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RESUMO

Palmieri M. Excregao oral de herpesvirus humanos e poliomavirus em individuos
imunocomprometidos [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2019. Versao Original

Pacientes com comprometimento sistémico, por tratamentos oncologicos ou por
doengas crbnicas, sao mais susceptiveis as infec¢gdes oportunistas por fungos,
bactérias e virus, o que pode interferir no manejo clinico e na qualidade de vida desses
individuos. O objetivo desse trabalho foi descrever um panorama de excreg¢ao oral de
herpesvirus humanos e poliomavirus em 3 grupos de pacientes imunocomprometidos:
pacientes sob radio/quimioterapia para neoplasias em regido de cabega e pescoco,
pacientes HIV positivos, pacientes transplantados renais. No primeiro grupo avaliado,
de pacientes sob radio/quimioterapia, a excreg¢ao oral dos herpesvirus humanos nao
é afetada pela presenca de xerostomia (uma das principais complicacbes orais
agudas do tratamento), uma vez que houve uma progressao em relagao a excregao
de herpesvirus, mesmo com a evolugao da xerostomia, sugerindo uma replicagdo viral
local na cavidade oral ndo sendo completamente dependente da excrecao salivar. No
segundo grupo avaliado, de pacientes HIV positivos, houve uma excregédo oral
infrequente e intermitente do HHV-8 sem associagéo com a viremia. No terceiro grupo
avaliado, de pacientes transplantados renais, a excre¢cao de herpesvirus ocorreu com
mais frequéncia do que em individuos imunocompetentes, especialmente o HSV-1 e
EBV. A excrecao oral do poliomavirus BK foi mais frequentemente encontrada na
saliva do que no sangue, especialmente naqueles recentemente transplantados. No
contexto de imunocomprometimento, pudemos observar nos grupos estudados que a
excrecao oral de herpesvirus humanos e poliomavirus pode ser observada com maior
frequéncia do que a viremia, evidenciando assim uma possivel ferramenta adicional

no acompanhamento desses pacientes.

Palavras-chave: Herpesvirus humanos. Poliomavirus. Carcinoma epidermoide.

Radioterapia. HIV. Transplantados renais.






ABSTRACT

Palmieri M. Oral shedding of human herpesvirus and poliomavirus in
immunocompromised individuals [thesis]. S&do Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Original

Patients with systemic impairment due to cancer treatments or chronic diseases are
more susceptible to opportunistic infections by fungi, bacteria and viruses, which may
interfere with the clinical management and quality of life of these individuals. The aim
of this study was to describe a panorama of oral shedding of human herpesvirus and
polyomavirus in 3 groups of immunocompromised patients: patients undergoing
radio/chemotherapy for head and neck tumors, HIV-positive patients and renal
transplant patients. In the first evaluated group, of patients on radio/chemotherapy, the
oral shedding of human herpesvirus is unaffected by the presence of xerostomia (one
of the main acute oral complications of the treatment), as there has been a progression
towards herpesvirus shedding, even with xerostomia evolution, suggesting a local viral
replication in the oral cavity, that is not completely dependent on salivary excretion. In
the second evaluated group, of HIV-positive patients, there was an infrequent and
intermittent oral shedding of HHV-8 without association with viremia. In the third
evaluated group, of renal transplant patients, herpesvirus shedding occurred more
frequently, when compared with immunocompetent individuals, especially for HSV-1
and EBV and the oral shedding of polyomavirus BK was more frequent in saliva than
in blood, especially in newly transplanted patients. In the context of patient’s
immunocompromise status, we observed in the groups studied that oral shedding of
human herpesvirus and polyomavirus may be observed more frequently than viremia,

thus evidencing a possible additional tool in the follow-up of these patients.

Keywords: Human herpesvirus. Poliomavirus. Squamous cell carcinoma.

Radiotherapy. HIV. Renal transplant.
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PREFACIO

Esta tese contém 5 capitulos, que dissertam sobre o tema “Excreg¢ao oral de
herpesvirus humanos e poliomavirus em individuos comprometidos”. Os Capitulos | e
Il avaliaram pacientes submetidos a tratamento radio/quimioterapico para Carcinoma
epidermoide em regidao de cabeca e pescogo. O Capitulo Ill avaliou pacientes HIV
positivos. E os Capitulos IV e V avaliaram pacientes transplantados renais. Cada
Capitulo € uma tradugao livre para o portugués do conteudo de 5 artigos cientificos
construidos ao longo do Curso de Doutorado e publicados em periddicos
internacionais indexados.

I: Palmieri M, Sarmento DSJ, Falcdo AP, Martins VAO, Brandao TB, Morais-Faria K,
Ribeiro ACP, Hasséus B, Giglio D, Braz-Silva PH. Frequency and Evolution of Acute
Oral Complications in Patients Undergoing Radio-Chemotherapy Treatment for
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma. Ear Nose Throat J. 2019 :1-7. doi:
10.1177/0145561319879245

Il: Palmieri M, Ornaghi M, Martins VAO, Correa L, Brandao TB, Ribeiro ACDP, Sumita
LM, Tozetto-Mendoza TR, Pannuti CS, Braz-Silva PH. Oral shedding of human
herpesviruses in patients undergoing radiotherapy/chemotherapy for head and
neck squamous cell carcinoma is not affected by xerostomia. J Oral Microbiol.
2018 May 28;10(1):1476643. doi: 10.1080/20002297.2018.1476643. eCollection
2018.

Ill: Braz-Silva PH, Tozetto-Mendoza TR, Sumita LM, Freire W, Palmieri M, do Canto
AM, Avelino-Silva VI, Gallottini M, Mayaud P, Pannuti CS. Prospective study of
human herpesvirus 8 oral shedding, viremia, and serological status among
human immunodeficiency virus seropositive and seronegative individuals in
Sao Paulo, Brazil. J Oral Microbiol. 2017 Oct 15;9(1):1384287. doi:
10.1080/20002297.2017.1384287. eCollection 2017.

IV: de Santana Sarmento DJ, Tozetto-Mendoza TR, Masami Sumita L, Pierroti LC,
Pallos D, Caliento R, Palmieri M, de Oliveira Martins VA, Gallottini M, Pannuti CS,
Braz-Silva PH. Oral shedding of human herpesviruses in renal transplant
recipients. Clin Oral Investig. 2018 Mar;22(2):885-891. doi: 10.1007/s00784-017-
2166-3.



V: Sarmento DJS, Palmieri M, Galvao GS, Tozetto-Mendoza TR, Canto CMD,
Pierrotti LC, David-Neto E, Agena F, Gallottini M, Pannuti CS, Fink MCD, Braz-Silva
PH. BK virus salivary shedding and viremia in renal transplant recipients. J
Appl Oral Sci. 2019 Jan 14;27:€20180435. doi: 10.1590/1678-7757-2018-0435.
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1 INTRODUGCAO

Pacientes com comprometimento sistémico, por tratamentos oncoldgicos ou
por doengas crbnicas, sao mais susceptiveis as infecgbes oportunistas por fungos,
bactérias e virus, o que pode interferir no manejo clinico e na qualidade de vida desses
individuos.®

Embora a sorologia seja uma técnica ja descrita e amplamente utilizada para
deteccgao viral, mais recentemente, a coleta salivar vem sendo reconhecida como um
metodo nao invasivo, com baixo custo e com grande potencial de diagndstico e de
deteccdo de patogenos humanos.®'" Portanto, o melhor conhecimento sobre a
excregcao oral dos diferentes tipos virais humanos pode potencialmente ajudar a
determinar o risco de infecgdes em pacientes comprometidos sistemicamente.

A radioterapia (RT) € um tratamento antineoplasico capaz de proporcionar
elevadas taxas de controle tumoral, no entanto apesar dos eficazes resultados, a RT
para tratamento de tumores em regido de cabecga e pescoco, € acompanhada por
complicagdes orais agudas decorrentes do envolvimento de tecidos radiossensiveis
localizados proximos ao tumor: mucosite, disfagia, xerostomia e disgeusia.’-5%1

E amplamente relatado na literatura que pacientes irradiados apresentam
algum grau de imunossupressao, e que dessa forma, a mucosa oral irradiada pode
ser afetada por infec¢des bacterianas, fungicas e virais, exacerbando as complicagdes
orais da RT.%% A associag&o entre infecgdes por herpesvirus humanos (HSV-1, HSV-
2, EBV, CMV, V2V, HHV-6, HHV-7 e HHV-8) e complicagdes orais da RT & pouco
descritas na literatura e os resultados existentes s&o contraditorios.®”-1

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus composto por duas
copias idénticas do RNA que causa infecgdes cronicas assintomaticas, com um longo
periodo de laténcia clinica e replicagao viral persistente, causando das respostas
imunologicas mediadas pelas células T. Uma vez que o estagio de imunossupressao
€ estabelecido, aumenta-se o risco de infec¢gdes oportunistas por bactérias, virus,
fungos e parasitas, podendo aumentar gravemente a morbidade e mortalidade. As
doencgas neoplasicas, como o Sarcoma de Kaposi e os linfomas, emergem também

como consequéncia do imunocomprometimento em estagios avangados da doenga.'?
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O Herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) é o agente do sarcoma de Kaposi e é
frequentemente encontrado em pacientes HIV positivos.'?'3 Amostras orais desses
pacientes mostram altas taxas virais do HHV-8 comparado com outros fluidos,
sugerindo uma importante transmissao oral desse virus.'3-1°

O transplante renal é considerado o tratamento de melhor custo-beneficio para
a reabilitacao de pacientes em estagios avangados de doenca renal. O sucesso dos
transplantes depende principalmente do controle dos processos de rejeigao, que estao
diretamente associados ao desenvolvimento eficiente de agentes imunossupressores.
No entanto, esses agentes influenciam negativamente o equilibrio entre replicagao
viral e resposta imune celular. Este desequilibrio gera risco potencial de infec¢des
primarias ou oportunistas em pacientes transplantados renais, 0 que aumenta a
morbidade e mortalidade, levando em muitos casos a perda do enxerto. 20-25

Infecgdes por herpesvirus humanos, especialmente o HSV, VZV CMV, tem alta
incidéncia em transplantados renais, pois o tratamento com imunossupressores pode
facilitar a reativagdo desse virus.?9-2426  Essas infecgbes sdo mais comuns nos
primeiros meses apos o transplante, quando o paciente esta no periodo de maxima
imunossupressio.2'-2224 A prevencdo e controle dessas infecgbes sdo fatores
importantes no sucesso dos transplantes renais.2%-26

O poliomavirus BK (BKPyV) é frequentemente reativado em pacientes
transplantados renais, nos primeiros meses ap6és o transplante, devido a condicao de
maxima imunossupressdo.?’-?° Infecgbes pelo BKPyV podem causar nefrites levando
a disfuncao e faléncia renal em 1 a 10% dos pacientes transplantados renais.?%:30-31
Considerando que o BKPyV se mantém latente no tecido renal, o monitoramento
regular dos pacientes é importante para prevenir a manifestacédo da doencga clinica e
uma possivel perda do enxerto.?125.27-31

Esses fatores nos levaram a desenhar o estudo dessa tese em “3” capitulos
cujo obijetivo principal foi descrever um panorama de excreg¢ao oral dos herpesvirus

humanos e poliomavirus em 3 grupos de pacientes imunocomprometidos.
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PROPOSICAO

O objetivo geral desse estudo foi descrever um panorama de excregao oral de

diferentes virus em 3 grupos de pacientes imunocomprometidos:

1. Pacientes sob radio/quimioterapia para carcinoma epidermoide em

regiao de cabeca e pescoco;
2. Pacientes HIV positivos;

3. Pacientes transplantados renais.

Os objetivos especificos desse estudo foram:

| - Analisar e avaliar prospectivamente a frequéncia e evolugao das
complicagbes orais agudas durante a radio/quimioterapia em pacientes
diagnosticados com carcinoma epidermoide em regiao da cabeca e

pPescogo.

Il - Avaliar a excreg¢ao oral dos herpesvirus humanos: HSV-1 e 2 (herpes
virus simples 1 e 2), EBV (virus Epstein-Barr), CMV (citomegalovirus), VZV
(virus varicela-zoster), HHV-6, HHV-7 e HHV-8 (herpesvirus humanos 6,7
e 8) e sua possivel associacdo com a xerostomia em pacientes submetidos
a RT associada a quimioterapia para tratamento de carcinoma epidermoide

em regido de cabega e pescogo.

lIl - Avaliar prospectivamente a frequéncia da excreg¢ao salivar do HHV-8
comparando com o perfil soroldgico e viremia em homens e mulheres HIV

positivos e homens que fazem sexo com homens HIV negativos.

IVA — Descrever o perfil de excrecado oral dos herpesvirus humanos em

pacientes transplantados renais.

V — Verificar a presenca do Poliomavirus BK (BKPyV) na saliva de

pacientes transplantados renais e correlacionar com a viremia.
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3 CAPITULO I: FREQUENCIA E EVOLUGAO DAS COMPLICAGOES ORAIS
AGUDAS EM PACIENTES SUBMETIDOS A RADIO/QUIMIOTERAPIA PARA
TRATAMENTO DE CARCINOMA EPIDERMOIDE EME REGIAO DE CABEGA E
PESCOGO.

