conhecida dwrues labial. A recorréncia, no
entanto, também pode afetar a mucosa bucal (WO, 11B97). Nos pacientes
imunocompetentes, o envolvimento é quase sempi@adima mucosa ceratinizada,
aderida ao 0sso (gengiva inserida e palato du)egdes se iniciam como vesiculas
com 1 a 3 mm de didmetro, que se rompem rapidanerftgmam grupos de
maculas eritematosas, que podem coalescer ou aamligeiramente de tamanho. O
epitélio afetado € perdido e desenvolve-se umadeaaceracdo central amarelada
(SILVA et AL., 2002).

Considerandajue o primeiro contato com o HSV-1 se da na primigifancia e
que grande parte das infec¢cdes séo subclinicasramtgen uma certa protecdo a
infeccdo de tecidos bucais pelo HSV-2, mas que mxie também comprometer esta
regido, devido a mudanca dos habitos sexuais (etdll, 2006) e assim, ambos, HSV-
1 e 2, podem infectar liticamente o epitélio exaigdo permanecer latente nos ganglios

nervosos do Trigémeo, voltando a infectar de fom@erudescente, com sintomas



18

prodrémicos e etiologia semelhantes aos das 8l@dtasas recorrentes (alteragbes de

resisténcia tecidual, mudancas hormonais, estinguisicos, baixos niveis de ferro no

sangue e eventos estressantes ou ansiogénicpsraogpalmente, que a mucosa bucal é

inervada por nervos sensitivos trigeminais cuj@oglo mantém estes virus em estado

de laténcia, pesquisaremos a possibilidade deaelatioldégica destes agentes, tdo

presentes na populacdo de forma latente, com agyumamnifestacdes clinicas de

estomatite aftosa recorrente que ordinariamentatece em mucosa de revestimento

( ndo-ceratinizada) em grande parte dela ( FRAIiHAL.e 2002; PORTER et al., 2000;

SUBRAMANYAM, 2011).

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar a presenca do virus HSV 1 e/ou 2 atrad@sReacdo em Cadeia de
Polimerase em JUlceras bucais diagnosticadas costomatites aftosas

recorrentes.
2.2 Especificos

Estabelecer relacdo da infeccao recorrente pos higtpes simples com algumas
manifestacdes de Ulceras aftosas recorrentes adada\bucal .

Postular uma nova possibilidade etiologica de agoasos de Ulcera aftosa
recorrente em cavidade bucal.

Apresentar um relato de caso sobre a presenca We2Hfiravés de PCR em

Ulcera localizada em mucosa nao ceratinizada ermrgadmunocompetente.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Estomatite aftosa recorrente

A EAR, também conhecida como Ulceras aftosas rectms (UAR), é a doenca
ulcerativa bucal mais comum em todo o mundo, sendoclinica caractrizada por
Ulceras redondas e ovais de diversos tamanhosiplasile recorrentes com margens
definidas por um halo eritematoso. Possui trés dsriprincipais, a mais comum é a
menor (afta de Mikulicz), com pequenas ulcerac@dmidas, arredondadas, que séo
dolorosas e cicatrizam em 10 a 14 dias. Na form@&irm@oenca de Sutton ou
periadenite mucosa necrotica recorrente) duram skr@nas a mais e frequentemente
deixam cicatriz, e a terceira forma, a herpetirmde 7 a 10 dias, com a presenca de
multiplas lesdes que podem sofrer coalescimenttlATTOPADHYAY; SHETTY,

2011; FRAIHA et al.,2002; GURENLIAN, 2010; MESSADIOUNAI, 2010).

A terminologia aftosa, vem do grego “aphtai” qugngica queimar ou atear fogo
e segundo relatos, Hipdcrates ja o usava ha 2509 para se referir a estas Ulceras
dolorosas que afetavam a boca ( SCULLY et al., 20@as surgem exclusivamente
em mucosa nado-ceratinizada e podem ser precedidasmm macula eritematosa em
associacao aos sintomas prodromicos de queimagéajgpou pontadas (SCULLY et
al., 2003; SUBRAMANYAM, 2011 ). Estudos afirmam suoaaior ocorréncia em
adultos aparentemente saudaveis, do sexo femiab@xo dos 40 anos, leucodermas,

de alto nivel sdcio-econémico e ndo fumantes ( SK3l; YOUNAI, 2010).

Embora as caracteristicas clinicas da EAR sejam tefimidas, a etiologia
precisa permanece incerta, controversa e multiétdviecanismos imunes parecem

desempenhar um papel importante, historia famgasitiva € vista em um terco dos
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pacientes e a predisposicdo genética € sugerida gvebenca de um aumento da
frequéncia de antigenos tipo A2, All, B12 e DR2@mdcitos humanos, assim como
a heranca de um alelo de interleucina 1 ou 6 { lou IL-6 ) nos acometidos

( GURENLIAN, 2010; MESSADI; YOUNAI, 2010; SUBRAMANAM, 2011).

A imunidade celular e humoral com formacdo de cemgs imunes pode ter
importancia no desenvolvimento da EAR, exempload&® aumento dos linfécitos T
citotoxicos nestes episddios. Estas células pmduzator de necrose tumosal TNF-
o), um dos principais mediadores responsaveis pam¢ao do processo inflamatorio,
por seus efeitos sobre a adesao celular no ermetéliimiotaxia de neutroéfilos, que na
presenca das ulceragfes, possuem reducdo na wdadaifagocitica na saliva e no

sangue periférico (CHATTOPADHYAY; SHETTY, 2011).

Além desta resposta celular citotdxica, ocorre imlum mecanismo mediado
por Linfocitos B que envolve citotoxicidade depemeede anticorpos que gera a
formacdo de imunocomplexos encontrados em espécitmebiopsias das Ulceras,
especialmente na camada espinhosa do epitélioo seadlamina propria tambéem
evidenciadas vasculites complexas imunes ou letoab@sticas. Complexos imunes
circulantes ndo foram evidenciados na vigéncia aench (CERUTTI et al., 2011,

MESSADI; YOUNAI, 2010).

Doencas auto-imunes da tireéide podem também lerarecia na etiopatogenia
da EAR. Anticorpos circulantes e Linfocitos T oiwicos reativos podem agir contra
ceratinécitos apds sua estimulagdo por um antigefedinido enddgeno ou exdgeno.
Os ceratindcitos por este motivo, secretam citaciflh-2 e TNFe ) ativando
Linfécitos T CD4+ auxiliares, que mobilizam as d¢&u citotOxicas previamente

acumuladas que assim promovem dano direto aoiepiglrevestimento, o lesionando.
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Vasculites complexas imunes leucocitoclasticas apggrem comumente na EAR séo
encontradas em pacientes com auto-imunidade dedéreSao também evidenciadas,
nos acometidos, maior prevaléncia de anticorpos$tiegttide associados a uma

disfuncéo tireoidiana mais elevada ( OZDEMIRIgtZ011).

A presenca de Células Natural Killer (NK) ativadaw interleucina 2 (IL-2)
também pode desempenhar um papel na patogénes&RlaOEaumento da atividade
destas células foi observado em lesdes ativas deequor reducdo desta durante
periodos de quiescéncia clinica. A Interleucing 11010), que normalmente estimula
a proliferacao epitelial durante a cicatrizacaawsem pequena concentracdo na Ulcera,
0 que pode explicar a retardada reepitelizacdo ra puolongada ( MESSADI;

YOUNAI, 2010).

Diante da possibilidade etiolégica multifatorial @#AR, outros contribuintes
causais ndo-imunoldgicos, locais e sistémicos tdm identificados na doenga. Estes
incluem os fatores: Medicamentosos, quimicos, amthi|e comportamentais,
nutricionais, hematolégicos e infecciosos (COMPIIGAT et al.,, 2009;
MESSADI;YOUNALI, 2010; SUBRAMANYAM, 2011). Considenalo a possibilidade
destas ulceragcbes serem manifestacao local adeasestémica vigente , Scully et al.
( 2002) sugerem que o termo EAR deve ser resergadmwente para as lesdes em
pacientes sem doencas sistémicas, enquanto aquatasquadro clinico semelhante na
presenca de doencgas sistémicas devem ser cladaffiocomo Estomatite aftoide

recorrente ( Ulcera semelhante a aftosa recortente)

Dentre os produtos medicamentosos e quimicos odenp causar a EAR, estao
os antiinflamatorios nao-esterdides, nicorandilvéator de canais de potassio para

tratamento de condi¢bes cardiacas isquémicashlogteeadores, inibidores de enzima
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conversora de angiotensina e drogas antiarritmizadauril sulfato de sédio, detergente
usado em alguns produtos de saude bucal, pode randé origem a condicao
(HERLOFSON; BARKVOLL, 1996; MESSADI; YOUNAI, 2010).0s fatores
comportamentais e ambientais relacionados, saorawmte bucal, a cessacdo do
tabagismo, a sensibilidade a alimentos ( Ex: ceoas¢es e agentes como &cido
benzoico ou cinamaldeido), mudancas hormonaisioelatas ao ciclo menstrual e
ansiedade ou estresse ( MESSADI; YOUNAI, 2010).

A EAR é mais comum em nédo fumantes que em fumaptds,fato do tabaco
aumentar a ceratinizacdo da mucosa bucal, torr@nalacosa menos suscetivel a outros
agentes ambientais. Além disso, a nicotina e aioati( seu principal metabdlito) ativa
receptores acetilcolina-nicotinico presente nosrafagos, reduzindo a produgdo de
Fator de necrose tumoral ( TNF o ), Interleucina- 1 e 6 que séo citocinas pro-
inflamatorias e aumenta a liberacdo da molécula antiinflamatértarleucina-10,

provocando com isso a reducdo da resposta inflamatdassim, imunossupressao,

prevenindo o desenvolvimento das ulceras ( SUBRAMANI, 2011).

Embora a EAR possa afetar pessoas de qualques, idadprimeiros episodios
tendem a aparecer antes dos 30 anos em cerca ddd0éasos, com reducdo de sua
recorréncia com o avancar da idade. Porém , quarafta ocorre com frequéncia em
faixas etarias mais avancadas pode ser sugestivpos&ivel fator predisponente
subjacente , sendo a lesdo um sinal local de umacdosistémica mais complexa. Isto
ocorre comumente em pacientes com deficiéncias toédgacas de elementos como
ferro, acido folico e vitamina B12. Fato observadm familia com historia positiva
para estas caréncias e presenca sistemética de BEAdhorando a condicdo com a
reposicao destes oligoelemento e vitaminas ( CQMPO et al.,, 2009; MESSADI,

YOUNAI, 2010)).
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Uma associacdo entre EARS&eptococcus viridan®i sugerida com importancia
na patogénese da doenca, estes agindo como astigstimulando uma reacao
imunoldgica local. Porém, estudos indicaram quasebtctérias ndo eram especificas
para a condicdo (CHATTOPADHYAY; SHETTY, 2011; PORREet al., 2000)A
Helicobacter pilori foi detectada em tecido lesional através de PCR7&/@ % das
Ulceras examinadas por Birek et al.( 1999), condluos autores, estar ela relacionada
com a patogenia da lesdo. Porém, estudos postedemonstraram que a frequéncia de
anticorpos IgG para esta bactéria ndo se mostnmertada nos pacientes acometidos

pelas ulceracdes onde eram detectadas ( PORTHERZ0Q0).