3.1 Introducgao

A radioterapia (RT)éuma modalidade antineoplasica bem conhecida
para tratamento de tumores malignos em regido de cabega e pescogo. Este
tratamento oncolégico ¢é capaz de proporcionar elevadas taxas de controle
tumoral. No entanto, apesar de seus eficazes resultados, a RT € acompanhada de
complicagdes orais agudas: mucosite, xerostomia, disfagia e disgeusia, decorrentes
do envolvimento de tecidos radiossensiveis localizados préximo ao tumor.™#

A mucosite oral € uma complicagao oral aguda descrita como uma reagao
inflamatdria téxica da mucosa oral causada por tratamento citorredutor induzido por
radioterapia e/ou quimioterapia (QT).>®Os pacientes com mucosite podem
apresentar edema, eritema e formacao de ulcera e pseudomembrana, resultando em
sintomas de ardéncia que podem progredir para dor intensa, causando
comprometimento na alimentacdo e comunicagdo verbal.*® Mais de 95 % dos
pacientes submetidos a radio/quimioterapia em regidao da cabega e pescocgo
desenvolve algum grau de mucosite oral.>>” Em casos mais severos pode
causar desidratacéo, perda de peso (15%), hospitalizagdo (16%) e a modificagao
ou a descontinuagdo do tratamento oncoldégico devido a condigdo debilitada dos
pacientes.>8" A mucosite oral ocorre geralmente em pacientes na segunda semana
de RT, sua severidade aumenta ao longo das semanas de RT, atingindo os graus
mais severos na quinta e sexta semana de tratamento.45913

A  xerostomiatambém é uma  das principais complicagdes  orais
agudas causadas pela possivel destruicdo do parénquima glandular, levando
a insuficiente ou nenhuma secrecdao de saliva. A xerostomia pode também ser
caracterizada pelo espessamento da saliva e alteracdo do pH, devido ao fato

dos acinos serosos serem os primeiros a sofrer alteragdes em resposta a RT.4 12-13 A
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xerostomia provoca desconforto aos pacientes, tais como labios secos, queimacgao da
mucosa bucal, alteragbes na superficie da lingua e comissura, dificil adaptagéo de
préoteses dentarias, alteragdes de paladar (disgeusia), e nos casos mais casos graves,
interferir na mastigagéo, deglutigdo e fonagéo.*'%'% A xerostomia é relatada por 100%
dos pacientes submetidos a RT na regiao da cabeca e do pescogo, sendo comumente
observada apds a primeira semana de RT e tornar-se mais grave ao longo das
semanas, atingindo seu pico na sexta semana.* 1216

A Disfagia ¢é umdisturbio de degluticdo em que, além de provocar
desconforto, pode desencadear a desnutricdo e desidratacao do
paciente. Aproximadamente 60% dos pacientes que recebem RT desenvolvem algum
grau de disfagia, desses, 20% desenvolvem disfagia severa (grau 3 e 4).47'0Esses
graus mais severos também podem estar relacionados a grande extensao do
tumor e a dor intensa. Na verdade, os pacientes nessa condigdo sé conseguem
ingerir alimentos liquidos ou nédo recebem alimentagao por via oral, 0 que acaba
comprometendo assim a ingestdo nutricional e causando consequente perda de
peso . Quando os pacientes ndo podem comer por via oral, alimentacdo naso-
enteral ou gastrostomia s3o utilizadas.*10.12.13.17

Disgeusia ¢é a distor¢gao ou diminuigao do sentido do paladar, que ocorre devido
alesdes causadas pela RT ou pela quimioterapia, no epitélio oral, nas papilas
gustativas e nas terminagdes nervosas. Esta estimado que 50-75% dos pacientes
submetidos a RT, podem desenvolver a disgeusia, € que ela € normalmente relatada
no inicio da RT.#'213 A severidade da disgeusia pode afetar o apetite do paciente
devido a redugédo daingestdo caldrica, e assim, induzir a perda de peso o0 que
afeta o estado nutricional do paciente.*1213.17

O objetivo deste estudo foi analisar e avaliar prospectivamente a
frequéncia e evolugao das complicagbes orais agudas durante a
radio/quimioterapia em pacientes diagnosticados com carcinoma epidermoide em

regido da cabeca e pescogo.
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3.2 Pacientes e Métodos

Todos os procedimentos realizados neste estudo envolvendo participantes
estavam de acordo com os padrbes éticos do comité de pesquisa institucional e/ou
nacional e com a declaragao de Helsinque de 1964 e suas posteriores alteragcbes ou
padrdes éticos comparaveis. Este estudo foi aprovado de acordo com o protocolo
numero 910.924 (CAAE 37922114.9.0000.0065) pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Anexo A). O Termo de
consentimento Livre e Esclarecido por escrito foi aplicado e assinados por todos os
participantes deste estudo.

No presente estudo, foram analisadas as complicacdes orais de 20 pacientes
atendidos no Servico de Odontologia Oncoldgica do Institute do Céncer do
Estado Sao Paulo (ICESP - FMUSP). Os pacientes foram avaliados semanalmente
durante a radio/quimioterapia para o tratamento de carcinoma epidermoide em regiao
da cabeca e pescogo. A mucosite oral foi avaliada de acordo com critérios da OMS"8,
ao passo que a disfagia e disgeusia foram avaliadas de acordo com os critérios de
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCIC)'®e a xerostomia foi
avaliada de acordo com os parametros definidos pelo Seminars in Radiation
Oncology (SR0O)?°, conforme listado na tabela 3.1.

Todos os pacientes preencheram os critérios de elegibilidade
do presente estudo. Diagndstico de carcinoma epidermoide em regido de cabecga e
pescoco, com tumores visiveis na cavidade oral. Protocolo de tratamento utilizando
radioterapia 3D com dose total de 60 Gy (fracionada em 30 fragbes de 2 Gy/dia), com
sessdes diarias, durante cinco dias consecutivos (segundas as sextas, com pausas
nos fins de semana) durante 6 semanas. Associacdo com QT com cisplatina
100 mg/m2(em 3 ciclos a cada 21 dias, nosdias 1, 22 e 43) comegando
no primeiro dia de RT. Tratamento dental prévio a RT, para controlar as infecgoes
orais (exodontias, raspagem periodontal e restauragdes); orientagdo sobre higiene
oral (escovacao, fio dental, e quando possivel, enxague bucal
com clorexidina 0,12%). Utilizac&do de laser de baixa intensidade para prevenir e tratar
a mucosite oral, segundo o protocolo estabelecido pelo Servico de Odontologia
Oncoldgica do Instituto do Cancer do Estado Sao Paulo (ICESP-FMUSP), para todos
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os pacientes submetidos a RT, para tratamento de carcinoma epidermoide em regiao
de cabeca e pescogo, com tumores visiveis em cavidade oral.

O protocolo de laserterapia de baixa intensidade estabelece que todos
pacientes recebam aplicagdes diarias profilaticas de laser de baixa intensidade, apos
cada sessao de RT, com inicio no primeiro dia de RT. Este protocolo consiste em
aplicacbes de laser de baixa intensidade (Laser DMC gémeo, Sao Carlos, Brasil), na
dosagem de 10W/10J por ponto, por um periodo de 10 segundos, em diferentes locais
da cavidade oral (lado direito e esquerdo da lingua, labio superior e inferior, palato
mole (direito e esquerdo), assoalho bucal (direito e esquerdo) e ventre lingual). A partir
do momento em que a primeira Ulcera foi observada, os pacientes receberam a
laserterapia curativa, também com laser de baixa intensidade (Laser DMC gémeo,
Sao Carlos, Brasil), na dosagem de 40W/60J por ulcera, pelo periodo de 1
minuto. Associada a laserterapia, foi fornecida orientagéo da higiene oral, e também
o uso de saliva artificial e medicagéo analgésica quando necessario.'316

A histéria médica dos pacientes foi obtida a partir dos registros médicos com
os seguintes dados: idade, sexo, localizagdo do tumor e TNM. A avaliagao clinica da
mucosite oral, disfagia, xerostomia e disgeusia foi realizada pelo mesmo dentista,
semanalmente, apos as sessdes de RT (durante as seis semanas de tratamento).

Os dados foram apresentados em frequéncias relativas e absolutas. Para a
comparagao das frequéncias dos graus de mucosite, xerostomia,
disfagia e disgeusia, foi utilizado o Teste de Friedman, considerando as semanas de
radioterapia . As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS
17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA ) e o nivel de significancia foi de 5% (P < 0,05).

3.3 Resultados

Inicialmente, avaliou-se 50 pacientes com proposta de tratamento com
radio/quimioterapia para carcinoma epidermoide em regido de cabecga e pescogo, sem
tratamento cirurgico prévio. Trinta pacientes foram excluidos deste estudo tipo coorte,
seja por razdes pessoais (9 recusaram-se a participar e 3 mudaram-se para outra
cidade) ou por razbes médicas (5 tiveram alteragdes no protocolo de RT antes de

iniciar o tratamento, 4 tiveram alteragdes na protocolo de RT durante o tratamento
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devido a toxicidade, 4 tiveram a RT suspensa devido a internagdo em UTI e 5 foram
a obito).

Vinte pacientes completaram as 30 sessdes (seis semanas) de tratamento
radioterapico, com uma dose total de 60 Gy. Esses pacientes preencheram os
critérios elegiveis do nosso estudo e tiveram as complicagbes orais agudas
avaliadas semanalmente durante o todo o tratamento de RT.

As caracteristicas gerais e  histéria médica desses pacientes
foram apresentadas natabela 3.2. Todas essas caracteristicas também foram

descritas em um trabalho anterior publicado pelo nosso grupo.'316

3.3.1 Mucosite Oral

A apresentacdo clinica da mucosite foi observada pela primeira vez na
segunda semana de RT, quando 30% dos pacientes apresentaram algumas
alteracgdes, sendo 2/20degrau 1 e 4/20de grau 2 (Figura 3.1). O numero de
pacientes = com mucosite aumentou ao  longo do tratamento  radioterapico
e quarta semana, todos o0s pacientes (20/20) apresentaram algum  grau
de mucosite. Nesta semana, os primeiros casos de mucosite mais grave (grau
3) também foram observados em 10% (2/20 ) dos pacientes. A sexta semana foi
realcada pelo elevado numero de casos mais graves
de mucosite, com 35% (7/20) sendo classificada como grau 3 ou 4. As lesbes orais
de mucosite pioraram ao longo das semanas de RT. Foi observado na transi¢cao
da segunda para a terceira semana, o maior numero de alteragdes, porém foi

na sexta semana que se observou os casos mais severos (Tabela 3.3).
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3.3.2 Xerostomia

Quinze por cento (3/20) dos pacientes apresentaram xerostomia na primeira
semana de RT. Na quarta semana de RT, todos os pacientes (20/20) apresentaram
algum grau de xerostomia (Figura 3.2). O primeiro paciente com xerostomia grau 3 foi
observado na quinta semana de RT. Na sexta semana, semelhantemente a mucosite
oral, foi observado o maior numero de pacientes com graus mais severos de
xerostomia com 20% (4/20) apresentando grau 3. Os pacientes progrediram
negativamente ao longo das semanasde RT, e a transicdo da segunda para
a terceira semana apresentou 0 maior numero de alteracbes enquanto a

sexta semana se apresentou com 0s casos mais severos (Tabela 3.4).

3.3.3 Disfagia

Cinquenta por cento (10/20) dos pacientes relataram disfagia na
primeira semana de RT, com 25% apresentando grau 1 e 25% apresentando grau
3 (Figura 3.3). Foi somente na sexta semana de RT que todos os pacientes (20/20)
apresentaram algum grau de disfagia, incluindo o Unico caso (1/20, 5%) de disfagia
mais severa (grau 4). A disfagia apresentou o maior nimero de alteragdes na
transicdo da segunda para a terceira semana, porém foi na sexta semana que se

verificou os casos mais severos de disfagia (Tabela 3.5).

3.3.4 Disgeusia

A disgeusia foi observada pela primeira vez na segunda semana de RT, em
gue 40% dos casos eram grau 1 (Figura 3.4). A partir da terceira semana casos mais
severos (grau 2) foram observados. Na quinta semana, todos 0s
pacientes que puderam ser avaliados (13/13) relataram algum grau de disgeusia e o

maior numero de casos severos também foi observado neste periodo. Os graus
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de disgeusia pioraram ao longo das semanas de RT. Na transicdo da primeira para
a segunda semana apresentou-se o maior numero de alteragdes, mas foi na transi¢cao
da terceira para a quarta semana que se observou uma piora consideravel na
severidade da disgeusia relatada pelos pacientes (Tabela 3.6). E importante notar que
esta variavel envolveu a perda de dados durante as semanas de RT, devido ao fato
de que muitos pacientes tiveram que receber a alimentagao por via naso-enteral nao
recebendo dieta oral nesse periodo.

No geral, observou-se que a terceira semana de RT parece representar uma
semana critica para o0s pacientes, uma vez que um elevadonumero de
alteracdes foi observado na transicdo da segunda para a terceira semana,
independentemente do grau do tumor. A sexta semana, no entanto, apresentou os

pacientes com graus mais severos.

3.4 Discussao

A radioterapia é um dos tratamentos mundialmente mais utilizados para
combater o carcinoma epidermoide em regido da cabega e pescoco, principalmente
devido a sua eficacia de controle tumoral. No entanto a RT esta associada
a complicagdes orais bem documentadas na literatura:
mucosite, xerostomia, disfagia e disgeusia.’ 41317

Em uma revisao sistematica de Trotti et al. (2003), verificou-se que a maior
prevaléncia de mucosite (43%) foi observada em pacientes com radioterapia
associada com quimioterapia, em comparacdo com os doentes tratados com
radioterapia (34%) ou quimioterapia (22%)."° Diferentes autores relatam que
a mucosite geralmente é observada pela primeira vezna segunda semana de
RT.410.13-15 Resultados similares foram observados no nosso estudo, como 30% dos
pacientes apresentaram mucosite induzida por radio/quimioterapia , na segunda
semana de RT, em que 10% apresentaram mucosite grau 1 e 20% apresentaram
mucosite grau 2. Um aumento em sua severidade, ao longo das semanas de
RT, também  foidescrito na literatura e de fato,os graus mais

severos de mucosite (graus 3-4) foram observados nas Ultimas semanas de



40

tratamento, o que pode levar a descontinuagdo da RT ou mesmo a hospitalizagéo.*?-
10,13,15,21 Egses dados também foram observados em nosso estudo, pois os primeiros
casos de mucosite grau 3 (10%) foram observados na quarta semana e em um tergo
dos pacientes (35%) desenvolveu mucosite grau 3 e 4 na sexta semana.

A severidade da mucosite oral pode ser reduzida com o tratamento dentario
prévio a RT (exodontias, raspagens e restauragdes) e orientagdo de higiene oral
(escovagao, fio dental e bochechos com clorexidina 0,12%) que visam diminuir
infeccdes por patdgenos oportunistas que acabam por exacerbar a mucosite. E
importante também realizar o monitoramento da mucosite ao longo de toda a RT com
aplicagbes didrias de laser de baixa intensidade.*8912-14.22-26 Apesar dos graus mais
severos de mucosite oral terem sido observados no presente estudo, ndo
houve interrup¢do da radio/quimioterapia no nosso grupo de pacientes, como
resultado da sua severidade. Isso mostra que o controle da mucosite oral em graus
aceitaveis foi possivel devido ao tratamento odontoldgico prévio a RT e as aplicagbes
diarias de laser de baixa intensidade durante as seis semanas de RT, mostrando a
eficacia do protocolo proposto pelo ICESP. 1320

A Xerostomia € uma complicagéo oral causada pela RT em regido de cabeca e
pescogo, com uma evolugéao que varia de acordo com o envolvimento das glandulas
salivares no campo irradiado. Esta complicacdo pode ser descrita
como transitéria, quando os sintomas diminuem ou desaparecem apos algumas
semanas do término da RT, ou permanente, quando ocorre um dano irreversivel no
parénquima das glandulas salivares.*12-13.15 Existe um consenso de que mudancgas na
taxa de fluxo salivar ocorrerao quando as glandulas salivares receberem dose maior
que 50 Gy de radiagcdo. Abaixo disso, as alteragdes podem ser transitorias e
limitadas.’®'® Os primeiros graus de xerostomia sdo normalmente observados nas
primeiras semana de RT.#10.13,16.21,23-24. Em NOsSso estudo, 15%
dos pacientes apresentaram xerostomia na primeira semana e 45% na segunda
semana de RT. Um agravamento da xerostomia ocorreu ao longo das semanas de
RT, com todos os pacientes apresentando algum grau de xerostomia na quarta
semana de RT. A sexta semana de RT, foi marcada pelo numero elevado de casos
mais severos de xerostomia, em que 20% foram classificados como grau 3, apesar
disso, foi na transicdo da segunda para o terceira semana, que foi observado o maior

numero de alteragdes.
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A maioria dos pacientes submetidos a RT em regido da cabega e pescogo
possivelmente ira apresentar algum grau de disfagia durante o tratamento, e de
acordo com a literatura, é na quarta semana de RT que os pacientes desenvolvem os
graus mais severos de disfagia (grau 22).410.13.16.17.25Fm nosso estudo, 50%, dos
pacientes relataram disfagia na primeira semana de RT, sendo 25% com o grau 1 e
25% com o grau 3, quando se alimentavam por sonda naso-enteral. A literatura
também relata que a gravidade da disfagia pode estar associada com a dose
cumulativa de radiagdo,'>1726-28 ym achado confirmado pelo nosso estudo, uma vez
que essa complicacdo foi se agravando ao longo das semanas de RT até a
sexta semana de RT, momento em que todos os pacientes apresentaram algum grau
de disfagia, incluindo o caso mais grave de disfagia grau 4. Apesar disso, foi na
transicdo da segunda para a terceira semana que se observou 0 maior numero de
alteracoes.

A disgeusia é também uma complicagao oral aguda que ocorre devido a danos
ao epitélio  oral ou papilas  gustativas, como resultado da RT e/ou
QT. A disgeusia € inicialmente relatada pelos pacientes na segunda semana
de RT, paralelamente ao inicio da mucosite.*'21317 Este estudo mostrou resultados
semelhantes a aqueles relatados na literatura, com a disgeusia sendo observada pela
primeira vez na segunda semana de RT em que 40% dos
pacientes desenvolveram disgeusia grau 1. Semelhantemente a disfagia, a gravidade
da disgeusia pode estar associada a dose cumulativa de radiagéo (2Gy/dia, com dose
total de 30 Gy ou superior).'226 Em nosso estudo, graus mais
severos de disgeusia (grau 2) foram observados a partir da terceira semana de RT, e
na quinta semana, todos os pacientes que puderam ser avaliados (13/13), relataram
algum grau de disgeusia. Foi também na quinta semana que foi observado o maior
nimero de casos severos. E importante lembrar que no nosso estudo, alguns
pacientes ndo puderam ser avaliados para disgeusia (assim provocando uma perda
de dados ao longo das semanas) pois eles faziam uso de sonda naso-enteral e nao
recebiam dieta por via oral. Considerando-se as alteragdes, na transigao
da primeira para a segunda semana, foi quando se observou um maior nimero de
alteragdes, no entanto foi na transi¢ao da terceira para a quarta semana que verificado

o maior agravamento dos graus presentes.
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A severidade das complicagdes orais agudas pode ser influenciada pela dose,
campo e forma de aplicagéo da radiagdo. Os sintomas de maneira geral melhoram de
forma consistente e significativa apdés a ultima semana de RT. A maioria das
complicagdes retorna aos niveis basais apds 12 semanas de tratamento, com excegao
da xerostomia. A mucosite e a disfagia apresentaram uma melhora significativa nos
sintomas apds 4-6 semanas do término da RT, enquanto a disgeusia teve sua melhora
significativa apds 4 semanas. Esses dados sao importantes para orientar e informar o
paciente quanto ao planejamento clinico do tratamento ao qual serdo submetidos.?°

Uma das limitagdes deste estudo foi o numero de pacientes excluidos devido a
razdes médicas. Cinco pacientes sofreram alteracdes de protocolo de RT antes de
iniciar as sessodes, pois eles foram submetidos a cirurgia, e a necessidade de RT seria
avaliada apds o pos-operatoério. Quatro pacientes sofreram altera¢des no protocolo de
RT durante o tratamento devido a piora nas condi¢des clinicas gerais. Esses pacientes
apresentavam-se muito debilitados, com acentuada perda de peso e desenvolvendo
infeccbes. Quatro pacientes tiveram a RT suspensa devido a Internagbes na UTI,
pelas mesmas razbes anteriores, porém em quadros muito mais graves. Cinco
pacientes foram a obito por diferentes causas: AVC, idade avangada e tumores
extensos que levaram a outras complicagdes graves. E importante ressaltar que todas
as exclusées que ocorreram durante esse estudo nado estavam associadas as

complicagdes orais agudas da RT.

3.5 Conclusao

Pacientes submetidos a radio/quimioterapia sao afetados por complicagdes
orais agudas que podem levar a alteragbes na cavidade oral, afetando a qualidade de
vida do paciente. Compreender o curso natural das complicagbes orais
agudas é importante para informar os pacientes sobre a importancia de manter uma
saude bucal adequada, buscando minimizar 0s
sintomas das complicagbes. Desenvolver melhores estratégias para tratar
esses sintomas pode ajudar a melhorar a qualidade de vida em pacientes submetidos
a radio/quimioterapia para tratamento de tumores em regido de cabeca e pescogo
futuramente.
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Tabela 3.1 - Classificacdo das complicagdes orais agudas

Classificagdo da Mucosite Oral (OMS)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4

Nenhuma Eritema em Eritema e ulceras Eritema extenso e  Muitas Ulceras

alteracao mucosa ulceras

Sensibilidade Mucosa dolorida Dor Muita dor

O paciente O paciente 0 paciente nao
consegue alimenta- alimenta-se consegue se
se com alimentos  somente com alimentar pela
solidos liquidos. boca.

Classificagcao da Disfagia (NCIC)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Nenhuma Disfagia Disfagia presente  Disfagia severa Obstrucao
alteracao moderada completa
com consumo  consumo de dieta  uso de Sonda nao é possivel
de dieta regular predominantemente Naso- engolir saliva,
pastosa, mole e Enteral(SNE), ulceragdes com
liquida Hidratagcao sangramento
Intravenosa ou induzido por

hiperalimentacdo  traumas, abrasao
ou perfuragao.

Classificagdo da Xerostomia (SRO)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3

Nenhuma Discreta Secura, Secura em boca, Secura em boca,

alteracéo
sem requer liquido para alteracao na dieta,
interferéncia engolir. interferéncia no
nos habitos sono, fala ou outras
alimentares atividades.

Classificagado da of Disgeusia (NCIC)

Grau 0 Grau 1 Grau 2

Normal Paladar Paladar fortemente
discretamente alterado
alterado

Fonte: O autor.



48

Tabela 3.2 - Caracteristicas gerais dos pacientes

Numero de pacientes 20
Homens 19 (95%)
Mulheres 1 (5%)

Idade (média) 54,4

Localizagao do Tumor

Orofaringe e Palato Mole 6 (30%)
|Orofaringe e Base de

Lingua 4 (20%)
Base de Lingua 4 (20%)
Assoalho 2 (10%)
Orofaringe e Trigono
retromolar 1(5%)
Trigono retromolar 1(5%)
Gengiva 1 (5%)
Mucosa Jugal 1(5%)
Classificacao Tumoral
TNM
T4N3MO 3 (15%)
T4N2MO 10 (50%)
T4N1MO 1(5%)
T3NOMO 2 (10%)
T2N2MO0 1(5%)
T2NOMO 2 (10%)
T1N2MO 1 (5%)
T1N2MO 1(5%)

Fonte: O autor.



Tabela 3.3 - Analise do grau de mucosite oral no decorrer das semanas de RT

Mucosite oral Mean Rank p"
12 semana 1.40
2% semana 1.98
32 semana 3.60
42 semana 4.47 <0.001
52 semana 4.58
62 semana 4.97

(1) Teste de Friedman.

Fonte: O autor.

Tabela 3.4 - Analise do grau de xerostomia no decorrer das semanas de RT

Xerostomia Mean Rank p"
12 semana 1.53
2% semana 2.40
32 semana 3.28
42 semana 4.15 <0.001
52 semana 4.53
62 semana 5.13

(1) Teste de Friedman.

Fonte: O autor.

Tabela 3.5 - Andlise do grau de disfagia no decorrer das semanas de RT

Disfagia Mean Rank p™
12 semana 2.15
2% semana 2.48
32 semana 3.33
42 semana 4.08 <0.001
52 semana 4.25
62 semana 4.72

(1) Teste de Friedman.

Fonte: O autor.
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Tabela 3.6 - Analise do grau de disgeusia no decorrer das semanas de RT

Disgeusia Mean Rank pt"
12 semana 1.59

22 semana 2.68

32 semana 2.91

42 semana 4.05 <0.001
52 semana 5.00

62 semana 4.77

(1) Teste de Friedman.

Fonte: O autor.



Figura 3.1 - Graus de mucosite oral (OMS) e semanas de RT (Teste de Friedman, P <0,001)
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Fonte: O autor.

Figura 3.2 - Graus de xerostomia (SRO) e semanas de RT (Teste de Friedman, P < 0,001)
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Fonte: O autor.
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Figura 3.3 - Graus de disfagia (NCIC) e semanas de RT (Teste de Friedman, P < 0,001)
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Fonte: O autor.

Figura 3.4 - Graus de disgeusia (NCIC) e semanas de RT (Teste de Friedman, P < 0,001)
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4 CAPITULO Ill: EXCREGAO ORAL DOS HERPESVIRUS HUMANOS EM
PACIENTES SUBMETIDOS A RADIO/QUIMIOTERAPIA PARA TRATAMENTO DE
CARCINOMA EPIDERMOIDE EME REGIAO DE CABEGA E PESCOGO NAO E
AFETADA PELA XEROSTOMIA.