A etiologia viral tem também sido considerada ga#dR. Studd et al. ( 1991 ),
detectaram DNA de HSV-1 em duas de onze biopd@asilceras orais recorrentes em
pacientes com doenca de Behcet. Em outro estudomolieervado em pacientes
acometidos, elevados titulos de IgM contra Citorfeagiaus ( CMV) e Virus do herpes
humano- 3 ou varicela-zoster ( HHV-3 ou VZV ) qarados aos pacientes controle

(CHATTOPADHYAY; SHETTY, 2011; PEDERSEN;HORNSLETH993;).

O envolvimento do Virus do herpes simples (HSMhn teido estudado em
particular. No entanto, as tentativas de cultiv@léobidpsias lesionais foram negativas,
seu antigeno ndo pode ser detectado em esfregagusstras de biopsia da Ulcera e
apenas cerca de um terco dos pacientes eram sibrapgopara anticorpos HSV. Porém
em alguns pacientes com EAR do tipo menor (aftaMileulicz), por meio de
hibridizacao local, foi demonstrado que parte doogea de HSV-1 era transcrito em
células mononucleares do sangue periférico ( PEERRSORNSLETH, 1993) .

Apesar de ser uma condigcdo comumente auto-limitadamente resultando em
complicacbes, a EAR pode evoluir, em alguns cas®dprma inusitada e com certa

morbidade para o acometido. Scully (2002), retdtis casos de pacientes com aftas
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menores com evolugcdo dolorosa e manifestacédo degmuceracdes resultando em
osteites com formacé&o de sequestros do 0sso tardigacentes as lesdes.

Sao os principais diagnosticos diferenciais da EARdas ulceracdes aftosas
recorrentes: Ulceras traumaticas, sindrome de Beheiter ou Marshall ( febre
periddica ), doenca de Crohn, eritema multiforménfigo vulgar, neutropenia ciclica e
infecg@o secundaria por virus do Herpes simpled RENLIAN, 2010)

Ao contrério das infec¢cBes recorrentes por herjpegless, as Ulceras na condicéo
ndo sdo precedidas por vesiculas, ndo demonstriatascénfectadas por virus e se
distingue da recrudescéncia herpética baseada anosalizacdo ( EAR em mucosa
ndo- ceratinizada/ Herpes secundéario, em mucosdirigada ), presenca de vesicula
precedente e estudos laboratoriais. O autor desjaeanormalmente os exames
laboratoriais ou biépsias ndo séo indicados padhagnostico da EAR, este sendo
muitas vezes baseado na aparéncia clinica, singist@nas, natureza recorrente do
problema e a taxa de cf&URENLIAN, 2010) .

3.2. Virus herpes simples

Os virus do herpes simples constituem uma granmddidade virus, denominada
Herpesviridae caracterizados por um DNA envolvido por um cagsid um envelope
( Figura 1), dividindo-se em 3 subgrupos: grupgggruposp e gruposy (KUMAR et

al., 2005 )

Glicoproteinas
de superficie

Envelope lipidico

Tegumento

DNA

Nucleocapsideo -_'{.,- i T

Figura 1. Estrutura e composicédo do virus heripegles ( HSV )
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Sete tipos de virus do herpes simples produzeng@aitidade em humanos,
entre 0s quais seis relacionam-se a doencas resdaeabeca e do pescoco. O virus de
Epstein-Barr esta relacionado a mononucleose iifgaclinfoma de Burkitt, carcinoma
nasofaringeo e leucoplasia pilosa. O citomegale\dssocia-se a doencas das glandulas
salivares e doencas sistémicas em pacientes immpocmetidos e o HHV 8 foi
relacionado ao sarcoma de Kaposi (NEVILLE et ai02 REGEZI ; SCIUBBA,
2000).

Osalphaherpesvirus tem tropismo pelas células epiteliais e nervadastre eles,

0 virus varicela-zoster ( VZV) causa catapora @derzoster ( MORI; NISHIYAMA,
2005; PEDERSEN; HORNSLETH, 1992), o herpes simpf® 1 ( HSV-1ou HHV-I)
foi responsabilizado por infec¢cées orais, periomis ocasionalmente genitais e 0
altimo, herpes simples tipo 2 ( HSV-2 ou HHV-2)tésssociado com infecgbes
genitais e , ocasionalmente, lesdes orais e perigMORI; NISHIYAMA, 2005;
SMITH; ROBINSON, 2002 ).

Os virus HSV-1 e 2 foram os primeidosrpesvirusa serem descritos, possuindo
caracteristicas biolégicas particulares, tais cancapacidade de causar diferentes tipos
de doencas, assim como estabelecer infeccoesdat@mtpersistentes por toda a vida do
hospedeiro e de serem reativados causando leséegsogem se localizar no sitio da
infecc@o primaria inicial ou proximas a ele, osactgrizando como fatores etiolégicos
da condicéo infecciosa mais comum do mundo ( LREW et al., 2006; XU et al.,
2006 )

O HSV-1 causa preferencialmente lesdes orais e \6-HS3nfeccdes genitais, e
ambos podem estabelecer uma infeccédo latente eghiagnervosos e persistir por toda
a vida no acometido ( MORI; NISHIYAMA, 2005; SMITHROBINSON, 2002). As

infecgcBes priméarias e recorrentes orais e gengacs geralmente autolimitadas em
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individuos imunocompetentes, porém o HSV causa ifsignte morbidade e
mortalidade em imunocomprometidos, aumentandoco e doenca herpética severa.
Ocorre uma relacdo complexa do virus herpes simip&e2 com o hospedeiro humano,
este ndo podendo erradica-lo completamente dmigrga ( KNIPE; CLIFFE, 2008).

Estes alphaherpesvirusDNA e membros da familidderpesviridae (HHV),
possuem o DNA como material genético e sdo encaghssil Os virus desta famiti&m
0 seu material genético variando de 120 a 230 Kbqimis 31 a 75% sdo guanina e
citosina. No caso do HSV-1 seu genoma é de apradimante 150 Kb, sendo 68%
deste material a base nitrogenada purica e piriaiditada (ROIZMAN;WHITLEY,
2001).

O genoma dos virus herpes simples contém 80-85 afgertas de transcricdo.
Evidéncias bioquimicas e genéticas sugerem quies8s genes codificam proteinas
gue compdem o sewrion. Sua arquitetura no HSV, consiste de um enveligidido
trilaminar com varias espiculas glicoprotéicas, ugwmmada amorfa subjacente
denominada tegumento, um capsideo icosaédrico earm contendo o DNA. O
capsideo icosaédrico funciona como um escudo degémao DNA viral e contém 162
capsdmeros, sendo este composto de uma protentdpptidenominada VP5 e outras
trés menos abundantes: VP19C, VP23 e VP26. A ipeot¥P5 é a subunidade
estrutural de todos os capsdmeros e a VP19C e ¥WP2fuie se encontram no espaco
entre eles. A montagem destes capsideos € seneehnapte ocorre em Bacteri6fagos
DsDNA ( HOMA; BROWN, 1997).

Esses virus provocam uma infeccdo litica em célepateliais e uma infeccdo
latente em neurbnios sensoriais. Durante a latéosiavirus persistem nos ganglios
nervosos e quando reativados provocam uma novecadeprodutiva (recorréncia) com

potencial de transmissdo a um novo hospedeiro THMROBINSON, 2002 ). Knipe;
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Cliffe ( 2008 ), postulam que tais virus persistemida toda no hospedeiro infectado
por terem a capacidade de interagir com histond3Ni® humano expressando a partir
desta integracdo, genes que possibilitam deseswvaima infeccdo produtiva ( litica)
ou latente, dependendo do tipo celular infectado.

A formacdo de vesiculas sédo os princigdéstos da infeccdo pelo HSV nas
células epiteliais de revestimento da pele e mudssa ocorre pelo fato das células da
camada espinhosa infectadas exibirem aumento muaegeneracdo balonizante e
acantolise (separacéo entre elas ) pela perdardplexo de hemidesmossomos que as
unem entre si. Estas vesiculas intraepiteliais eunesm permanecer integras na pele
podendo ser evidenciadas em seu estagio inicéabhdda, devido a dindmica prépria do
meio, logo se rompem e se manifestam em mucosdintesda associada a 0SSO
( gengiva inserida e palato) como erosdes e/ou laseermelhas (FRIEDMAN, 2006;
NEVILLE et al, 2009; REGEZI; SCIUBBA,2000 ).

O HSV-1, é geralmente transmitido durante a infapar meio de contatos nao-
sexuais, disseminando-se predominantemente atdavésliva infectada ou de lesdes
periorais ativas, se adaptando melhor nas regit@sfacial e ocular. Os sitios mais
comumente envolvidos por este virus sdo a fariagggs intra-bucais, labios, olhos e
pele acima da cintura, sendo o contagio atravésaldato direto entre pessoas
(BARKVOLL; ATTRAMADAL, 1987; SCOTT et al., 1997a).

O HSV-2, em contraste, se adapta melhor as regjéagais, ocorrendo em
adolescentes e adultos sexualmente ativos e seadsmiitido, predominantemente
através do contato sexual, provocando doenca piadotemente na regido genital e
pele abaixo da cintura, aumentando de 2,2 a 3,dsvezisco para carcinoma cervical
invasivo em mulheres positivas para DNA de HPV E®IENS; FARHAT, 2010).

Porém, com a mudanca dos habitos sexuais, podensentrado na pele e mucosas
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associadas ao ganglio trigeminal ( LOOKER et28108; SMITH; ROBINSON, 2002;
XU et al., 2006).