41 Introdugao

A radioterapia (RT) € um tratamento antineoplasico capaz de fornecer altas
taxas de controle do crescimento tumoral para os estagios 1 (80%) e estagios 2 (60%
-70%), ao mesmo tempo que preserva estruturas anatdmicas importantes.’? Apesar
de sua eficacia, a RT para tratamento de tumores em regido de cabecga e pescogo, é
acompanhada por complicagbes decorrentes do envolvimento de tecidos
radiossensiveis localizados proximos ao tumor.3-

A xerostomia é uma complicacdo importante da RT, que € causada pela
possivel destruicdo do parénquima glandular, diminuindo assim a produgao de saliva.
A reducao do fluxo salivar provoca desconforto aos pacientes, € nos casos mais
graves, interfere com a mastigagdo, degluticido e fala. Sintomas clinicos como
queimagado da mucosa, labios secos, fissuras nas comissuras, superficie da lingua
alterada, dificuldade de adaptacéo das proteses, bem como estomatite protética, séo
relatados por pacientes com xerostomia.®

Um estudo de Caielli et al. demonstrou que, em associagao com a redugao do
fluxo salivar, a xerostomia também pode ser caracterizada por espessamento salivar
e alteracdo de pH durante as semanas de tratamento radioterapico. De acordo com
os autores, 0s acinos serosos sao os primeiros a sofrer alteragbes resultante da RT,
seguida das membranas celulares e das células do ductais. Existe um consenso de
que alteragdes no fluxo salivar acontecerao quando as glandulas salivares receberem
mais de 50 Gy de radiac&o, e abaixo disso, essas alteragbes podem ser transitorias e
limitadas.” A xerostomia € comumente relatada pelos pacientes apds a primeira
semana de RT, e um aumento na sua gravidade € observado ao longo das semanas
de tratamento.? A sensacéo de boca seca pode prolongar-se por longos periodos apos

o término da RT.®
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Descrito por diferentes autores, a mucosa oral irradiada pode ser afetada por
infecgOes bacterianas, flngicas e virais, exacerbando as complicagdes orais da RT. -
13 A associagéo entre infecgdes virais e as complicagbes orais da RT é pouco relatada
na literatura e os resultados existentes sdo contraditorios. Alguns autores sugerem
que a RT pode causar um estado transitério imunossupressao, contribuindo para a
reativagdo dos herpesvirus humanos.' Até o presente momento, existem poucos
estudos relacionando a excrec¢ao oral dos herpesvirus humanos com a xerostomia,
em pacientes submetidos a radioterapia associado a quimioterapia.’>-'”

O objetivo deste estudo foi avaliar a excregao oral dos herpesvirus humanos:
HSV-1 e 2 (herpes virus simples 1 e 2), EBV (virus Epstein-Barr), CMV
(citomegalovirus), VZV (virus varicela-zoster), HHV-6, HHV-7 e HHV-8 (herpesvirus
humanos 6,7,8), e sua possivel associacdo com a xerostomia em pacientes
submetidos a RT associada a quimioterapia para tratamento de carcinoma

epidermoide em regido de cabega e pescogo.

4.2 Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, de acordo com o numero de protocolo
910.924 (CAAE 37922114.9.0000.0065) (Anexo A).

Em nosso estudo, analisamos 158 amostras de lavado bucal coletados
semanalmente de 20 pacientes admitidos na Divisdo de Odontologia do Instituto do
Cancer do Estado de Sdo Paulo (ICESP) para tratamento radioterapico para
carcinoma epidermoide em regiao de cabeca e pescoco. Os pacientes selecionados
se enquadravam nos critérios de inclusdo desse estudo: diagndstico de carcinoma
epidermoide em regido de cabegca e pescogo, protocolo de tratamento com
radioterapia 3D (3D-RT) com dose total de 60 Gy associado a quimioterapia (QT) com
cisplatina com dose de 100 mg/m?, nZo ter realizado cirurgia para ressecgao tumoral,
tratamento odontoldgico previamente a RT, orientagao de higiene bucal e terapia com
laser de baixa poténcia durante a RT para prevenir e tratar a mucosite oral. A historia

médica de cada paciente foi obtida através de registros médicos, onde foram
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coletados dados como: sexo, idade, localizagdo do tumor e classificagdo TNM de
tumores malignos.

O tratamento consistiu em RT-3D com dose total de 60 Gy, dividida em 30
fragdes diarias, por cinco dias consecutivos na semana, por um periodo de
aproximadamente seis semanas. A QT foi realizada com cisplatina 100 mg/m? em trés
ciclos a cada 21 dias (dias 1 e 22 e 43), comegando no primeiro dia de RT.

A avaliagao clinica da xerostomia foi realizada pelo mesmo dentista, iniciando
na triagem, depois durante as seis semanas RT (apds cada sessao de RT) e na visita
de acompanhamento (1 més apds o final da RT). A avaliagao foi realizada de acordo
com os critérios estabelecidos pelo Seminars of Radiation Oncology (Tabela 4.1).18

A sorologia para os herpesvirus humanos foi realizado no Laboratério de
Virologia, Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT — USP),
usando kits ELISA (AbCam®, Cambridge, UK) para HSV-1, HSV-2, CMV, VZV e EBV,
em trés ocasides diferentes: triagem, ultima sessao RT e sessdo de acompanhamento
30 dias apods o término da RT.

Amostras de lavado bucal foram coletadas dos pacientes, instruindo-os a fazer
um bochecho com 5ml de agua destilada por 30s. Apds coletadas, as amostras foram
armazenadas a —-80°C. Simultaneamente as coletas, foi realizada avaliacdo da
xerostomia, nos trés momentos mencionados: triagem, seis semanas de RT e na visita
de acompanhamento (1 més pos RT).

A partir dessas amostras, de acordo com um trabalho anterior de nosso grupo
1319 foi realizada, no Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de Sao Paulo (IMT - USP), a extragao de DNA utilizando um método
semi-automatico (sistema NuUcliSENS® easyMAG®, BioMérieux, Durham, NC). Em
seguida, foi realizada a amplificagdo do DNA viral por meio da PCR (Reagao da
polimerase em cadeia) — PanHerpes, usando dois conjuntos de primers (HSVP1/P2 e
VZVP1/P2) que correspondem a um alinhamento de sequéncias de DNA dos oito
herpesvirus humanos descritos por Johnson et al.?? (Tabela 4.2). O primeiro conjunto,
HSVP1/P2, foi utilizado para amplificar HSV-1, HSV-2, EBV, CMV e HHV-8 e o
segundo conjunto, VZVP1/P2, para amplificar VZV, HHV-6 e HHV-7. As amostras
positivas foram submetidas a digestdo enzimatica, com enzimas de restricdo BamHI
e BstUl (New England Biolabs) para determinacédo de cada um dos oito herpesvirus,

também descritos em um trabalho anterior de nosso grupo.'31°
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Todos os pacientes foram submetidos a laserterapia profilatica (com laser de
baixa poténcia) diariamente, apos cada sessao de RT, comegando no primeiro dia,
como descrito anteriormente.'® Além da laserterapia, os pacientes foram orientados
sobre a higiene bucal, uso de saliva artificial e medicagao analgésica, se necessario.

Os resultados foram apresentados em frequéncias absolutas e relativas. Para
comparacgao das frequéncias dos graus de xerostomia em relagdo as semanas de RT,
foi usado o teste qui-quadrado. O teste de McNemar foi aplicado para analise pareada
em relagéo ao tipo de virus e as semanas de RT. Para comparar as frequéncias dos
casos negativos de herpesvirus, incluindo o momento da triagem e o
acompanhamento de um més, utilizamos o teste Exato de Fisher. E para analisar se
havia uma correlagdo entre presenca/grau de xerostomia e a excreg¢do oral dos
diferentes herpesvirus humanos usamos o teste de Spearman. A analises estatistica
foram realizadas, utilizado o software Biostat 5.0® (Belém, Para, Brasil) com nivel de

significancia de 5%.

4.3 Resultados

Cinquenta pacientes diagnosticados com carcinoma epidermoide em regiao de
cabeca e pescoco submetidos a RT associada a QT, foram avaliados. Apenas 25
pacientes (50%) iniciaram a RT, enquanto os outros foram excluidos por motivos
diversos: mudancga de cidade, pacientes que durante o tratamento ndo desejavam
mais participar do estudo, alteragdes no protocolo de tratamento ou suspenséo da RT
e obito. Cinco pacientes ndo completaram a RT, 3 por suspensido do tratamento
devido a toxicidade e 2 que foram a 6bito. Dessa forma, 20 pacientes efetivamente
completaram a RT e preencheram os critérios de inclusdo do nosso estudo. As
caracteristicas gerais desses pacientes foram: 19 homens e 1 mulher, com idade entre
39 e 72 anos (média = 54,4 anos). Os tumores estavam distribuidos da seguinte
forma: 6 na orofaringe e palato mole, 4 na orofaringe e base da lingua, 4 na base da
lingua, 2 no assoalho, 1 na orofaringe e trigono retromolar, 1 nas gengiva, 1 na
mucosa jugal e 1 no trigono retromolar. Em relacdo a classificacdo TNM, foi
observado: 3 pacientes classificados como T4N3MO0O, 10 como T4N2MO, 2 como
T4N2MO, 1como T3NOMO, 1como T2N2MO, 2 como T2NOMO e 1 como
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T1N1MO. Todas essas caracteristicas também foram descritas em um trabalho

publicado anteriormente pelo nosso grupo.’

4.3.1 Xerostomia

Analisando as frequéncias de xerostomia observadas durante a RT e no
acompanhamento de 1 més pés RT, foi observada maior frequéncia de grau 1 de
xerostomia (51,4%), o que foi estatisticamente diferente em comparagéo com o grau
2 (21%; teste qui-quadrado, p <0,001) e grau 3 (3,6%, teste qui-quadrado, p <0,001).

Na quarta semana de RT, todos os pacientes apresentavam algum grau de
xerostomia, mas foi na sexta semana que o0s graus mais severos foram observados
(Figura 4.1).

Considerando os graus de xerostomia que causam mudancgas na dieta (graus
2 e 3), uma maior frequéncia destes graus de xerostomia foi observada nas ultimas
trés semanas de RT (Figura 4.1) (teste do quadrado, p <0,001).

Na visita de acompanhamento (1 més apds o término da RT), 10 pacientes
(55%) apresentaram diminuigdo no grau xerostomia, mas sem remissao completa da
mesma. Quinze pacientes (83,3%) apresentaram grau 1 e 3 pacientes (16,0%)

apresentaram grau 2 de xerostomia (Figura 4.1).

4.3.2 Herpesvirus humanos

4.3.2.1 Sorologia

Ao analisar os anticorpos anti IgG desses pacientes, que corresponde ao
contato anterior com virus, foi possivel observar que a totalidade de pacientes (20
pacientes) apresentaram IgG positivo para HSV1-HSV2, EBV e VZV em todos os trés

periodos de estudo: triagem, a ultima sessdo de RT e a visita de 1 més de
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acompanhamento. Apenas um paciente era IgG negativo para CMV nos trés periodos
analisados.

Considerando a sorologia IgM, que corresponde ao contato viral recente ou
possivel reativacao viral, um paciente apresentou IgM positivo para HSV1-HSV2 e
outro IgM positivo para CMV em todos os trés periodos de estudo. Um terceiro
paciente apresentou IgM positivo para CMV no ultimo periodo analisado, ou seja, 1

més apos o término da RT, indicando assim uma possivel reativacdo do virus.

4.3.2.2 Excregéo Oral dos herpesvirus humanos

Ao analisar os resultados da excregao oral dos herpesvirus humanos na saliva,
os resultados mostraram 18 pacientes (90%) com excregao oral do EBV, 14 pacientes
(70%) do HHV-7, 7 pacientes (35%) do HSV-1 e 3 pacientes (15%) do HHV-
6. Possiveis co-infecgdes também foram observadas, pois 15 pacientes (75%)
apresentando excrec¢do oral de dois ou mais herpesvirus. Quatro pacientes (20%)
excretaram apenas EBV e 1 paciente (5%) apresentou resultados negativos para
todos os herpesvirus. Ao analisar todos os pacientes, a frequéncia de excrecao oral
do EBV foi significativamente maior em comparagédo com outros herpesvirus (qui-
quadrado teste, p <0,001).

Considerando a excregao oral dos herpesvirus humanos nas semanas de RT,
os resultados mostraram excrecéao oral de EBV, HHV-6 e HHV-7 em todas as semanas
de RT (Figura 4.2). A excregao oral do HSV-1 nao foi observada durante a triagem
(Figura 4.2). A tabela 4.1, apresenta a excregao oral dos herpesvirus para cada
paciente, durante cada periodo. A frequéncia de pacientes que tiveram excrecéao oral
positiva de EBV aumentou principalmente a partir da segunda semana de RT, mas a
diferenca desta frequéncia em relagao a triagem (antes de RT) nao foi significativa
(Teste de McNemar, p = 0,070). A excregao oral dos outros tipos de virus, exibiu uma
grande variagdo nas semanas de RT, porém sem diferenca significativa em relagao a
triagem (Tabela 4.3).A analise das semanas de RT mostrou um aumento no numero
de pacientes com excregao oral de EBV (85%), na segunda semana (Figura 4.2). Nao

houve diferencga estatisticamente significante na frequéncia de excregéo oral de EBV
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observada nas primeiras trés semanas e na frequéncia observada nas ultimas trés
semanas de RT.