A prevaléncia de HSV-1 na populagdo adulta em gérde 60 a 95% sendo
encontrado em aproximadamente 50% a 60 % de indigida classe média e, em cerca
de 90% de individuos das classes sécio-econdmieds lmixas (WOO; LEE, 1997).
Muitas pessoas apresentam anticorpos contra o HSpeiém 40% destas tém
susceptibilidade para desenvolver manifestacogetieas secundarias ( LOGAN et al.,
1998). Classes socioecondmicas baixas estao aomd@as com a exposicao precoce.
Nos paises pobres e em desenvolvimento, mais dé 8@ populagdo é exposta aos
cinco anos de idade, 95% aos 15 anos de idadeuass @otalidade, em torno dos 30
anos de idade (NEVILLE et al., 2009). Clemensshka( 2010) , concluiram em
estudo de soroprevaléncia de anticorpos contra sumbwirus herpes simples no Brasil,
gue a prevaléncia do HSV-2 aumenta significativamem grupos etarios com inicio

de atividade sexual.

3.3. Histdria natural e curso clinico da infeccdoglo HSV-1

Em sua histéria natural, a infecg@o herpética piam& o herpes labial recorrente
sao freqlentemente vistos na pratica odontolégidaoca € um local muito comum de
infecc@o priméria pelo HSV-1. O espectro de infecgéal priméria varia de subclinica
ou infeccdes inaparentes até ulceracdes extensasuoasa jugal, lingua e gengiva
(HEDNER et al.,1990). Qirion do HSV consiste de quatro componentes principais:
core (DNA), capsideo, tegumento (substancia fijréaenvelope. Durante a infeccao, o
virus é inoculado no hospedeiro pelas células tg [#io ou mucosa. Ocorre entédo a

interacdo do DNA viral com um complexo de multigios formado pela proteina
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tegumentar VP16, o fator de transcricdo octaméteproteinas do hospedeiro (Oct 1)
e outros fatores celulares ( MOGENSEN;PALUDAN, POSONG et al., 2000 ).

Em torno de 15 a 18 horas apés a infeccdo, ocotranacricdo dos genes do
HSV-1 e entédo o virus é encapsulado no nucleoldiaado hospedeiro. O virus trafega
no sentido retrégrado ao transporte axonal, coddugdbr uma proteina associada ao
microtubulo denominada dineina, para o corpo celaronal atingindo seu nucleo,
evoluindo para um ciclo litico com auto-regulacd@ @stado de laténcia
( DIEFENBACH et al., 2007). Na presenca de fatatesencandeantes, genes liticos
S80 expressos e 0s virus sao sintetizados nemueturonal e transportados
anterogradamente por outra proteina, quinesi® axonio distal para a sua liberacéo
em epitélio e assim, infeccéo recrudescente (CLEMEROOO; DIEFENBACH et al.,
2007; FLEMINGTON, 2001; KNIPE; CLIFFE, 2008; SCULL.Y989; WEIR, 2001).

A manifestacdo clinica permanece por cerca de kenfanas e grande quantidade de
particulas virais sdo liberadas na saliva por urfoge médio de duragéo de 7 a 10 dias
(HOMA; BROWN, 1997; OAKLEY et al., 1997).

A transmissdo do HSV ocorre por contato diretardividuos soro negativos
com as lesBes ou secrecdes das vesiculas ou ssliy@ovenientes de individuos
soropositivos para 0 HSV-1 (SCULLY, 1989). Segueassim, um periodo de
incubacgdo de 2 a 12 dias, quando a manifestagé@aipai clinica aparece (CHRISTIE et
al., 1998; NEVILLE et al., 2009; REGEZI; SCIUBBAQQ0).

A infeccdo priméria ocorre usualmente nos prime#oss de vida e é na maioria
das vezes, cerca de 89 a 99 %, assintomatica (BARK; ATTRAMADAL, 1987;
NEVILLE et al.,, 2009 ; NISENGARD ; NEWMAN, 1994; QA EY et al., 1997,
REGEZI ; SCIUBBA, 2000; SCOTT et al., 1997 a ), emb possa produzir

gengivoestomatite herpética aguda em criancasirgites ou amigdalites em adultos.
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A grande incidéncia de infec¢des pelo HSV-1 primm&tcorre em criangas entre 6
meses a 3 anos de idade ( WOO; LEE, 1997). O qudihico sintomatico do herpes
primério é caracterizado por ulcera¢gfes bucaisrgénadas ( NEVILLE et al, 2009;
REGEZI; SCIUBBA, 2000; WHITLEY et al., 1998 ), gewige, febre (39 a 40,5°C),
linfoadenopatias cervicais (SCULLY, 1989), anorexiaritabilidade (WHITLEY et al.,
1998). Tal quadro tende a ser mais grave em adeytesr muitas ocasides, em criangas
sdo observadas manifestacdes extrabucais, comdasra®e sangue nos labios
(CHRISTIE et al., 1998; SCULLY, 1989). As lesdexhis aumentam de tamanho e
desenvolvem areas centrais de ulceracdo, recoljgostasma fibrina amarelada. As
ulceragbes podem coalescer e formar Ulceras ragasgelares. Em casos brandos,
geralmente, tais manifestacbes desaparecem demtboad7 dias. JA nos casos mais
graves, podem se estender por até 2 semanas ( NE\&Lal. , 2009).

Segundo Whitley et al. (2002), as infec¢Bes priagaresultam em manifestacées
bucais por um periodo de no maximo 23 dias, comiandel 7 a 10 dias. Os autores
citam ainda como diagnosticos diferenciais da gemgtomatite herpética : a
herpangina, candidiase, mononucleose infecciosa@gsedecorrentes de radioterapia e

guimioterapia e sindrome de Stevens-Johnson.

Durante a infec¢do primaria, individuos soro negati imunocompetentes
desenvolvem resposta humoral e mediada por céhdag o HSV-1. A resposta
humoral € iniciada com IgM transitoria e persistencanticorpos IgG e IgA. Existe
assim, uma relacdo direta entre a presenca deste&Drpos e a severidade da
manifestacdo primaria. Ja nas recorréncias, n&@eexima relagdo de maior ou menor
frequéncia e severidade das manifestacdes cliemaglacdo aos isotipos de anticorpos

( OAKLEY et al., 1997).
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Segundo Christie et al. (1998), apds a infeccaoiahipor HSV-1 na regido
orofacial, o virus pode reativar e resultar em fa¥snas diferentes de recorréncia:
herpes labial recorrente, herpes intrabucal reotare manifestacdes assintométicas na
saliva. Muitos pacientes sdo capazes de reconlsewas e sintomas prodromicos da
les@o recorrente, como queimacao, sensacéo de moareformigamento (NEVILLE
et al., 2009; OAKLEY et al., 1997), dor e pruriddGOTT et al., 1997b; SCULLY,
1989) antes do desenvolvimento dos sinais clindmserpes labial recorrente. As
recidivas também podem afetar a mucosa bucal. Hoemes imunocompetentes, o
envolvimento é quase sempre limitado a mucosaiczada, aderida ao 0sso (gengiva
inserida e palato duro ) ja nos imunodeprimidos, lesdes tendem a ser severas e
generalizadas ( CHRISTIE et al., 1998; GOMEZ et26l01; OAKLEY et al., 1997).

Nos acometidos com bom estado imunoldgico, asagfies sdo sutis e os
sintomas menos intensos. As lesbes se iniciam cesculas com 1 a 3 mm em
mucosa com ceratina que se rompem rapidamente nearforgrupos de maculas
eritematosas, que podem coalescer ou aumentaraligente de tamanho. O epitélio
afetado é perdido, e desenvolve-se uma éarea deacdece central amarelada. A
cicatrizacéo ocorre dentro de 7 a 10 dias (NEVIltal., 2009; SILVA et al., 2002).

Pacientes transplantados de medula ésseargios diversos, mal nutridos,
portadores de tumores malignos ou afetados porrgsiatk imunodeficiéncia sdo mais
susceptiveis de desenvolverem lesdes intrabucaisrremtes graves de herpes
(BARRETT et al., 1986; OAKLEY et al., 1997; WOO; EE1997). Nestes pacientes as
ulceracdes locais sdo mais extensas, causando alwideravel e aumentam a
ocorréncia de superinfec¢des por bactérias e fukgoesdes sdo na maioria das vezes

atipicas e demoram a cicatrizar, cerca de 28 B&MEZ et al., 2001; OAKLEY et al.,
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1997). Recorréncias em pacientes imunocompeterdes nermalmente labiais e

raramente intrabucais ( FRIEDMAN, 2006).

Existem crescentes evidéncias de muitos individeadicularmente criangas, que
periodicamente apresentam HSV-1 na saliva sem endelvimento de nenhum sinal
ou sintoma clinico (LEWIS, 2004; SILVA et al., 2Q005/arios fatores podem ser
responsaveis pela reativacdo deste virus nos ¢haigi susceptiveis. Os mais
frequentemente implicados sé&o: o estresse emocibmahcas, luz solar, menstruacao e

trauma fisico (LAMEY et al., 1997).

Como exames complementares para se diagnosticaccdd pelo HSV-1,
Greenberg et al. (1969) usaram a cultura celulsocada a analise do esfregaco e a
sorologia. Bagg et al. (1989) usaram esfregacas ggaame de imunofluorescéncia com
um propdsito de um diagndstico mais rapido queral@gia. Robinson et al. (1992)
detectaram a presenca do HSV-1 na saliva de pesiesindo a PCR. Tateishi et al.
(1994) demonstraram uma maior sensibilidade da B@Rrelacdo a cultura viral e
também ressaltaram que a PCR depende de menor, ti&atgpeste, observado também
por Llorente et al. (1998). Knaup et al. (2000) trev&m uma maior sensibilidade do

NestedPCR quando comparado a reacdo convencional.

3.4. Fatores relacionados a recorréncia do HSV

Existem varias teorias sobre a reativacdo Argdrimeira € a teoria do ponto de
gatilho na pele, surgida em 1970 (SCOTT et al.,7b99 Tal teoria sugere a
possibilidade do HSV estar presente perifericamewiepele e nos tecidos bucais,
proximos as extremidades distais das terminacOesses. Esta teoria baseia-se na

suposicdo de que o HSV é constantemente produzidayanglios e periodicamente
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transportado para sitios distais via V nervo sealspnervo Trigémio ). Ja a teoria de
ponto de gatilho ganglionar sugere que a reativagddiSV requer um estimulo do
virus latente no ganglio, para que, posteriormantagsmo possa ser levado para a pele
onde provocara as lesfes. Nesta teoria o desequiiire a defesa do hospedeiro e a
atividade viral levaria as manifestacdes de reacigé COUNTRERAS; SLOTS, 2001,
LOGAN et al., 1998).

Tem se estabelecido na literatura que inumerdsrel podem causar a
reativacdo do HSV-1. Debilidade organica, strasssblar, menstruagao, traumas como
de extragdo dentaria, imunossupressdo (BARKVOLL; TRAMADAL, 1987,
CHRISTIE et al.,, 1998), descompressao do nervoermrigal (SCULLY, 1989),
estimulos quimicos, febre, frio, fadiga, gravideBARKVOLL; ATTRAMADAL,
1987), mudangas hormonais (COUNTRERAS ; SLOTS, pO@tapias para cancer
facial (quimioterapia e radioterapia), baixos réveie ferro no sangue, radiacdo X
(SCOTT et al., 1997b), idade avancada, alergiésiagibes respiratorias (NEVILLE et

al., 2009) tornam o virus reativo, levando a reéamia (CHRISTIE et al., 1998).

3.5. Imunidade celular e humoral na cavidade bud

A boca é a éarea limite da economia organica combiente externo e importa
que a competéncia imunoldgica local seja compativel este espaco fronteirico. Além
das amidalas linguais e células imunocompetergpaltedas por toda a lamina prépria
da mucosa, responsaveis pela imunidade celulal, limmnos na contrapartida humoral
a secrecao salivar, com rico potencial antivirBASSET et al., 2003; DIVINE, 2003;

FARNAUD ; EVANS, 2003; TEN CATE, A.R.,2001).
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Este potencial existe pela presenca de anticoosl e G provenientes da
corrente sanguinea e da também imunoglobulina Peteea, dimérica, produzida na
prépria glandula salivar , altamente efetiva coRénovirus e Poliovirus ( CHILDERS
et al.,, 2003; DIVINE, 2003; NIEUW AMEROGEN ; VEERMM\ 2002 ). Este
anticorpo, o0 mais abundante nas secre¢fes muaEsassua efetividade a capacidade
de transcitose em células epiteliais, ou seja,r@edo intracelular nos ceratinécitos
dentro de vesiculas (CERUTTI et al., 2011). Tamkéncorre para a acdo antiviral, as
mucinas de alto e baixo peso molecular, que emdérto seu alto conteiido em prolina
( 0 que a torna semelhante ao colageno) formamaameda pseudomembranosa na
mucosa podendo servir de protecdo contra 0 HSyhbédm pela hidrocinética de seu
fluxo ( MANDEL, 1989; NIEUW AMEROGEN; VEERMAN, 2002 SOARES et al.,
2004), que possibilita a suspensao nesta secdasdprodutos bioldgicos da sua acéo

de lavagem dos tecidos bucais .

3.6. Herpes virus simples e epitélios ceratinizad@ néo - ceratinizados

Friedman ( 2006), postula um papel duplo da cexatia patogénese do virus
herpes simples. Esta proteina fibrosa resistente rqgueste a pele, 6rgdo genital
masculino e algumas partes da boca e genitalimfeajipode proteger o hospedeiro da
infecg@o primaria pelos virus HSV mas, nas infesg@correntes as protege da acao
imunoldgica, esta ocorrendo de forma facilitadareatosa ndo-ceratinizada. Isso foi
confirmado por uma vacina anti-HSV utilizando a\H& glicoproteina gD que
mostrou ser significativamente protetora de hegesstal por HSV-1 e 2 em mulheres

mas nao em homens soronegativos, demonstranda i@sposta imune € mais eficaz
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nos tecidos ndo ceratinizados da mucosa vaginglidmaqueles que contém a proteina
de superficie, predominante no 6rgao sexual masxuli

Autores mencionam que tecidos ceratinizados s&itios mais comuns para a
infecc@o por HSV recorrente devido a fungdo queratina exerce na protecéo do virus
contra uma resposta imune, principalmente a presensuperficie das mucosas, dai ser
mais comum o isolamento do HSV de lesdes ulcerddasnucosa de palato duro e
gengiva inserida, ambas ceratinizadas, nas inéscgécorrentes ( CERUTTI et al.
2011; SMITH; ROBINSON, 2002).

A reativacao dos virus herpes simples nos new@aaglionares trigeminais ( V
par craniano) , os leva de volta & epiderme , &gaos nervos sensoriais, bem abaixo
das camadas epiteliais superficiais, sejam elaaticemadas ou ndo ( FRIEDMAN,

2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité tieaFem Pesquisa da
Universidade do Estado do Amazonas (ESA/UEA) dedaceom as exigéncias da
Resolucdo ©196/1996 do Conselho Nacional de Saude ( BRA3W06) e recebeu

aprovacao em 12 de novembro de 2010, sob o pmbdk%423/10-CEP/UEA.

4.1. Populacao de Estudo

Este trabalho foi realizado com pacientes encardivdha servico particular na
cidade de Manaus, estado do Amazonas, a Avenid@Aymumero 850 , Praca XIV de
Janeiro e também aqueles encaminhados a discg#isemiologia Odontoldgica Il da
Faculdade de Odontologia da Universidade do Estimdmazonas, localizada na
avenida Codajas sem numero, bairro cachoeirinlsta médade e estado, no periodo de

novembro de 2010 a julho de 2011 .

4.2. Classificacao do estudo

Esta pesquisa possui hatureza explorat@iadescritiva, de variaveis
predominantemente qualitativas e quanto ao esctg, grande profundidade e

amplitude reduzida em funcao do baixo niumero daeahos de pesquisa.

Critérios de incluséo : Pacientes com as seguintes caracteristicas:

» Maiores de 18 anos com presenca de Ulceras4dadak em tecido mole nao
ceratinizado com diagnostico clinico de estomatitesa recorrente ou néo,
descartada etiologia traumatica ou quimica,

* Os que ja desenvolveram pelo menos uma recorrdadiarpes labial; e
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* Os que assinaram o termo de consentimento liveelarecido.

Critérios de exclusao : Pacientes com as seguintes caracteristicas :

» Portadores do quadro priméario de infeccdo herpgpticdiSV-1 ou 2;

 Os que faziam uso de aparelhos ortoddnticos, pro$éttotais ou parciais
removiveis;

* Os portadores de doenca sistémica imunossupressora

» Os portadores de neoplasias malignas ou sob gatarantineoplasico;

e Os Tabagistas;

» Os Etilistas cronicos;

e Os que faziam uso de drogas xerostbmicas (ansodjtiantidepressivos,
antihipertensivos, etc);

e Os usuarios de ativadores de canais de potassiobatablogueadores,
antiarritmicos ou inibidores de enzima convers@ranbiotensina; e

* 0S que nao assinaram o termo de consentimentceligselarecido.

4.3. Sujeitos da pesquisa

A amostra incluiu todos os pacientes de demandan&apea e encaminhados aos
servicos supracitados positivos para os critér@snglusdo, sendo realizada analise
prévia clinica e tendo sido coletado material, primmente somente de Ulcera e a partir
do décimo sujeito da pesquisa também de salivdooe descricdo a seguir com o fim
de identificar a presenca de herpesvirus humanmd 2 através de Reacdo em Cadeia

de Polimerase.
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No exame clinico inicial dos dezesseis individunduidos na pesquisa e, em
avaliacao posterior daquele que foi investigadosegundo momento em estudo de
caso, foi observada a sintomatologia prodromigaptede surgimento das ulceras ( na
percepcdo do proprio portador), numero de Ulceraseptes, freqiiéncia com que
ocorriam, classificacado da dor presente no momgaimonsulta, tamanho da( s) leséo(s)

e sua(s) localizacao(des).

Relativo ao numero, tamanho e padrédo de dor dasasl@resentes foi utilizado

0s critérios descritos por Eisen (1998). A citar :

1. Numero: Solitaria, de 2 a 4 tlceras e maisde 4 (>4).
2. Tamanho: dela5mm,de5al0mm,dela2cme mamlgm ( >2
cm).

3. Padrao de dor :Ausente, leve, moderada e severa.

4 .4. Coleta de material

Apoés a identificacdo de Ulceras em mucosa nadhoeiada, diagnosticadas
clinicamente ou ndo como estomatite aftosa rectyéitcera aftosa recorrente ou afta ,
foi coletado, com auxilio de escovas de microbrustaterial do centro e periferia da
lesdo, tendo sido em seguida acondicionados enotmioys Eppendorfs de 1,5 mL
contendo 40Q.L de tampéo TE ( Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM pH §,6 mantidos
em temperatura ambiente. Em segundo momento, pdesaxpostas a seguir, além da
coleta de material do centro e periferia da Ulckagnosticada, foi coletada também a
saliva do paciente com a afeccdo, sendo esta atomaila da mesma forma

supracitada.
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4.5. Preparacao das amostras para PCR

Aos 400ul de tampéao TE utilizados na coleta do materiarforadicionados
400 uL de TPK com concentracdo de 10 mg/mL de proteiKasessociada a 9Q4
de TE e 10Qu de Tween de 10 a 20 %. A seguir esta misturkef@da ao banho seco a

56° C por uma hora e depois a 100, por dez minutos .

4.6. PCR controle do DNA

Para certificar a integridade do DNA das amost@s, mesmas foram
submetidos a reacdo de amplificacdo utilizandoy®éadores 1ISO 2G descritos por
Pontes ( 2003), que amplificam um segmento de BP6epuma regido de microsatélite

( GATA ) do cromossomo humano 15.

4.6.1. Sistema da reacéo da PCR

O sistema de reacdo foi composto de :2,2de H20 Milli-Q; 2,5uL de
tampéo 10 x (500 mM KCI e 100 mM Tris — HCL, BI5); 2,5uL de MgCk 50 mM,
2,5uL de dNTP  ( 20QuM de cada desoxinucleotideo) 2,5 mM; ©JO do par de
iniciadores 1SO2G (5 pmol); 044 da enzimal'ag DNA polimerase platinum 5UIL e

5,0 uL da solucédo contendo a amostra de DNA, totalizamdwolume final de 20,0L.

As reacdes de PCR foram realizadas em apatelinmciclador “AB- Applied
Biosystems” , cumprindo o seguinte programa :
2 minutos a 95° C ( Pré-desnaturacao / Hot-Start )
40 segundos a 94° C para desnhaturagéo

1 minuto a 60° C para anelamento
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1 minuto e 30 segundos a 72° C para extenséo

40 ciclos , com extenséo final por 10 minutos a®0°

4.7. PCR para deteccéo de HSV

Para a deteccao do HSV | e/ou Il foram utilasds iniciadores descritos por
Cunningham e colaboradores ( MADHAVAN, 1999) quepafictam uma regido de
baixo polimorfismo de ambos os virus ( Regido VAL.do HSV | e VRL 18 do HSV
II') tendo alta especificidade e sensibilidade gmtasalphaherpesviruspromovendo a

amplificagcdo comum de um fragmento de 179 pb .

OLIGONUCLEOTIDEOS 5 — 3
HSV FORWARD ATCAACTTCGACTGGCCCTT
HSV REVERSE CCGTACATGTCGATGTTCAC

Tabela 1 :Sequéncia dos iniciadores H&ward e reversé¢ Fonte : MADHAVAN et al., 1999).