Durante a RT, amostras negativas para a excre¢ao oral dos herpesvirus
humanos foram observadas em todas as semanas de tratamento (Figura 2 e Tabela
4.3). No momento da triagem, um numero maior de pacientes apresentou amostras
negativas (7 pacientes, 35%), quando comparado com a consulta de
acompanhamento (1 més apds a RT). Uma diferenga estatisticamente significante foi
encontrada entre a frequéncia de casos negativos na triagem e na consulta de
acompanhamento, pois houve uma diminui¢do no numero de casos negativos nesse

ultimo momento. (Figura 4.2) (11%; teste Exato de Fisher, p = 0,043).

4.3.2.3 Excregéo oral de herpesvirus humanos e Xerostomia

Uma andlise da correlagao entre xerostomia e frequéncia de excreg¢ao oral de
diferentes herpesvirus foi realizada. Quanto ao EBV, nao houve correlagao
significativa entre a frequéncia de xerostomia e a excrec¢ao oral do virus, nem mesmo
quando os graus mais severos de xerostomia (grau = 2) foram considerados. A figura
4.3 apresenta a correlacdo entre a frequéncia de xerostomia e a excregcao de
EBV. Note-se que, na maioria dos casos, pacientes positivos e negativos para
excrecao oral de EBV exibiram xerostomia grau 1.

A analise das correlagdes entre excre¢cao oral de HHV-7, HSV-1 e HHV-6 e
presenga/grau de xerostomia, nao apresentou relagdo significante. As figuras
4.4,4.5 e 4.6 mostram a correlagao entre a frequéncia da xerostomia e excrecédo dos
herpesvirus. O numero pequeno de casos em que HHV-7, HSV-1 e HHV-6 que foram
excretados em associagdao com um determinado grau de xerostomia provavelmente
nao nos permite determinar qualquer correlagao entre estas duas variaveis.

Ao analisar o grau de xerostomia e a presenca de co-deteccdo de virus, ndo
encontramos correlagao significativa entre a xerostomia grau = 2 e presenga de co-

deteccdo de herpesvirus ao longo das semanas de RT.

4.4 Discussio
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A RT utilizado como tratamento para carcinoma epidermoide em regiao de
cabeca e do pescogo € amplamente conhecida, bem como suas complicacbes
orais. Pacientes submetidos a RT podem desenvolver disfagia, xerostomia, disgeusia,
mucosite e infecgdes oportunistas (bacterianas, fungicas e virais) durante o
tratamento. %2123

Diferentes autores relatam uma variedade de complicacbes resultantes da
RT. Entre elas, uma revisao sistematica por Trotti et al. mostrou que a xerostomia foi
frequentemente encontrada.?* No estudo de Cardoso et al. os autores observaram que
100% dos os pacientes irradiados com doses superiores ou iguais a 60 Gy
apresentaram xerostomia,?® dados que corroboram com o nosso estudo, uma vez que
todos os pacientes apresentaram algum grau de xerostomia. Segundo estudos de
Mosel et al. e Trotti et al. a sensagéo de boca seca é geralmente observada na terceira
ou quarta sessao de RT devido a menor secregao de saliva pelas glandulas envolvidas
no campo de radiagdo.'>?4 Esta sensagdo de boca seca prejudica muito a qualidade
de vida dos pacientes, interferindo ndo s6 na mastigacao e degluticdo, mas também
na fonagao, o que limita o convivio social. Em nosso estudo, observamos os primeiro
relatos de xerostomia na primeira semana de RT, onde 3 pacientes (15%)
apresentaram grau de xerostomia 1. Os autores também relataram que a xerostomia
pode ser transitoria ou permanente, dependendo do campo irradiado. 22425 Em nosso
estudo, apesar do curto periodo de acompanhamento p6s RT, 100% dos pacientes
ainda apresentavam algum grau de xerostomia na visita de acompanhamento, ou
seja, um més apds o término da RT. Além disso, todos os pacientes apresentaram
algum grau de xerostomia na quarta semana de RT, o que persistiu até a visita de
acompanhamento, significando um possivel dano permanente ao parénquima das
gléandulas salivares.

Segundo estudos de Nicolatou-Galitis et al.?6 e Correia et al.'” a grande
dificuldade em comparar estudos da xerostomia induzida por RT em regido de cabeca
€ pescoco e sua possivel correlacdo com o HSV-1, é a falta de padronizacdo das
amostras. Isso pode acontecer devido a inclusdo de diferentes tipos de tumores,
pacientes com diferentes protocolos tratamento radioterapico e /ou quimioterapico,
coleta de amostras de lavado bucal coletadas em momentos distintos, e falta de dados

sorologicos. 617,26
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No presente estudo, todos os pacientes incluidos foram diagnosticados com
carcinoma epidermoide em regido de cabega e pescogo e cujo protocolo de
tratamento foi a RT, com dose total de 60 Gy, associada a QT (Cisplatina 100
mg/m?). Os pacientes também haviam sido submetidos a tratamento odontoldgico
antes de iniciar RT e QT. Todos os pacientes foram tratados com laserterapia
profilatica e curativa para mucosite oral. O fator diferencial do nosso trabalho foi a
coleta semanal de amostras de lavado bucal durante todo o periodo de RT,
possibilitando assim estabelecer um perfil de excreg¢ao salivar dos herpesvirus ao
longo do periodo estudado.

Nossos resultados mostraram que 5 pacientes (25%) foram positivos para o
HSV-1 ao longo do RT e 2 pacientes (10%) na consulta de acompanhamento (1 més
apos a RT), com uma taxa de excregao de 35%. Do total de pacientes acompanhados,
nenhum deles apresentou amostra positiva para o HSV-1 antes do inicio da RT. No
entanto, nao houve correlagdo entre a excre¢cdo oral do HSV-1 e o inicio ou
agravamento da xerostomia, bem como também nao houve correlagcdo com as
semanas de RT. Uma possivel hipétese para essa falta de correlagdo com os graus
de xerostomia pode ser o controle da excreg¢ao oral do HSV-1 pela aplicagao de laser
de baixa intensidade, com resultados semelhantes aos de controle das lesdes do
herpes labial.?”-33

Sabe-se que os herpesvirus HHV-6 e HHV-7 podem ser detectados em
individuos saudaveis assintomaticos3* considerando que o exantema subitum pode
ser causado por infeccéo primaria pelo HHV-6 e, menos frequentemente, pelo HHV-
7.353 A taxa de excrecgdo oral do HHV-6 na populacdo saudavel é baixa (ou seja,
cerca de 10%), enquanto as taxas de excregéo oral do HHV-7 podem variar de 12,6%
a 90% dependendo do grupo populacional. 3*3” O HHV-6 e HHV-7 podem ser
observados nao somente em pacientes saudaveis, mas também em
imunocomprometidos. Um estudo de Pinheiro et al. avaliou a descamacgao oral em
criangas soropositiva para HIV, relatando que 68% deles apresentaram HHV-6 na
cavidade oral enquanto e 18% apresentaram HHV-7 na cavidade oral.®® A excregdo
oral de HHV-6 parece ser maior e continua em criangas em comparagado com
adultos.®® Em nosso estudo, o HHV-7 foi o herpesvirus com a segunda maior
frequéncia de excregédo oral, respondendo por 70% das amostras positivas (p =

0,001), enquanto o HHV-6 representou 15% da frequéncia. Nao houve diferenga
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estatistica entre a excrecdo do HHV-6 e o HSV-1, bem como nenhuma correlagao
entre esses virus e os graus de xerostomia ou as semanas de RT.

Em nosso estudo, o EBV foi o virus com maior frequéncia de excregao durante
o periodo do estudo, com 90% dos pacientes apresentando amostra positiva. Foi
também observada diferencga estatisticamente significante da excre¢édo do EBV, em
relagdo a todos outros virus excretados (p <0,001). Ambinder et al.*® e Van der Beek
et al.™afirmaram que 25% a 98% das amostras de saliva de pacientes
imunossuprimidos  foram  positivas para EBV, como resultado da
quimioterapia.’*%°® Segundo os autores, todos os pacientes com cancer apresentam
algum grau de imunossupressao, o que pode explicar as taxas mais altas de excrecao
de EBV. E também amplamente relatado na literatura, que pacientes oncoldgicos
apresentam imunossupressao em diferentes graus, o que pode explicar as taxas mais
altas de excrecgéo oral do EBV, como observado anteriormente em outros grupos
imunossuprimidos por diferentes razdes. 1940

Em outro estudo de Pasoto et al. os autores analisaram o soro de 100 pacientes
com sindrome de Sjogren, uma doenga autoimune crbnica que afeta glandulas
exocrinas (salivares e lacrimais) e que leva a xerostomia e ceratite sicca. Como
resultado, eles puderam avaliar que a frequéncia de anticorpos EBV em pacientes de
Sjogren, foi maior em comparagdo com os individuos saudaveis. Os autores
concluiram que o virus EBV nas glandulas salivares, em sua forma latente, poderia
ocasionalmente retornar a sua forma de replicacdo e tornar-se sub-clinicamente
reativado, sugerindo que o EBV poderia ser um potencial candidato etiolégico para
desencadeando de doengas autoimunes.*’

Em nosso estudo, procuramos avaliar se a diminuicdo da excrecao salivar
levaria @ uma diminuicdo da excreg¢ao oral de herpesvirus humanos na cavidade
oral. Nossos resultados mostraram que a xerostomia causada pela RT nao afeta a
excrecao dos herpesvirus humanos, uma vez que foi possivel observar um aumento
na excrecao oral destes herpesvirus na cavidade oral, mesmo nas semanas em que
a xerostomia era mais grave. Uma hipotese para este fato € de que a RT pode ter
causado alteracdo no microambiente inflamatério da mucosa oral, favorecendo uma
possivel replicacdo local de herpesvirus na cavidade oral, aumentando assim o a
presenca deles nesta regio.

4.5 Conclusao
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Em concluséo, a excrecio oral dos herpesvirus humanos nao € afetada pela
presenga de xerostomia, uma vez que houve uma progresséo em relacéo a excregao
de herpesvirus, mesmo com a evolugao da xerostomia, sugerindo uma replicacao viral

local na cavidade oral ndo sendo completamente dependente da excregao salivar.
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Tabela 4.1 - Classificagéo da Xerostomia (Seminars in Radiation Oncology, ref 18)

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3
Nenhuma alteracdo Discreta Secura, Sintoma, secura em Sintomas severos, intensa
boca, secura em boca,
sem interferéncia
nos habitos requer liquido para alteragao na dieta,
alimentares engolir. interferéncia no sono, fala ou

outras atividades.

Sonda naso-enteral

Fonte: O autor.

Tabela 4.2 - Sequéncia de bases que caracterizam o DNA da familia Herpesviridae

Primers Sequéncias (5" - 3’)

HSVP1 5-GTGGTGGACTTTGCCAGCCTGTACCC-3

HSVP2 5-TAAACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA-3
VZVP1 5-GTCGTGTTTGATTTTCAAAGTTTATATCC-3

VZVP2 5-ATAAACACACAATCCGTATCACCATAAATAACCT-3’

Fonte: O autor.
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Figura 4.1 - Graus de xerostomia e semanas de RT
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Fonte: O autor.

Figura 4.2 - Frequéncia de excrecéo oral dos herpesvirus na triagem, durante a RT e na consulta de 1
més de acompanhamento
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Fonte: O autor.

Figura 4.3 - Frequéncia da excregdo oral do EBV em relagédo aos graus de xerostomia observada na
triagem e durante a RT
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Fonte: O autor.