4.7.1 Sistema da PCR para deteccéo de HSV

O Sistema de reacdo foi composto de: 13;60de dgua milli-Q; 2,5uL de
tampéao 10 x ( 500 mM KCL e 100 mM Tris-HCI, pH 8,8,8 uL de MgCk 50 mM,
0,5uL de dNTP ( 20QuM de cada desoxinucleotideo trifosfato ) 10 mM5 &, do
iniciador HSV forward (10 pmol); 2}8 do iniciador HSV reverse ( 10 pmol); 0,1
uL da EnzimaTaq polimerase high-fidelity 5ULL e 2,5ul da solugdo contendo a

amostra de DNA, totalizando um volume final deu25

As reacbes de PCR foram realizadas em aparethwticlador “AB- Applied

Biosystems” , cumprindo o seguinte programa :

2 minutos a 94° C ( pré-desnaturacéo/ Hot-Start)
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30 segundos a 94° C para desnaturacéo

45 segundos a 60° C para anelamento

60 segundos a 68 ° C para extensao

40 ciclos, com extenséo final por 5 minutos a®8°

4.7.2 PCR para deteccéo especifica de HSV-1e 2.

Para a deteccdo do HSV-1 e 2 de forma especffibi retirada a amostra
novamente dos microtubos para a realizacao ¢ P@ram utilizados os iniciadores
H1P32/ H1M32 para amplificar 147 pb da regido doogea viral RL2 do HSV-1 e
H2P4 e H2M40 para um produto amplificado de 227dplregido UL28 do HSV-2

( MARKOULATOS et al., 2001).

Oligonucleotideos 5 — 3

H1Ps2 TGGGACACATGCCTTCTTGG
HiM32 ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTACCC
H2Pa CGCTTCATCATGGGC

H2M 40 GTACAGACCTTCGGAGG

Tabela 2 :Seqiiéncia dos oligonucleotidefisward e reverse H1P32 /H1M32 para HSV-1 e

H2P4/ H2M40 para HSV- 2 ( Fonte : MARKOULATOS &t 2001).

4.7.2.1 Sistema de PCR com iniciadores para HSV 1

O Sistema de reacdo foi composto de: 13ub@e agua milli-Q; 2,5uL de

tampéo 10 x ( 500 mM KCL e 100 mM Tris-HCI, gtb); 0,8uL de MgCk 50 mM,
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0,5uL de dNTP  ( 20@M de cada desoxinucleotideo trifosfato ) 10 mM5; &, do
primer HIM32 ( 10 pmol); 2,hL do primer H1P32 ( 10 pmol); O4ll da EnzimaTlaq
polimerase high-fidelity 5UflL e 2,5uL da solugdo contendo a amostra de DNA,

totalizando um volume final de 28..

4.7.2.2 Sistema de PCR com iniciadores para HSV- 2

O Sistema de reacao foi composto de: 13ub0e agua milli-Q; 2,5uL de
tampéao 10 x ( 500 mM KCL e 100 mM Tris-HCI, pH 8,6,8 uL de MgCk 50 mM,
0,5uL de dNTP  ( 20@M de cada desoxinucleotideo trifosfato ) 10 mM5; |4, do
primer H2M40 ( 10 pmol); 2,hL do primer H2P4 ( 10 pmol); 0dL da EnzimaTaq
polimerase high-fidelity 5UflL e 2,5uL da solucdo contendo a amostra de DNA,

totalizando um volume final de 28..

As reacdes de PCR foram realizadas em aparelhaderador “AB- Applied

Biosystems” , cumprindo o seguinte programa :

2 minutos a 94° C ( pré-desnaturagao/ Hot-Start)

30 segundos a 94° C para desnaturacao

45 segundos a 60° C para anelamento

45 segundos a 72° C para extensao

40 ciclos, com extenséo final por 10 minutos a@2°
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4.8. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram analisados por eletradoees gel de agarose 1,5%
corado com Brometo de etidio ( u@/mL) por vinte minutos. O gel foi diluido em
tampéo TE (1x) e a cuba usada foi a InternatiomateBhnologies MPA. Os produtos
da PCR foram aplicados em tampéo de amostra e sidosa 165 V em uma corrente
de 110 mA por 45 minutd$igura 2).

A fonte utilizada foi a Amersham Phania Biotech EPS 301. Apés a corrida,
as bandas foram vistas com o auxilio de um tramgiador (Vilber Loumart TFP-
M/WL) (Figura 3) e fotografadas em camera digympusSP-500uz. Foi utilizado
como referéncia o marcador de peso molecular depadfs de base Invitrogen life

Technologies.

Figura 2 : Produtos da PCR sendo submetidos & &66 uma corrente de 110 mA por 45 minutos

O sinal de amplificagao final deveria surgir conmaaubanda bem definida e
individualizada no amplicon esperado, de acordo osmmiciadores utilizados, no gel

de agarose a 1,5% corado pelo Brometo de etidio.
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Em todas as reacdes foram utilizados controle igos& negativo. O controle
positivo de HSV-1 consistiu de uma amostra dedslgbial e o de HSV-2, de herpes
genital, ambos confirmados por citologia esfoliatesrReacéo de Cadeia de Polimerase
gentilmente cedidos pelo laboratério de virologialMT-AM ( Instituto de Medicina

Tropical do Amazonas).

Figura 3 : Ap0s banho por 30 minutos em solwg8rometo de etidio a 0,5g/ml, o gel foi examaad

em luz ultravioleta (Vilber Loumart TFP-M/WL).

4.9. Tratamento dos pacientes incluidos na pesqgais

Todos os incluidos no estudo foram acompanhad@tasibs conforme protocolo

utilizado para esta condicao.



5.RESULTADOS

5.1. Todos os incluidos no estudo

5.1.1. Caracteristicas clinicas
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As caracteristicas clinicas presentes nos paciem@s&dos em consulta inicial e em avaliacdo

posterior ( utilizado em estudo de caso ) estderidninadas abaixo (Tabela 3):
Paciente Prodromo Tempo de | N° Dor Tamanho | Localizacéo
surgimento | Ulceras
da Ulcera
1 Ardéncia 4 dias 2-4 Moderada  1-5mm M.Jugal e
Borda lingual
2 Prurido/Ardéncia 3 dias 2-4 Moderada 1-5mm dbacjugal e
Soalho
3 Pontada 5 dias Solitaria  Moderada 5-10 mm Soalho
4 Ardéncia 5 dias >4 Severa 1-5 mm M. jugal,
borda lingual e
Soalho
5 Pontada 4 dias Solitaria  Moderada 5-10 mm Mucogal ju
6 Pontada/Ardéncia 4 dias >4 Severa 1-5 mn Mucosa
faringea
7 Ardéncia 5 dias 2-4 Moderada 1-5mm Mucosa jugal
8 Pontada 3 dias Solitaria  Moderada  5-10 mm Borapulih
9 Ardéncia * N&o 2-4 Ausente 1-5 mm Lingua ( dorso
percebeu a e borda)
presenca
10 Pontada 3 dias Solitarin  Moderada  1-5 mm Soalho
11 Ardéncia 4 dias 2-4 Moderada 1-5mm Mucosa jugal
12 Ardéncia 5 dias 2-4 Moderada  1-5 mm Mucosa jugpl e
Soalho
13 Prurido/Ardéncia 4 dias 2-4 Moderada 1-5 mm Mugagal e
Soalho
14 Pontada 3 dias Solitdria  Moderada  5-10 mm Mucogal ju
15 Ardéncia 3 dias 2-4 Leve 1-5mm M. Jugal e
Borda lingual
16 Ardéncia 3 dias 2-4 Leve 1-5 mm Soalho e
Mucosa jugal
17 Ardéncia ** 3 horas 2-4 Moderada  5-10 mm Soalho e
Borda lingual

Tabela 3 : Caracteristicas das lesdes intrabucais da poputigdpacientes incluidos na pesquisa .
* Primeira avaliacdo ** Segunda avaliacéo.
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5.1.2. Controle do DNA

Apés a preparacdo das amostras para PCR, pre-se o teste para verificar

integridade do DNA a ser analisado e foi obtidegusnte resultad

M RU1 RU2 RU3 RU4 RU5 RU6 RU7 RU8RU9 C+ B

260 pb

M R10 R11 R12 K3 R14 R15 R16 C+ B

260 pt

Figura 4— Perfil eletroforético das amostras RU1 a RU9 e de R10 a R16om controle positivo
branco em ¢l de agarose 2,5% corado com Brometo deo, sendo evidenait um fragmento de 2¢
pb resultante da amplificacdo da regido microgat§GATA) do cromossomo umano 15 com
iniciadores ISO 2 PONTES, 200). M- marcador de peso molecular de 100( Invitrogen life
Technologies).

A amplificagdo er todas as amostras de um frago de 260 pares de b
( Figura 4 ), juntamente com o controle positivo codi que a coleta do material

adequada pela integridade do DNA genémico ampditi

5.1.3. Reacao em Cadeia de Polimer:

Seguindsse a PCR para controle do DNA gendémico, foi redhza reaca
para verificacdo da presen do DNA do HSV utilizandoiniciadore: multi : HSV

forward e reverséMADHAVAN et al., 199¢) que amplificariam um fragmento de




400 pb
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179 pb de uma regido de baixo polimorfismo de amiws/irus HSV-1 e 2 , se

presentes estivessem.

M RU1L RU2 RU3 RU4 RU5 RU6 RU7 RUS8 RU9 C+ B

179 pb

Figura 5 — Perfil eletroforético das amostras del RURU9, controle positivo e o branco em gel de
agarose 1,5% corado com Brometo de etidio , sewlbenciado em 5 delas, um produto de
amplificag&o logo abaixo dos 400 pb ( RU1,RU34RR6 e RU9 ), tendo como referéncia o marcador
de peso molecular ( M) de 100 pb ( Invitrogee Tiiechnologies ).

O fragmento amplificado das amostras em questdosl,RU3,RU4, RU6 e RU9
( Figura 5), ndo tiveram o amplicon esperado de¥, mas um logo abaixo dos 400
pares de base, que foi purificado, sequenciad@ksado através do programa BLAST,

sendo compativel com a regiao CH15-135B10 do creame 4 do genoma humano.

5.2. Estudo de caso

Dos oito primeiros pacientes, foram coletadoseste raspados das Ulceras de
mucosa nao-ceratinizada, todos sendo negativaB@ripara herpes simples. A partir
do nono ( RU9) , além deste raspado, também wegptira HSV , fora coletada
também amostra salivar, ocorrendo a partir destaep@, coleta salivar de todos os
outros sete avaliados. N&ao ocorrendo, no entpogitividade para HSV em reacao de
cadeia de polimerase em nenhumas das outras ameatnzares coletadas, exceto no

paciente de amostra RU9, primeiro a ter a saliletada.
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Este individuo, positivo para amostra salivar, s@néava em primeira avaliacao,
sensacao de ardéncia na area mais periférica dafisigp dorsal da lingua, que ao
exame clinico se mostrava como pequenas maculeuleasainda ndo rompida e uma
pequena ulcera em papila fungiforme ( Figuras 6- endior aumento ), estrutura

revestida por epitélio ndo-ceratinizado localizadadorso lingual, diagnosticada como

papilite lingual transitéria.

Figura 7 — Visdo em maior aumento da macula visi¢iseta amarela) e papilite lingual trangtor
(' seta azul ).

O portador mencionou que, vez em quaeatosituacao de estresse e excesso de

trabalho, desenvolvia aftas na lingua e eventuaknsmalho de boca, mucosa labial e
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jugal (bochecha) além de, eventualmente, desenv@egquenasvesiculas extern

proximas adabio que se tornavam feri¢, secundariamente . As coletas de raspac
Ulcera papilar e saliva foram submetidas a reagdocadeia de polimerase, ser
encontrado na amostra da Ulcera, reso negativo para HSV eendo positiv para o

virus, a salivar ( figura 8

RU9 RS9 C+ B M

179 pk

Figura 8 — Perfileletroforético das amostras F e RS9 sendo a primeira coletada da Ulcera
segunda da saliva doaciente, controle positivo e o branco eel de agarose 1,5% corado ¢
Brometo de etidi , evidenciando o produto de amplificacdo de 1% @ amostra salivar , compati
com o fragmento de HSV, tendo como referéncia ocatr de peso molecu ( M ) de 100 pb
( Invitrogen life Technologies ).

Diante do resultac positivo para amostra salivarcensiderando que o epité
de revestimento naceratinizado ndo orece a mesma protecao ao virus con acao
imunolégica do meioquando comparado a mucosa ceratiniza(SMITH &
ROBBINSON, 2002 ), o paciente foi acompanhadm odfim ca realizacao da cole
se dar na fase mais inicial possivel | possibilitar o encontro de carga viral reside
antes daacao imunoldgica salivar. Parsso, o paciente foi orientado ao «exame
periédico quando em condicdes de estresse ou adsiexd principalmente, a procurs
servico quando estivesse sentindo os prodroma®mi@dcdo, isso ocorrendo cerca

dois meses apds a primeira col
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Desta vez o paciente queixou da sensagcdo de fammeigto, ardéncia e
dolorimento no lado direito do soalho bucal e aaizar o auto — exame identificou
uma pequena bolha, segundo o préprio, e procusBNaico para avaliacdo e coleta de
imediato ( 1 a 2 horas depois ) , conforme oriemfa@viamente.

Ao exame clinico, ndo foi evidenciado a presencabdHla descrita pelo
individuo, mas de uma Uulcera ( Figura 9 )rarffocoletados esfregacos do centro e
periferia da lesdo e 1,5 ml de saliva presente estonulada, conforme método

previamente descrito para analise molecular pasteri

Figura 9 - Area ulcerada em mucosa néo- ceratiaig@dsoalho bucal com diagndstico compativel com
estomatite aftosa recorrente, presente no paceompanhado de onde foi coletado o esfregaco para
PCR.
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As coletas foram submetidas & Rea¢do em CadeialideeiPase com os

seguintes resultados :

M ROU ROS LU LS R2U 2B C+ E

40C pb

179 pk

Figura 10 —Perfil eletroforétic das amostras R2U e R2S, juntamente com outrasteam de Ulcera
saliva, controle positivo e 0 branco el de agarose 1,5% corado com Brometo deo. A amostra
R2U fora coletada de Ulcera e a R2S , de salivgpagiente em questao, sendo imeira positiva e a
segunda negativa nesta reacao . Evid-se o produto de amplificacdo de 179 pb da amostr@datra
compativel com o fragmento de HSV, tendo comaréefga o marcador de peso moleci( M )de 100
pb (Invitrogen life Technologie ). Foi observado tambéom produto de amplificagdo pouco abaixo ¢
400 pb na mesma amosgdambem em outra (RO, compativel, apds sequenciamento, com fragmr
de cromossomo 4 de DNA huma

Ocorreu amplificacdo de fragmento de viherpessimples e também produto
abaixo dos400 pb ( Figura 10 ), que foi purificado , sequadoi e quando analise
comparativamente através do programa BLAST ( Bastal Alignment Search Tool
método mais utilizado para realizar busca de sidddesde sequéncias bioldgice
com todas as sequéncias nucleotidicas depositad&amco de Dados Mund de
NucleotideogseneBank, foi compativ com a regido CH1%35B10 do cromossomo

do genoma humano.
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ApOs isso, para verificar a especificidade dente viral amplificado na coleta
esfregaco da Ulcera foi realizada uma Reacdo enei€a@d Polimerase (PCR) cc
iniciadores especificos para ambos os virus utiieaos oligonucleotideos: H1P:
H1M32, que amplificam a regido RL2 do HSV1 com um pro de amplificagéo d
147 pares de base e H2P4/ H2M40 que amplificaraggdo UL28 do HSV2 geranc
um fragmento de 227 pb ( MARKOULATOS et al., 200I¢ndo sido observado

seguintes resultados:

M B R2S Rz C+

147 pk

Figura 11-Perfil eletroforético das amostras R2S E R2U, @datpositivo para HS-1 e branco em gel
de agarose 1,5 % corado com Brometo deo, evidenciando somente a amplificagdo do con
positivo em um produto de amplificagdo de 147 plizahdo os iniciadores H1P32 e H1M
( MARKOULATOS et al., 2001). Negativando todas asras amostra<M - marcador de [so molecular
de 100 pb (nvitrogen life Technologie).

N&o ocorreu amplificacdo quando utilizado iniciaoespecificos para H-1
( Figura 11 ) , ocorrendo amplificacdo de fragmemidamanho de 227 pares de b
guando utilizado iniciadores especificos para o - 2 ( Figura 12 ). Foi identificac
desta forma, por PCR neste paciente, a presencarae herpes simples tipo
infectante comum de mucosa genital, em Ulcera de mud@saeratinizada de soal

bucal com aspecto clinico de estomatite aftosamecie
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M B R2S R2U C+

227 pb

Figura 12 — Perfil eletroforétic das anostras R2S e R2U, sendo a primeira coletadsalilea e ¢
segunda da Ulcera do mesmo paciente , controlévmopara HSY- 2 e branco em gel de agee 1,5 %
corado com Brometo de etidisendo evidenciado amplificacdo da amostra da lesdo ulcerade
compatibilidade com o controle positivo ¢ produto de amplificacdo de 227 pb utilizando osiauores
H2P4 e H2M40 ( MARKOULATOS et al., 2001)M - marcador de peso molecular de 100
(Invitrogen life Technologies).
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6. DISCUSSAO

O virus HSV-1 é altamente prevalente, tipicamerdatraido na infancia e
adolescéncia por contato direto via oral e nosgzaém desenvolvimento, infecta quase
a totalidade da populacdo adulta (CLEMENS; FARHARU10; XU et al, 2006 ) . O
HSV-2, distinguindo do tipo 1, infecta predomiremente a mucosa genital e seu
contagio se da fundamentalmente por via sexualremdo predominantemente em
adolescentes e adultos sexualmente ativos (CLEMENEHAT, 2010; LOOKER et
al., 2008; SMITH; ROBINSON, 2002 ).

O HSV-1 infecta liticamente o epitélio de pele ecosas em infeccdo primaria e
fica latente em ganglios nervosos , sendo o garg@ieminal do V par craniano o
acometido nas afeccbes da mucosa bucal ( REGEZJBEEA, 2000; KNIPE ;
CLIFFE, 2008; NEVILLE et al. 2009). Devido a mugarde habitos sexuais, o0 HSV-2
pode infectar a mucosa bucal com o mesmo compontarfisiopatogénico do primeiro
alphaherpesvirus ( LOOKER et al., 2008; MORI; NISAMA, 2005; NEVILLE et
al.; 2009).

Apos a infeccdo produtiva (litica ) no epitélics \drus HSV- 1 ou 2 trafegam no
sentido retrogrado do axénio sensitivo para o caorparonal no ganglio relacionado
onde fica latente, retornando novamente ao epigdlicituacdes de recrudescéncia, em
decorréncia de alteracbes imunologicas sistémiaaslooais, estresse emocional,
exposicdo ao frio ou calor intenso, etc (SCULLY, 1@89; CLEMENTI, 2000;
FLEMINGTON, 2001; WEIR, 2001), formando uma macwuésicular e esta, devido a
pouca espessura do teto epitelial e dinamica bseabmpe gerando uma ulcera com
a clinica podendo permanecer por 3 semanas psgmel grande quantidade de

particulas virais séo liberadas precocemente rimasapermanecendo nela por um
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periodo médio de 7 a 10 dias, de 1/3 a metade mpate da manifestacdo clinica
significativa OQAKLEY et al., 1997; HOMA; BROWN, 1997).

A reativacdo dos virus herpes simples nos neur@anglionares trigeminais , 0s
leva de volta a epiderme , através dos nervos saisso bem abaixo das camadas
epiteliais superficiais, sejam elas ceratinizadas o ( FRIEDMAN, 2006),
provocando nestas células, na camada espinhosamentu nuclear, degeneracao
balonizante e acantdlise ( separacdo destas célueda perda dos complexo de
hemidesmossomos que as unem entre si (NEVILLE ,e2@09 ; REGEZI; SCIUBBA,
2000) o que leva a formacao da vesicula. Considerama mucosa sem presenca de
ceratina, o rompimento do teto vesicular se da anpitecocemente pela pouca
espessura, esvaziando da area ulcerada a totatidackrga viral pelo fato destes virus
estarem presentes nestas células acantolitichslgscée Tzanck), tornando a presenca
viral predominante na secrecao salivar , sendo esgponsavel pela homeostasia bucal
(MANDEL, 1989; NIEUW AMEROGEN; VEERMAN, 2002; SOAREet al., 2004).