Figura 4.4 - Frequéncia da excregédo oral do HHV-7 em relagdo aos graus de xerostomia observada

na triagem e durante a RT
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Fonte: O autor.
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Figura 4.5 - Frequéncia da excregéo oral do HSV-1 em relagéo aos graus de xerostomia observada

na triagem e durante a RT
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Figura 4.6 .- Frequéncia da excregao oral do HHV-6 em relagdo aos graus de xerostomia observada

na triagem e durante a RT
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5 CAPITULO lll: ESTUDO PROSPECTIVO DA EXCREGAO ORAL, VIREMIA E
STATUS SOROLOGICO DO HERPESVIRUS HUMANO TIPO 8 EM PACIENTES HIV
POSITIVOS E HIV NEGATIVOS EM SAO PAULO, BRASIL

5.1 Introdugao

A transmissao do herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8), o agente do Sarcoma de
Kaposi (SK) e outros virus associados a infecgdo ao virus da imunodeficiéncia
Humana (HIV), tem se revelado um assunto de evidéncias conflitantes.’ Amostras
orais tem consistentemente demonstrado, altas taxas de detecgao viral do HHV-8
comparado ao sémen, urina, secregao uretral, vaginal e anal, sugerindo que a saliva
pode ter um representar um papel importante papel na transmisséo de HHV-8.%-2 Por
outro lado, a transmissao por sangue e transfusdo de sangue permanece uma questao
controversa, sem evidéncias conclusivas.'?-12 Estudos entre doadores de sangue fora
de areas endémicas para SK, tem mostrado detec¢gdo muito rara do DNA do HHV-8
em amostras de sangue, mesmo entre individuos soropositivos para o HHV-8.10.11

Associagdes entre o status sorolégico do HHV-8 e a excrecao oral do DNA do
HHV-8 também ¢ incerta, com alguns estudos mostrando inclusive, a excregao oral
do HHV-8 em individuos soronegativos para o HHV-8."3 A falta de um padr&do-ouro
para o status sorolégico do HHV-8 agrava ainda mais a limitada capacidade de
determinar o status de 'infeccao verdadeira'.’*

Este estudo teve como objetivo avaliar prospectivamente a frequéncia de
deteccdo de HHV-8 na saliva, no soro e no plasma, e sua associacao com o status
sorolégico do HHV-8 entre individuos soronegativos e soropositivos para o HIV no
grupo de homens que fazem sexo com homens (HSH) e no grupo de mulheres
soropositivas para HIV, grupos estes com maior probabilidade de infecgao pelo HHV-
8.
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5.2 Meétodos

5.2.1 Participantes do estudo e coleta das amostras

Uma amostra de conveniéncia de individuos de trés grupos diferentes foi
incluida: HSH soronegativos para HIV, HSH soropositivos para HIV e mulheres
soropositivas para o HIV. Pacientes voluntarios, referenciados do STD - Centro de
Treinamento/AIDS-SP em Sao Paulo, foram encaminhados para atendimento
odontolégico no Centro de Atendimento a Pacientes Especiais da Faculdade de
Odontologia, Universidade de Sao Paulo - Brasil (CAPE - FOUSP), onde foram
orientados quanto ao objetivo e procedimentos do estudo. Os pacientes nao
apresentavam histérico de SK ou outras lesdes associadas ao HHV-8. Todos os
pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido e foram convidados
a fazer um acompanhamento prospectivo durante um periodo de 6 meses (Anexo B e
C). O acompanhamento consistiu em consultas quinzenais, por dois periodos
consecutivos de 3 meses, separados por 60 dias, com atendimento no CAPE -
FOUSP. Os pacientes trouxeram suas amostras diarias (segunda a sexta-feira) de
bochechos com exaguatorio bucal (Listerine®, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, Brasil)
realizados pelo préprio paciente (auto-coleta). Todos os participantes foram instruidos
a bochechar com 5ml da solugdo enxaguatodria, a noite, durante 1 minuto, e coletar
todo o conteudo do bochecho no tubo do tipo Falcon 50ml. As amostras foram
armazenadas na casa dos pacientes, em geladeira a 4°C até a préxima consulta
odontoldgica. O objetivo era coletar um total de 120 lavados bucais de cada
paciente. Se um paciente n&o atingiu inicialmente esse numero, a coleta foi
prolongada por até 4 semanas (2 semanas em cada periodo de 3 meses) para atingir
essa meta. Além disso, também foram coletadas amostras de sangue, no inicio do
estudo e nas consultas mensais. Todas as amostras foram armazenadas a -80°C até

O seu processamento.
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5.2.2 Ensaios sorologicos

Seis amostras de soro de cada paciente foram testadas, realizadas de forma
randdmica, para sorologias para HHV-8 no Laboratério de Virologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT - USP), utilizando-se ensaios
préprios de imunofluorescéncia (IFA) para identificar anticorpos para as proteinas
virais latentes e liticas do HHV-8, e ensaio para um imunossorvente ligado a enzima
do virus inteiro do HHV-8 (ELISA) para deteccédo de imunoglobulina G (IgG), como

descrito anteriormente.*

5.2.3 Ensaios moleculares HHV-8

5.2.3.1 Extragdo de DNA

O DNA foi extraido das amostras de lavado bucal, soro e plasma (200 pL)
usando o NUcliSENS® easyMAG® (bioMerieux, Durham, NC), um sistema IVD-
rotulado e automatizado para extragao total do acido nucleico baseada na tecnologia
de silica magnética, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A concentragao de
DNA foi mensurada por espectrofotometria em 260 nM em NanoDrop® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). O DNA da beta-globina também foi detectado em
todas as amostras, utilizando a real-time PCR, de acordo com o protocolo do
fabricante (DNA Taqg Man; Aplied Biosystems, Foster City, CA), a fim de avaliar a

viabilidade do DNA isolado de cada amostra.
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5.2.3.2 ORF 26 real time PCR

Amostras de lavado bucal, soro e plasma foram analisadas em triplicado para
deteccao e quantificacao de DNA de HHV-8 usando real time PCR, conforme descrito
anteriormente.' Quantidades do DNA do HHV-8 foram transformados log 10 para
normalizar valores para analise. Amostras com =5 coépias/ml (0,7 log 10 ) foram

consideradas positivas.

5.2.4 Analise estatistica

As propor¢des de pacientes e dos dias, com deteccédo do DNA do HHV-8 em
amostras de lavado bucal, soro e plasma, foram comparados entre os grupos e por
ensaios soroldgicos usando o teste estatistico do qui-quadrado. Para a analise
quantitativa da excrec¢ao viral, a média dos valores do DNA do HHV-8 foi comparados
entre as amostras com HHV-8 detectavel usando os testes de Kruskal-Wallis e
Wilcoxon. A concordancia (concordancia geral, positiva e negativa) inter-ensaio
(sorologia) foi calculada usando proporgbes simples. Desempenho de ensaios
sorolégicos para detecgao da excregéo oral do HHV-8 foi calculado usando tabelas
padrdo 2 x 2, e os resultados foram obtidos com intervalo de confianga (IC) de 95%.

Os dados foram analisados usando o Stata v14 (Stata Corp., College Station, TX).

5.3 Resultados

Na totalidade, 123 individuos (47 HSH soronegativos para HIV, 44 HSH
soropositivos para o HIV e 32 mulheres soropositivos para o HIV) foram incluidos
neste estudo, de Margco de 2013 a Maio de 2013, e foram acompanhados por um
periodo de seis meses. As caracteristicas dos participantes sdo mostradas na tabela
5.1. Todos os individuos soropositivos para o HIV estavam tomando terapia

antirretroviral altamente ativa (HAART) e cerca de 80% apresentavam cargas virais
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do HIV indetectaveis no plasma (limiar para detecc¢ao: 50 copias/ml) e alta contagem
de CD4 + linfécitos T (68,1% dos homens e 75,0% das mulheres com contagem de
CD4 + 2500 células/mm 3) na inscrigao.

Ao final do periodo de estudo, todos os pacientes apresentaram 120 amostras
auto-coletadas de lavado bucal, seis amostras de soro e seis amostras de
plasma. Quarenta e dois pacientes (34,1%) precisaram de um periodo prolongado
para coletar as amostras de lavado bucal (variando de 3 a 20 amostras para um
intervalo de 1 a 4 semanas).

No geral, 24/47 (51,1%) HSH soronegativos para HIV, 28/44 (63,6%) HSH
soropositivos para o HIV e 12/32 (37,5%) mulheres soropositivas para o HIV
apresentaram resultados positivos para pelo menos um ensaio sorolégico do HHV-8
em seis ensaios (Tabela 5.1). Considerando cada ensaio separadamente, houve
maior positividade pelo ELISA (48/123; 39,0%), seguido pela IFA-LANA (33/123;
26,8%), e IFA-lytic (22/123; 17,9%).

A concordancia geral intra-ensaios em 738 amostras de soro foi de 100%
(738/738) para ELISA, 99,2% (732/738) para IFA-LANA e 98,9% (730/738) para IFA-
lytic, mostrando excelente reprodutibilidade para todos os testes. Pacientes com
resultados discordantes intra-ensaio foram arbitrariamente considerados positivos
porque a maioria (4/6) das suas amostras séricas foram positivas. A concordancia
intra-ensaio para os resultados negativos foi de 100% para cada ensaio (Tabela 5.2).

O DNA do HHV-8 nao foi detectado em nenhuma das 738 amostras de soro ou
plasma apos teste de PCR em triplicado. O DNA do HHV-8 néao foi detectado em
nenhuma amostra de lavado bucal dos 59 individuos soronegativos para o HHV-8
(total de 7.080 amostras testadas), mas foi detectada em 18/64 (28%) amostras dos
individuos soropositivos para o HHV-8: 7/24 (29,2%) dos HSH soronegativos para HIV
e 11/28 (39,3%) dos HSH soropositivos para o HIV (Tabela 5.1). A frequéncia de
deteccao do DNA do HHV-8 em amostras dos pacientes que apresentaram excrecao
foi de 5,1% (110/2160) no geral, 4,8% (40/840) em amostras de HSH soronegativos
para HIV e 5,3% (70/1320) em amostras de HSH soropositivos para o HIV (p = 0,58),
com uma variagdo de amostras positivas entre 3/120 (2,5%) e 11/120 (9,2%) por
paciente. A quantidade mediana de DNA do HHV-8 detectado entre os pacientes que

apresentaram excregao foi significativamente maior entre os HSH soropositivos para



82

HIV e HSH soronegativos para HIV (3,7 vs. 2,8 log 10 cépias/mL, p <0,01; Tabela
5.1).

O perfil sorolégico do HHV-8 e o desempenho dos ensaios sorolégicos
individuais e combinados para detectar os pacientes que apresentaram excregao de
HHV-8, entre os 91 homens, € mostrado na tabela 5.3. A avaliacdo nao incluiu as
mulheres, uma vez que nenhuma teve excreg¢ao do HHV-8 positiva. O ELISA para o
virus completo, apresentou a maior sensibilidade (100,0%; IC 95%: 81,5-100,0), a
menor especificidade 67,1%; IC 95%: 55,1-77,7), mas altos valores preditivos
negativos (VPN; 100,0%; IC95%: 92,7-100,0). A melhor combinagao de ensaios foi do
ELISA juntamente com IFA-LANA devido a sua alta especificidade (91,8%; 1C95%:
83,0-96,9) sem muita perda de sensibilidade (83,3%; 1C95%: 58,6-96,4) e alto valor
preditivo positivo (VPP; 71,4%; 1C95%: 47,8-88,7; Tabela 5.3).

54 Discussao

Nessas populacdes de alto risco, 29% dos pacientes duplamente positivos para
HHV-8/HSH soropositivos HIV, bem como 39% dos pacientes positivos para HHV-
8/HSH soronegativos para o HIV, estavam excretando DNA do HHV-8 pelo menos
uma vez durante um periodo de 6 meses, enquanto nenhuma das pacientes
duplamente positivas para HHV-8/ mulheres soropositivas para HIV apresentaram
excrecao. Entre os HSH, a frequéncia de excrecéao oral, foi baixa (cerca de 5% dos
dias), independentemente da sorologia para o HIV e apesar do grande numero de
amostras (120) testadas por individuo. No entanto, a quantidade media de DNA de
HHV-8 nas amostras orais, durante os episodios, foi significativamente maior entre os
pacientes soropositivos para HIV. Em comparagdo com outros ensaios sorologicos,
ELISA foi o melhor teste para identificar os pacientes que excretam HHV-8, pois
combina o VPN mais alto (ndo houve excrecdo detectada entre os individuos
soronegativos para o ELISA) e a maior sensibilidade. O padréo de excrec¢ao oral do
HHV-8 foi esporadico para todos os 18 individuos, com dias de excregao variando de
25% a 17% e muito poucos episddios de excregdo oral ocorrendo em dias

consecutivos.
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Os achados presentes diferem de outros estudos que relataram alta frequéncia
(32-68%) de excregcdo do HHV-8 e altas cargas virais entre mulheres soropositivas
para o HIV na Africa.3* Esses estudos foram realizados em regides endémicas para o
SK (Quénia) entre populacdes bem especificas (profissionais do sexo que nao
usavam HAART).>* O pequeno nimero de mulheres soropositivas para o HHV-8 no
presente estudo, as diferentes caracteristicas dos participantes e o fato dos pacientes
brasileiros serem imunologicamente bem controlados com HAART pode explicar essa
diferenca nos resultados. No entanto, deve considerar-se, que alguns estudos sobre
suscetibilidade de género para o HHV-8 e o SK relatam que as mulheres sao mais
resistentes que os homens a infecgcéao pelo HHV-8 e ao desenvolvimento da doenga,
o que sugere que os hormonios femininos podem fornecer protecao as mulheres. 16

Poucos estudos analisaram sistematicamente as frequéncia e dindmica da
excrecédo oral de HHV-8 nas areas ndo endémicas para SK.2%7:17.18 Nos Estados
Unidos, Pauk et al., analisaram 1.134 amostras orofaringeas, obtidas da coleta oral
diaria, entre 23 HSH soropositivos para HHV-8 (incluindo 14 homens soropositivos
para o HIV) por um periodo de aproximadamente 50 dias. Eles encontraram DNA do
HHV-8 em cavidade oral ao menos uma vez em 13 participantes (57%), com cerca de
50% dos homens tendo excregao oral frequente (definida como = 35% de amostras
positivas).? Outro estudo do mesmo grupo mostrou detecgdo oral frequente e
intermitente do HHV-8: 44 amostras orofaringeas de HSH, coletadas por periodos
entre 25 e 135 dias e 27 dessas amostras (61%) apresentaram pelo menos uma
amostra positiva para o HHV-8. No entanto, os autores também descreveram a
excregdo oral do HHV-8 como intermitente e esporadica.® Um estudo recente
comparou a excregao oral do HHV-8 entre diferentes populag¢des (Estados Unidos,
Peru, Camardes, Uganda e Quénia), e os autores ndo encontraram um padrao regular
de excrecao oral de HHV-8, com uma grande variabilidade observada entre os
participantes.!”