Com a fase litica intraepitelial, a mucosa ceratida da boca protege melhor o
virus da acao imunoldégica celular e humoral queuaasa néo ceratinizada por, pelo
menos, dois motivos: primeiro, pela transcitosdgke dimérica trazida pela saliva a
mucosa bucal, se dar facilmente em epitélio naatioézado, possibilitando a acao
desta imunoglobulina contra este agente intraégitptesente nos ceratindcitos da
camada espinhosa do epitélio de revestimento, lplissido com isso a reducdo da
concentracdo do virus neste local (CERUTTI et @L1) e segundo, pelo fato do teto
vesicular pouco espesso neste caso, se rompeifan@#isente e permitir assim, a acao
hidrocinetica e imunologica direta da secrecaoaali BASSET et al., 2003; DALE;
KRISANAPRAKORNKIT, 2001; DIVINE, 2003; FARNAUD; EVAS, 2003;

FRIEDMAN, 2006; MANDEL, 1989; NIEUW AMEROGEN; VEERKN, 2002).
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Discordando de Regezi; Sciubba ( 2000) , Friedn2006), Neville et al. ( 2009)
gue postulam que as recorréncias em pacientes competentes sdo normalmente
labiais e raramente intrabucais e quando o s&o)\asm mucosa ceratinizada aderida
ao 0sso ( gengiva e palato duro ) e acrescentamuisicdo de Christie et al. (1998),
Lewis ( 2004) e Silva et al. ( 2005) que citam dravpossibilidade de ocorrer
manifestacdo salivar sem sintomatologia e sin&icols, acreditamos que estes podem
nao ser significativos, passando até mesmo desdpdos pelo avaliador devido a
sintomatologia pouco representativa em seu ipiaia alguns afetados.

Isso ocorre pelo fato da descarga salivar destas gpitéliotropicos ocorrerem
em fases muito precoces do rompimento das vesicdtasrevestimento n&o-
ceratinizado ndao existindo, desta forma, les@merante, s6 eventual sintomatologia
prodromica. Assim é sugerido que a coleta de nahtbioldgico, das Ulceras ou de
saliva, em fase inicial de desenvolvimento da lé&s@omomento mais adequado para a
identificacdo de HSV, quando este é o fator etiothga condicéo.

Apos buscar a identificagdo dos virus HSV-1 e/auilzando iniciadores multi
( MADHAVAN et al., 1999) e especificos para cada deles (MARKOULATOS et
al., 2001) somente nas ulceras , todos os ressltimam negativos, inclusive o das
lesdes do paciente cuja a amostra salivar foiipagitara a HSV ( Figura 8 ). A deciséao
de coletar saliva foi formatada pela perspectivdidibgia do virus em questédo e por
seus mecanismos de evasdo da defesa imunoldgitdagaspor Friedman ( 2006 ),
considerando que o retorno deste a boca passadassaiamente pela via
neuroepitelial e como este sai do estado de laté&@m células ganglionares nervosas
tenderia naturalmente a fase produtiva e liticaep@élio ( SCULLY, C. 1989;
CLEMENTI, 2000; FLEMINGTON, 2001; WEIR, 2001; KNIPELIFFE, 2008 e a

sua ndo presenca neste tecido poderia represeatgresenca na secre¢cao que banha e
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é responsavel pela imunidade humoral da cavidadal MANDEL, 1989; NIEUW
AMEROGEN; VEERMAN, 2002; SOARES et al., 2004 ), que justificou o achado
primério no individuo estudado isoladamente.

Postula-se pelo observado que, se o portador ifarnocompetente e estiver
somente em colapso local ou eventual de resistéecidual , desenvolvera lesdes
preliminares maculovesiculares nas areas ceratiaéze@ nao ceratinizadas , s6 que
estas estdo sujeitas a uma acgéo imunoldgica nmetiseeintes mesmo do rompimento
da vesiculgCERUTTI et al. 2011),e ainda sofrem descarga viral precoce quando nompe
este teto vesicular , erosionam e ulceram, o §oeonorre no epitélio ceratinizado, por
este propiciar a estes virus epiteliotropicos ,tgm@o mecéanica contra a acgao
imunoldgica celular e humoral ( FRIEDMAN, 2006)nde desta forma, mais faceis de
serem identificados nas lesbes de mucosa conigstge revestimento epitelial.

As Ulceras ocorrentes poés-vesicula, de etiologigéiiea, em mucosa com
epitélio sem ceratina, podem aumentar o seu tamawohndo , com eventual
coalescimento e tenderdo a ser diagnosticadasachente como estomatite aftosa
recorrente , nao tendo carga viral em seu leita seleta do material local for feita
tardiamente, possivelmente devido a acdo hidracamée imunoldgica salivar
(MANDEL, 1989; NIEUW AMEROGEN; VEERMAN, 2002; SOARE et al.,
2004 ). Isto podendo ter ocorrido na maioria datuidos na pesquisa, com excec¢éo do
caso estudado, positivo para HSV-2 em avaliaca@cntdr, sendo esta identificacao
justificada pelo fato da coleta de esfregaco daralter sido feita precocemente , cerca
de duas horas ap0s seu surgimento ( Tabela 4 eaFiQy.

A presenca da bolha, descrita pelo paciente cigo @@ relatado amiude, apds
orientacdo de auto-exame, justifica ainda maisssiptidade do HSV ser, em alguns

casos, fator etiolégico de ulceras de mucosa néHezada, diagnosticadas como
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estomatite aftosa recorrente. Haja vista, a lesdddmental da EAR ser uma Ulcera e
ndao uma vesicula ( NEVILLE et al., 2009; REGEZI;ISBBA, 2000 ) , porém, o
desenvolvimento desta, em cavidade bucal podengarceptivel ( podendo representar
o prodromo de Ulceras com esta etiologia ), oodmeem ambos epitélios de
revestimento de mucosa ( FRIEDMAN, 2006 ) e senge@gremente rompida, como
previamente citado. Isso fora observado clinicamard paciente em questdo, que
identificou a bolha em soalho de boca horas antpsaado avaliado j& existia a Ulcera
em seu lugar, de onde o material para exame fetamd.

A identificagdo do virus HSV-2 em Uulcera aftosaoreente em estudo de caso
descrito abre a possibilidade da condicdo podereseptar a manifestacao
recrudescente de uma DST em cavidade bucal, Istg & modalidade de transmissao
deste virus se dar predominantemente pelo conéatoak ( CLEMENS; FARHAT,

2010).
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CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que:

* A identificacdo de HSV- 2 em Uulcera de mucosa réiatmizada em
paciente estudado, indica que ha a possibilidatiealguns casos, de existir
relacdo etiologica deste virus, em suas infecgéasrentes, com afeccdes
de mucosa bucal néo-ceratinizada diagnosticada® cestomatite aftosa
recorrente.

* A ndo identificacdo viral, na maior parte dos paigs avaliados, pode
ter se dado néo s6 pela auséncia do HSV mas tatdbéesultado da coleta
tardia de material biolégico da area néao-ceratdazgodendo representar,
desta forma, falsos-negativos.

* A anélise molecular para fins diagndsticos de egial viral nas EAR
deve ser feita com a coleta do material em momeptosromicos da
condicéo.

* A estomatite aftosa recorrente pode representarreondiva de infeccéo
primaria sexualmente transmitida a cavidade bucal.

* Ha a necessidade de continuidade da pesquisa antbhz uma
amostragem maior, com coletas realizadas em fasekOmicas da EAR,
com o fim de quantificar a prevaléncia de etiologial destas Ulceras de

mucosa nao- ceratinizada, por este e outros adjppesvirus.
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APENDICE I

Avaliacéo por analise molecular da presenca de Vieupes simples em lesdes
diagnosticadas como estomatite aftosa recorrenteagidade bucal de pacientes
imunocompetentes.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Lioney Nobre Cabral, Professor de Patologia aBue Semiologia
Odontolégica Il da UEA , estou avaliando atravéfdacdo em Cadeia de Polimerase a
presenca de virus herpes simples tipos 1 e 2 siedaliagnosticadas como estomatite
aftosa recorrente ( afta ) em cavidade bucal dep&s saudaveis imunologicamente.
Para poder realizar este trabalho preciso examgna&oletar com uma escovinha
microbrush devidamente esterilizada , material dieera aftosa, descartando a
escovinha em seguida e coletar a saliva do ingovietometido. Logo em seguida o
voluntério serd tratado de forma indolor com |lasagia de baixa intensidade ou com
creme antiviral em orabase até o0 desaparecimentdest#n aftosa e de sua
sintomatologia e caso encontre em seu exame cléhggona outra alteracdo que tenha
ou néo relacdo com o objeto do estudo, este serdtanto para resolucao terapéutica da
condicdo. Caso vocé concorde em ser examinadorgcipar do estudo em questao
assine abaixo, deixando claro que vocé so partiigeste se quiser , podendo desistir
de sua participacéo a qualquer momento.

Lioney Nobre CabralpG.M.C.

Concordo em ser examinado e ter material de minha boletado para participar
do trabalho intitulado : “Avaliacdo por analise emllar da presenca de virus herpes

simples em lesGes diagnosticadas como estomadiigaafecorrente em cavidade bucal
de pacientes imunocompetentes.”.

10 1 =
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APENDICE Il
FICHA DE AVALIACAO DO PACIENTE

3. FAZ ASSOCIACAO COM ALGUMA SITUACAO ESPECIFICA?
( ) ESTRESSE () ANSIEDADE ( EMOCIONAL, TRABALHO, FiSICA)
( ) MENSTRUACAO

() CALOR OU FRIO INTENSO ( ) DOENCAS
() OUTROS. ..ottt et s st e e resens e enens

4. SINTOMA OCORRENTE ANTES DO APARECIMENTO DAS ULCE RAS
( PRODROMO )

( )PRURIDO ( )PONTADA ( )ARDENCA ( )DOR

( )NAONOTADO ( )NAO SEIINFORMAR ( )OUTROS

5. TEMPO DE SURGIMENTO DA LESAO ?

6. NUMERO DE ULCERAS PRESENTES NO MOMENTO DA CONSULTA:

( )SOLITARIA ( )DE2A4ULCERAS ( ) MAIS DE 4

6. TAMANHO DA(S) LESAO(OES) NO MOMENTO DA CONSULTA :
( )J)ITA5mm ( )5al0mm ( )22cm ( ) Maiorque2cm
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8. PADRAO DE DOR NO MOMENTO DA CONSULTA:

( )AUSENTE ( )LEVE ( )MODERADA ( )SEVERA

DESCRICAO DA(S) LESAO( OES) COMPATIVEL COM:

( ) ESTOMATITE AFTOSA MAIOR

( ) ESTOMATITE AFTOSA MENOR

( ) ESTOMATITE AFTOSA HERPETIFORME
() MACULA VESICULAR

() VESICULA

(

RESPONSAVEL PELA COLETA . iiiiiiiiii et

Manaus, / /20
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APENDICE IV : LOCALIZACAO DO FRAGMENTO AMPLIFICADO
DE 179 PB PELOS INICIADORES MULTI PARA HSV NO GENMA
DO VIRUS HSV-1 ( MADHAVAN et al., 1999).

LOCUS X14112 152261 bp  DNR linear VRL 23-
OCT-2008

DEFINITION Human herpesvirus 1 complete genome.

ACCESSION  X14112 D00317 D00374 D10879 540593

VERSICN X14112.1 GI:1944536

ORGANISM Human herpesvirus 1
Virusez; dsDNA viruses, no RNA stage; Herpesvirales;
Herpesviridae; Alphaherpesvirinae; Simplexvirus.

)

63961 gCACCCooAg GACCTgoTCA TCCAQATATC CTqTCTqCIC TACqACCTGT CCACCACCHC
64021 CCTqgAgCAC qTCCICCTqT TTTCqCICqg TTCCTgCgAC CTCCCCqAAT CCCACCTgAA
64081 CglqCTqgCg qCCAgggqCC TgCCCACQCC CqTgqTTCTg gAATTCACA qCqRATTICqA
64141 gATqCToTTy qCCTTCATqA CCCTTqTgAR ACAgTACgqC CCCgAQTTCy TgACCgqqTZ
64201 CAACATCATC AACTTCgACT goCCCTTCIT gCTggCCAAg ClgACgoACA TTTACAAqQT
64261 CCCCCIggAC ggqTACqqCC gCATqAACqg CCggqgCqTq TTICqCqTql qgoACATAgg
64321 CCAgAgCCAC TTCCAgAAqC qCAgCAAQAT ARAgqTqAAC ggCATgqTgh ACATCgACAT
04381 gTACqOQATT ATAACCQACA AqATCRAQCT CTCgRqCTAC ARgCTCAAC CCqTgoCCoR
64441 AgCCqTCCTy ARgoACAAgA AgARqoACCT gRqCTATCqC gACATCCCCy CCTACTACHC
64501 CgCCqqqCCC gCqCAACqCy ggqToRICqg CqAgTACTgC ATACAgAIT CCCTgCTgal
64561 gggCCAgCTg TTTTTTAAQT TTTTqCCCCA TCTggAgCIC TCqqCCqTCq CgCqCTTqqC
04621 gooTATTAAC ATCACCCqCA CCATCTACqR CooCChgCAg ATCCgCqTCT TTACqToCCT

()

Genoma disponivel em: http://www.ncbi.nIm.nihgmiccore/X14112].
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APENDICE V: LOCALIZACAO DO FRAGMENTO AMPLIFICADO
DE 179 PB PELOS INICIADORES MULTI PARA HSV NO GENA
DO VIRUS HSV-2 ( MADHAVAN et al., 1999).

LCCUS NC 001798 154746 bp ONE linear VRL 18-
SEP-2007

DEFINITION Human herpesvirus 2, complete genome.

ACCESSION NC 001798

VERSICN NC 001798.1 GI:962526€7

ORGANISM Human herpesvirus 2
Viruses; dsDNA viruses, no ENA stage; Herpesvirales;
Herpeaviridae; Alphaherpesvirinae; Simplexvirus.

()

64381 ARqaCCqoay gogAgoACod CTqqCCTIT CCggICgCqy AACqCCCooA AgACCICQIC
64441 ATCCAQATCT CCTQTCTQCT CTACGACCTg TCCACCACCG CCCTCqAgCR CATCCTCCTg
84501 TTTTCQCTCY gATCCToCgh CCTCCCCoRg TCCCACCTCA gCgRICTCAC CTCCAguuaC
84561 CTqCCogCCC CCqTCaTCCT goRqlTTohC AgCgAATTCG AgATqCToCT goCCTICATg
64621 ACCTTCOTCA AgCAgTACqg CCCCqAQTIC oTgACCoogT ACARCATCAT CAACTTCZAC
f4681 TgqCceTCy TCCTgACCAR qCToACqoACRRoy TCCCaCTCaA CogaTACagy
64741 CqCATgAACy gCCogggTqT gTICCoCqTy TgggACATC gCCAgAgCCA CTTICAgAAg
64801 CqCAgCAAgA TCAAggTqAA CqqoATgqTo AACATCOACA TqTACooCAT CATCACCEAC
54861 AAGGTCARAC TCTCCAGCTA CAAGCTGRAC GCCGICGCCH AGECCGICTT GAAGGACAAS
64371 AAGAAGGATC TGAGCTACCG CGACATCCCC GCCTACTACG CCTCCGRECC CGCGCAGCEC
64981 GEGGIGATCG GCGAGTATIG TGTGCAGGAC TCECTGCTGG TCEGGCAGCT GITCTTCAAG
65041 TTICTGCCGC ACCTGGAGCT TTCCGCCGIC GCBCRCCTGG CGEGCATCAR CATCACCCGC

()

Genoma disponivel em : http://www.ncbi.nlm.nih.gaccore/Z86099




74

APENDICE VI: LOCALIZACAO DO FRAGMENTO DE
CROMOSSOMO 4 DO GENOMA HUMANO AMPLIFICADO LOGO
ABAIXO DOS 400 PARES DE BASE PELOS INICIADORES MULT

PARA HSV ( MADHAVAN et al., 1999).

>gi | 205361103| gb| AC226119. 2|
cl one CH15-135B10 from chr onbsone 4,

(...)

gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611
gi | 2053611

gi | 2053611

()

3725 3735
TGGCTCTCAG CTCCTGCAGC

A EEREY EERETY EEER
378 379
CCCTGAAGAC ACCCCTCTCC

R UEREY EEREE) FEE
3845 3855
CCOCACCCAC TGOCTCGGGEG

Y EREES BT PR
3905 3915
GGCAGGAGCA CAGGGCTCCA

A RS BT P
396 397
TTCOCTGEGG GAACACGECT
A PR BT
4025 4035
TGACAGCTGG GTGGCAGGTC
A PR BT
4085 4095
AGGCAACACA GAATAAGCAT
N RS I P
414 415
TCTOCTGAGG CCCATCCTGC
A PR BT
4205 4215
GCCACTCOGA TGOCCAGCAC

S PERES B PR
426 427

GGCCACTGIG TTAAGGGCCA

aagggcca

N PR R P
432 433

AGCTCCCAAG CTGAAAGAAA
S FRRES Y FE
4385 4395
ACACGGGTGG GACAGGTGGA

R PERES PR EE
444 445

Hono sapi

3745 3755
CCATGGECCCA GAGGCTACCC

A FRREY EERETE PR
380 381
CTCCAGGGCA GCOCTGTGOCA

A EERE] EERET) FE
3865 3875
AGGTCGTCAC AAGGCTTCCT

N EREES R PR
3925 3935
TCTGOCCACA GGAGAAAGGA

N FREES BT PR
398 399
GGAGCTGTGG CTGTGATGAC

S EERES Y EE
4045 4055
CAGGCGTCCC ACCCAGGGTA

S PERES PR PR
4105 4115
CATGCTCCAG AGGAGGTAGC

S PERES RS PR
416 417
CCTTATGCTT GTCTTATCCC

S FRRES Y P
4225 4235
CCACCAGCAT AGCCACCTGG

N PR TR PP
428 429
GICAGAGCTC ATTTGGACAG
gtcgaagttg at
N EEE T TR P
434 435
GITGTGAAAG CTGGACAGGT
N PR I P
4405 4415
CACAGGTGEG AGAGGTGACA

N PERES PR PR
446 447

ens BAC

conpl ete sequence

3765 3775
TCACCAGGEC AGGCTCCAGG

S EEREY EERET) EEER
382 383
GCTCTGAAAG CGCCCCOGCC

A EEREY EEREE) EEES
3885 3895
GTGCAGGTAC TCACCGGEGC

N EERES BT EEE
3945 3955
GGGAGCAACT TCGOCTGCCC

S PRRES B PR
400 401
TGGAGCTGIG GCTGIGGCTG

S FERES By FE
4065 4075
CTGTCCTCTG CATCCAGICC

S PERES PR PR
4125 4135
CTGCCTGTCC TTCAAATCCC

N PERES PR PR
418 419
CAACCAGACA GGCTGCCCGT

SRR B EE
4245 4255
AGTTGTTTCC CCAAGCTGCA

S PRRES BT FEP
430 431
GAAGGTTTTC TACACATTAC
S PERES B PR
436 437
GGACATGGGT GGGAGAGGTG
N FERES Y P
4425 4435
CGGGTGGGAC AGGTGGACAC

N PERES PR PR
448 449

GGGTGGGACA GGI'GGACACG GGTGEGACAG ATGGACACGG GTGGGAGAGG TGACCCGEGT

| Genoma disponivel em : http://www.nalpn.nih.goy
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

IDENTIFICACAO

Proc. 1 123/10-CEP/ESA-UEA — Projeto de Pesqui¥saliacdo por andlise
molecular da presenca de virus herpes simples ems@®s diagnosticadas como
estomatite aftosa recorrente em cavidade bucal depientes imunocompetentes.”
Interessado — Dr. Lioney Nobre Cabral

Data de apreciacao - 12.11.2010

DECISAO

Nesta data, o Comité de Etica em Pesquisa (CER)nilzersidade do
Estado do Amazonas, acatando voto do(a) eminelaton@), APROVOU o processo
supra identificado, com base no caput do item Mdlalinea a do sub-item VII.13 e na
alinea a do sub-item IX.2 da Resolucdo CNS 196i&&ndo, portanto, autorizado o
inicio da pesquisa proposta.

Plenario do Comité de Etica em Pesquisa da Undagte do Estado do
Amazonas, em Manaus, 12 de novembro de 2010.

] )
f\l MR '{\,L jﬂ/ A
Pro1ﬂ Drf1 Valgellze Elvgls ﬁ’lﬁhelﬁo

Coordenadora em exercicio do CEP/UEA

Universidade do Estado do Amazonas - Escola Superior de Ciéncias da Saude

Av. Carvalho Leal, 1777, Cachoeirinha - Manaus - Amazonas
CEP: 69065-001 Tel. (92) 3214 -9701/9703 - www.uea.edu.br
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. UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS V= }

UFAM ioDanse

PECLARACAO

DECLARAMOS para o devidos lins que o aluno de
doutorado Prof. Lioney Nobre Cabral e sua orientadora Profa. Dra. Angela
Delfina Bittencourt Garrido ambos do Programa de Pos-Graduagdo om
Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas. deram entrada neste Orgdo.
documento datado. de 19/07/2011. encaminhando para aprecia¢io. andlise e futura
elaboragdo de relatdrio deseritivo. para cumprimento do Pedido de patente. perante
o Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI. O resuliado da pesquisa tem
coma titulor *Avaliaciio por andlise molecular da presenca de virus herpes
simples em lesdes diagnosticadas como estomatite aftosa recorrente em

cavidade hueal de pacientes imunocompetentes™

Manaus, 22 de agosto de 2011

o .

I do P. Soearro de Lima Verde Coelho
Coord. Operacional NIT - UFAM