O presente estudo encontrou alta prevaléncia de anticorpos para o HHV-8 nos
trés grupos, embora isso tenha variado de acordo com o ensaio utilizado (variando de
18,7% com IFA-lytic a 56,8% para ELISA). A falta de um padrdo-ouro para o
diagndstico sorolégico do HHV-8 continua sendo um obstaculo para comparar a
sensibilidade e especificidade de cada ensaio, dificultando o estabelecimento do teste

mais confiavel para discriminar quais os reais individuos infectados com HHV-8 e



84

quais os individuos néo infectados.'* Testando as cegas, seis amostra sequenciais de
soro de cada paciente, fez com que o presente estudo mostrasse uma excelente
concordancia intra-ensaio para as trés técnicas. Avaliando todas as 738 amostras dos
123 individuos participantes no estudo, a concordancia intra-ensaio foi 299% para
todos os ensaios.

Um dos objetivos deste estudo foi determinar a desempenho dos ensaios
sorologicos para identificar os pacientes que apresentaram excregao oral do HHV-
8. O ensaio ELISA teve a maior sensibilidade, confirmando os relatos anteriores®1.14,
uma especificidade moderada e uma alta VPN. A combinacdo com o ensaio IFA-LANA
aumentou a especificidade sem perder muito em sensibilidade, e teve o maior valor
preditivo positivo (VPP) para detectar os pacientes que apresentaram excrecgao.

Verificou-se que nenhuma das 738 amostras de sangue, incluindo aquelas dos
18 pacientes que apresentaram excre¢ao oral, foi positiva para o DNA do HHV-8,
apesar dos testes realizados em triplicata, confirmando assim constata¢des anteriores
de que em areas nao endémicas para o SK, a deteccao do HHV-8 em sangue
periférico € muito rara, mesmo entre individuos soropositivos para o HHV-8, como por
exemplo, em doadores de bancos de sangue.'®'" A doagido de sangue por HSH
levantou preocupagdes sobre a possibilidade de transmissao HHV-8 e em alguns
locais, foi proposto impor um restricdo de doacdo para este grupo.'?>Esta
recomendacao nao € apoiada pelos presentes resultados desse estudo, pelo menos

em relagao ao HHV-8.

5.5 Conclusao

Em conclusdo, na populagdo brasileira imunologicamente controlada, a
excregao oral do HHV-8 foi limitada a homens soropositivos para o HHV-8, ocorrendo
de maneira infrequente e intermitente, e ndo estava associada a viremia por HHV-8,

sugerindo um potencial limitado para transmissao oral ou sanguinea.
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Tabela 5.1 - Caracteristicas dos participantes e anticorpo para HHV-8 e detec¢gao do DNA entre
pacientes HIV positivos e HIV negativos em S&o Paulo, Brasil

Homens HIV Homens HIV Mulheres HIV Valor de

negativos positivos positivos p
N=47 N=44 N=32
Caracteristicas
Idade (anos), (média) 30 (26-37) 40 (35-45) 42 (39-52) <0.01&
Proporgao c/ CD4+ >500 n/a 30 (68.1) 24 (75.0) 0.52
cel/mm?3 (%)
Proporgao c/ HIV n&o detectavel n/a 35 (79.5) 27 (84.3) 0.59
PVL (%)*
Sorologia positiva para HHV-8
ELISA (%) 18 (38.3) 24 (54.6) 6 (18.8) <0.01#
IFA-LANA (%) 14 (29.8) 13 (29.6) 6 (18.8) 0.49
IFA-Lytic (%) 8 (17.0) 10 (22.7) 4 (12.5) 0.51
Qualquer ensaio (%) 24 (51.0) 28 (63.6) 12 (37.5) 0.08
Detecgao do DNA do HHV-8 N=47 N=44 N=32
entre os pacientes
Soro** 0 0 0 -
Plasma** 0 0 0 -
Saliva (andlise por individuo)
Individuos positivos / testados (%) 7147 (14.9) 11/44 (25.0) 0 0.238
Saliva (andlise por amostras) **
Amostras positivas / testadas (%)  40/5,640 (0.7)  70/5,280 (1.3) 0 <0.018
Detec¢ao do DNA do HHV-8 N=24 N=28 N=12
somente entre pacientes
soropositivos para HHV-8
Analise por Individuo
Individuo Positivo / testados (%) 7/24 (29.2) 11/28 (39.3) 0 0.718
Analise por amostra **
Amostras Positivas/testadas (%) 40/2880 (1.4)  70/3360 (2.1) 0 0.048
Amostras Positivas/amostras 40/840 (4.8) 70/1320 (5.3) 0 0.588
dos pacientes que excretaram (%)
log1o copias/ml de DNA do 28(24-3.2) 3.7 (3.3-4.5) 0 <0.018
HHV-8

Variaveis continuas sdo apresentadas como medias e intervalos interquartis; P = valores s&o
apresentados para comparagao entre trés grupos

&0 grupo masculino de HIV negativo foi significativamente diferente dos grupos masculino deHIV
positivo e do grupo feminino de HIV positivo em comparagao pareada; A diferenga entre os grupos
masculinos de HIV positivo e feminino de HIV positivos néo foi significativa

#*Em comparagdo pareada, a positividade do ELISA foi significativamente diferente apenas entre os
grupos masculinos de HIV positivos e femininos HIV positivos

* Limiar para detecg¢do de 50 cépias / ml

** por analise de amostra: 6 amostras de soro, 6 de plasma e 120 de saliva por paciente

§ Comparacgéo entre grupos masculinos HIV negativos e homens HIV positivos

Fonte: O autor.
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Tabela 5.2 - Concordancia Intra-ensaios para 6 amostras de soro obtidas de 123 patients pacientes

em Séao Paulo, Brasil

Ensaios | Concordancia geral | Concordancia Concordancia Kappa (95% IC)
% (n/N) entre resultados entre resultados Para todos Valores de

positivos negativos p

% (n/N) % (n/N)
ELISA 100% (738/738) 100% (288/288) 100% (450/450) 100% <0.0001
IF-LANA | 99.2% (732/738) 96.9% (192/198) 100% (540/540) 96% <0.0001
IF-lytic 98.9% (730/738) 94.2% (130/138) 100% (600/600) 94% <0.0001

Fonte: O autor.
Tabela 5.3 - Desempenho dos ensaios sorologicos para detecgéo salivar do DNA do HHV-8
excretados entre 91 homens (47 HIV soropositivos and 44 HIV soronegativos HSH)
Ensaios Positividade Sensibilidade Especificidade Valores Valores
sorolégicos n (%) % (95% IC) % (95% IC) predictivos predictivos
positivos negativos %
% (95% IC) (95% IC)

ELISA 18 (100.0) 100.0 (81.5-100.0) 67.1 (55.1-77.7) 42.9 (27.7-59.0) 100.0 (92.7-100.0)
IFA LANA 15 (83.3) 83.3 (58.6-96.4) 83.6 (73.0-91.2)  55.6 (35.3-74.5) 95.3 (86.9-99.0)
IFA Lytic 6 (33.3) 33.3(13.3-59.0)  83.6 (73.0-91.2)  33.3 (13.3-59.0) 83.6 (73.0-91.2)
ELISA + IFA 15 (83.3) 83.3 (58.6-96.4) 91.8 (83.0-96.9) 71.4 (47.8-88.7) 95.7 (88.0-99.1)
LANA
ELISA + IFA Lytic 6 (33.3) 33.3 (13.3-59.0) 93.2 (84.7-97.7) 54.5(23.4-83.3) 85.0 (75.3-92.0)
ELISA + IFA 6 (33.3) 33.3 (13.3-59.0) 98.6 (92.6- 85.7 (42.1-99.6) 85.7 (76.4-92.4)
LANA + IFA Lytic 100.0)
IFALANA + IFA 6 (33.3) 33.3(13.3-59.0)  94.5(86.6-98.5)  60.0 (26.2-87.8) 85.2 (75.6-92.1)
Lytic

Fonte: O autor.
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6 CAPITULO IV: EXCREGAO ORAL DE HERPESVIRUS HUMANOS EM
PACIENTES TRANSPLANTADOS RENAIS

6.1 Introducao

O transplante renal é considerado o melhor tratamento para a reabilitacao de
um paciente com doenca renal em estagio terminal. Os avangos nos medicamentos
imunossupressores e a consolidagdo dos programas de transplante fizeram do
Brasil o pais com o maior numero de transplantes realizados no sistema publico de
saude, com uma meédia de 5.000 transplantes de rim por ano, nos ultimos 10
anos. Atualmente, o sucesso dos transplantes € decorrente principalmente do controle
do processo de rejeigao, devido a uma melhor compreenséo do processo imunoldgico
desencadeado pelo  transplante, e pelo desenvolvimento  de  agentes
imunossupressores eficazes. Apesar disso, existe um risco potencial de infeccbes
primarias ou oportunistas em pacientes transplantados-

Complicagdes virais infecciosas, em pacientes transplantados renais, causadas
pelos virus da familia Herpesviridae, tais como herpes virus simples 1 e 2 (HSV-1 e
HSV-2), citomegalovirus (CMV), varicela zoster virus (VZV) e Epstein Barr virus
(EBV), foram descritas na literatura.>® Outros membros desta familia, tais
como herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6A e B), herpesvirus humano tipo 7 (HHV-
7) e herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) foram menos descritos pois eles estdo menos
associados as complicagdes em pacientes transplantados renais.”-°

A coleta de saliva é reconhecida como um método nao invasivo, com grande
potencial para diagndstico e detecgdo de microrganismos, como 0s Vvirus
da familia Herpesviridae.''-'3 A detecgédo desses grupos virais na saliva de pacientes
transplantados renais e pacientes renais cronicos ja foi demonstrada na literatura 8914
”No entanto, a heterogeneidade das metodologias utilizadas e a
variagado em resultados obtidos pelos diferentes autores, ndo nos permite conhecer o
padrao real de excrecédo salivar dos diferentes tipos de herpesvirus humanos em

pacientes transplantados renais.
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Apesar dos avangos meédicos e farmacoldgicos, as infecgées continuam sendo
a causa mais frequente de mortalidade e 62,6% dos individuos transplantados
desenvolvem pelo menos um episodio infeccioso. A incidéncia de infecgdes varia
entre os centros.3 O impacto das infecgdes por herpesvirus em pacientes
transplantados renais tem sido constantemente estudado,’?° mas até o momento,
essas pesquisas nao encontraram estratégias ou métodos seguros para prever as
formas de infeccdo ativas. Embora existam protocolos disponiveis para prevenir as
infecgbes por herpesvirus, ainda existe um numero consideravel de rejeigbes de
transplantes devido a essas infecgcoes, principalmente aquelas causadas pelo
CMv_5,6,17,18-20

Nao ha estudos descritos que confirmem o verdadeiro motivo do aumento da
excregao de herpesvirus nos transplantados renais, embora esse aumento ja tenha
sido relatado na literatura.® Considerando que o sistema imunoldgico do paciente é
essencial no controle de infecgdes oportunistas, assim como também é o fator
primario na manutengao da laténcia viral, nossa hipétese é de que o tratamento
imunossupressor seja responsavel pelo aumento da excre¢cdo de herpesvirus em
pacientes transplantados renais. Os receptores de transplante renal sdo submetidos
ao tratamento imunossupressor, que por sua vez, pode facilitar a reativagao dos
herpesvirus, geralmente latentes em pacientes imunocompetentes ou ainda tornar o
paciente mais suscetivel a uma nova infecgao.

Nesse contexto, descrever o perfil de excre¢cdo de herpesvirus humanos na
saliva de pacientes transplantados renais é importante e pode ser usado como base
para estudos que procurem determinar a relagado entre excregao oral e a presenga
clinica de infecgdes e também a relagdo com as rejeigdes de transplantes. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi descrever a excrecao oral de herpesvirus humano em
pacientes transplantados renais, utilizando uma técnica multiplex, que permite um

meétodo rapido e relativamente barato de detecgao.
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6.2 Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo prospectivo de caso-controle. O grupo de estudo
envolveu 50 pacientes transplantados renais, e o grupo controle envolveu 50
individuos nao transplantados e imunocompetentes. Este estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP), de acordo com o protocolo no. 290/2011 (Anexo D), e todos os participantes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

Os critérios de inclusdo do grupo controle foram: ter mais de 18 anos, ser
imunocompetente, ndo ser transplantado e nao ter outra doenga cronica. No grupo de
estudo os critérios foram: pacientes com idade superior a 18 anos que realizaram
apenas transplante renal, independentemente do periodo pds-transplante. Todos os
participantes foram acompanhados no Departamento de Doencgas Infecciosas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Amostras de lavado bucal foram coletadas apés bochechos com 5 ml de agua
destilada por 30s. Um volume de 200pl foi obtido por centrifugagéo a 800 rpm em tubo
cbnico. As amostras foram divididas em aliquotas, em tubos criogénicos e
armazenadas em freezer a -80°C até o momento da analise laboratorial.?’

As extracbes de DNA das amostras de lavado bucal foram realizadas no
Laboratorio de Virologia, Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo
(IMT — USP), usando o Kit Genomic DNA extraction (Real Genomics®, Real Biotech
Corporation) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As amostras foram
processadas em trés ambientes fisicos diferentes em cada uma das etapa do
procedimento, a fim de evitar a contaminagao: 1) area de extragdo de acido nucleico,
2) area de pré-PCR e 3) area de amplificagdo de DNA, com distribuicdo dos produtos
da PCR e deteccéao de fragmentos de DNA apds a PCR. Foram utilizados pelo menos
trés controles negativos (agua Milli-Q) por ensaio, incluindo a intercalagédo das
amostras. As amostras obtidas da extragdo de DNA foram submetidas a reagao de
amplificagdo do DNA com B-globina humana para avaliagdo de sua viabilidade.

Os herpesvirus humanos foram detectados por PCR e subsequente digestao
enzimatica. Dois conjuntos de primers, HSVP1 (5'-
GTGGTGGACTTTGCCAGCCTGTACCC-3") / HSVP2 (5'-
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TAAACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA-3") e VZVP1 (5'-
GTCGTGTTTGATTTTCAAAGTTTATATCC-3") [/ VZVP2 (5-ATAAACACACAA
TCCGTATCACCATAAATAACCT-3'), promoveram a reacao, utilizando-se de regides
chave do DNA, que conservadas durante a purificagao, sofreram lise mediante agao
enzimatica da DNA polimerase — com base no alinhamento das sequéncias de DNA
dos oito herpesvirus humanos conhecidos.

Cada reacgao foi realizada em um volume total de 50 pl, que continha 5ul de
solugao tampéo 10X Gold Star 10X (Promega, Madison, WI, EUA), 10uM de cada
primer, 0,4ul (5U) de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 10ul de DNA
extraido. As amostras foram inicialmente desnaturadas a 95°C por 5min, seguidas de
40 ciclos, incluindo desnaturacao por 50s a 94°C, hibridacao por 50s a 62°C, extensao
por 60s a 72°C e extensao final a 72°C por 5min para HSVP1/P2. Em seguida, as
amostras foram novamente desnaturadas a 95°C por 5min seguidas de 45 ciclos,
incluindo desnaturagao por 50s a 94°C, hibridagao por 50s a 50°C, extensao por 50s
a 72°C e extensao final a 72°C por 5min para VZVP1/P2. Controles positivos de uma
cultura de herpesvirus também foram incluidos, enquanto o controle negativo foi a
agua. Todas as reagdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (PTC
200MJ Research). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,75%, corados com solugédo de brometo de etidio (10mg/ml, Invitrogen) e
expostos a luz ultravioleta para visualizagao.

Cada mistura de reac¢ao na qual os amplicons foram detectados foi submetida
a digestdao com as enzimas de restricdo BamHI e BstUl (New England Biolabs). A
mistura de digestdo consistiu em 10ul de mistura de PCR, 1,5ul de uma solucéo
tampao enzimatica apropriada, 1yl de enzima e 2,5ul de agua Milli-Q para um volume
total de 15ul. As misturas da reagéo foram incubadas por 1 hora a 37°C (BamHI) e
depois a 60°C (BstUIl). Todos os testes foram realizados no Laboratério de Virologia
do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo.

As variaveis "idade" (Kolmogorov-Smirnov Z = 0,610, P = 0,850) e "meses apds
transplante" (Kolmogorov-Smirnov Z = 1,306, P = 0,066) apresentaram distribuicdo
normal. Para comparag¢do, caso necessario, das frequéncias de género entre os
grupos (experimental e controle) quanto a presencga de herpesvirus na saliva, foram
utilizados o teste do qui-quadrado e o exato de Fisher. Para verificar as associacbes
de excregao oral dos diferentes herpesvirus, com idade ou meses ap6s transplante,

foi utilizado o teste t de Student. Os dados resultantes foram analisados usando o
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software SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). O nivel de significancia foi

estabelecido em 5% para todos os testes estatisticos (P <0,05).

6.3 Resultados

Nesse estudo foi possivel observar que os pacientes transplantados renais
apresentaram maior excre¢gao de herpes virus humanos em comparagao ao grupo
controle, exceto o HHV-6A e o HHV-7. Foi encontrada significancia estatistica para
HSV-1 (P = 0,025) e EBV (P = 0,024) (Tabela 6.1).

A idade média dos pacientes transplantados renais foi de 49,42 + 12,94 anos e
0S meses apos transplante renal correspondiam a 68,20 £ 67,19 meses. Em relacao
ao género, 28/50 (56%) eram do género feminino. O grupo controle foi constituido por
individuos nao transplantados e imunocompetentes, com idade média de 30,28 + 7,72
anos, sendo a maioria também do sexo feminino (40/50, 80%). Nao encontramos
relagao entre sexo e excrecao oral de herpesvirus em pacientes transplantados renais
(Tabela 6.2).

A idade nao influenciou a excrecao oral dos herpesvirus em pacientes
transplantados renais. A idade média dos pacientes positivos e negativos em relagao
a presenga dos diferentes subtipos virais na saliva foi semelhante. Em geral, os
individuos excretaram herpesvirus na saliva nos meses iniciais apos o transplante
renal, especialmente o VZV, que mostrou um valor estatisticamente significativo
(Tabela 6.3).

6.4 Discussao

Complicacdes infecciosas apds o transplante renal estdo associadas a
significativa morbidade. O principal objetivo deste estudo foi determinar o perfil de
excrecao oral dos herpesvirus humanos em pacientes transplantados renais,

comparando os resultados com os observados na populagdo imunocompetente. Os
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individuos transplantados renais apresentaram maior excrecao oral dos herpesvirus
quando comparado ao grupo controle, e esse resultado foi estatisticamente
significativo para HSV-1 e EBV. Somente o HHV-6A e o HHV-7 foram mais comuns
na saliva de individuos saudaveis, mas sem significancia estatistica. Nao ha dados
consistentes na literatura sobre o assunto proposto em nosso estudo. Encontramos
estudos com pequenos grupos para analise de subtipos virais especificos da familia
Herpesviridae. Nesse contexto, nosso estudo é o primeiro a analisar a excegao oral
de todos os herpesvirus em pacientes transplantados renais.

E possivel que a imunomodulacéo dos pacientes transplantados renais induza
a reativagao de herpesvirus latentes, que seriam detectados apenas mais tardiamente
apos o transplante, o que pode estar relacionado a uma maior excregao desses virus
nesse grupo de pacientes. Carraro e Granato?? também propuseram essa explicagao,
mas avaliaram apenas o CMV usando a saliva para genotipagem de HCMV, bem
como amostras de sangue ou urina.

Kaufman et al.?® avaliaram a frequéncia da excregéo oral do DNA do HSV-1,
usando PCR, em lagrimas e saliva, coletadas duas vezes ao dia, por 30 dias
consecutivos, em individuos assintomaticos e normais.Trinta e sete (74%) dos 50
individuos foram soropositivos para HSV IgG por ELISA. As porcentagens de
esfregacos oculares e bucais positivos foram aproximadamente equivalentes: 33,5%
(941/2806) e 37,5% (1020/2723), respectivamente. Esses resultados diferem dos
nossos, o que pode ser justificado pelo fato de nossa coleta de saliva ter ocorrido
apenas uma vez ao dia, enquanto a dos autores foi realizada duas vezes ao dia, por
30 dias consecutivos, em individuos normais.

Da Silva et al.?* investigaram a frequéncia da reativagdo do HSV-1 na cavidade
oral de 14 pacientes soropositivos para o HIV com histéria prévia de herpes labial
recorrente (grupo recrudescente) e compararam com 11 individuos sem histérico de
lesbes recrudescentes (infecgdo assintomatica pelo HSV-1). A presenga de DNA do
HSV-1 foi identificada por nested PCR. Eles concluiram que a excre¢ao de HSV-1 na
cavidade oral ocorre independentemente da presenga do herpes labial
recorrente. Este grupo é semelhante ao grupo dos individuos transplantados renais,
uma vez que ambos 0s grupos sdo imunocomprometidos. Parece que a excregao oral
nao esta relacionada a presenca clinica de lesées, mas sdo necessarios mais estudos
prospectivos para comprovar essa hipotese no grupo de pacientes transplantados

renais.
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Yamamoto et al.'” coletaram amostras seriadas de saliva e urina de vinte
criangas com doencgas renais para elucidar a cinética de trés B-herpesvirus (CMV,
HHV-6 e HHV-7) durante um periodo de 1 ano. As cargas de DNA viral foram medidas
usando real-time PCR. Em 10 pacientes soropositivos para o CMV, o DNA do CMV
raramente foi detectado na saliva e sua carga viral foi menor do que a dos outros
dois B-herpesvirus. Isso corrobora os resultados negativos para o CMV em nossos
pacientes. Todos os pacientes do estudo dos autores acima, foram soropositivos para
o HHV-6B, pois esse virus foi detectado com mais frequéncia na saliva, no entanto,
esse achado difere daqueles encontrados em nosso estudo. Dois dos 20 pacientes
foram soronegativos para o HHV-7. Elevado numero de coépias de DNA viral foi
detectado continuamente na saliva de pacientes soropositivos para o HHV-7, um
achado semelhante ao encontrado em nosso estudo. As cargas de DNA do HHV-6B
foram significativamente maiores em pacientes com tratamento imunossupressor em
comparagao com aqueles sem tratamento. Nenhuma associagao temporal notavel
entre excrecao de DNA viral e proteindria ou tratamento imunossupressor foi
demonstrada no estudo dos autores. Eles concluiram que o padrdao de excrecao de
DNA viral na saliva e na urina foi diferente entre os trés virus e nao foi observada
correlacdo temporal entre infeccdo viral e doencas renais. No presente estudo,
também encontramos diferentes padrbées de excrecdo oral de herpesvirus em
pacientes transplantados renais.

O CMV é a infecgao viral mais prevalente em pacientes transplantados renais
e ocorre principalmente apos o primeiro més de transplante, com incidéncia estimada
entre 30% e 78%.235'8 A infecgdo depende do status soroldgico do individuo, os
pacientes podem desenvolver uma infecgao primaria qualquer, uma superinfec¢ao ou
uma reativacdo do CMV. A presenca de CMV no plasma é detectada por testes como
a PCR.2356,18.20 Clinicamente, a infecgdo por CMV se assemelha a mononucleose,
mas pode levar a complicagbes como pneumonia, disturbios hemorragicos
gastrointestinais, pancreatite, hepatite e doencas do sistema nervoso central. Na
cavidade oral, pode se apresentar como ulceragdes da mucosa.?®?¢ Os efeitos da
infeccado podem ser diretos, representado pelo desenvolvimento da doenca em si, ou
indiretos, como aumento do risco de rejei¢do aguda do enxerto e disfungao cronica do
rim transplantado. Nenhum paciente no presente estudo apresentou excrec¢ao oral de

CMV; esses resultados podem ser atribuidos ao fato de nossa amostra apresentar um
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periodo médio pds-transplante longo (68,20 £ 67,19 meses) e as infecgdes por CMV,
em pacientes transplantados renais, sdo mais comuns até o terceiro més (90 dias)
pos o transplante.

Al-Otaibi et al.® estudaram a excregdo oral do HHV-8 em pacientes
transplantados renais com Sarcoma de Kaposi, mostrando que a cavidade oral € um
importante local de excregéo oral do HHV-8 nesses pacientes, 0 que sugere que a
saliva tem maior potencial de disseminar esse virus do que o sangue. Em 2009, esses
pesquisadores relataram um caso de um paciente transplantado renal na Arabia
Saudita, do qual amostras pareadas de saliva, raspado bucal e sangue foram obtidas,
do receptor e do doador, no periodo de 3 dias antes do transplante, até 38 semanas
apos o transplante. Antes do transplante, o receptor era soropositivo para a IgG anti-
HHV-8, mas o doador era soronegativo. O DNA do HHV-8 pbde ser detectado no
sangue e na saliva e no raspado bucal do receptor, e a carga viral salivar foi estimada
em 2,6 milhdes de copias do genoma/ml. Apds o transplante, a carga viral salivar do
receptor aumentou inicialmente para 4,1 milhdes de coépias do genoma/ml e,
posteriormente, diminuiu vertiginosamente, coincidindo com um aumento na dose de
Valaciclovir. Os autores concluiram entdo, que a imunossupressao e a profilaxia
antiviral podem interagir para influenciar o espectro oral do HHV-8 e a extensao da
excregdo na cavidade oral.® A prevaléncia da infecgéo pelo HHV-8 n3o é tao universal
guanto a de outros herpesvirus com excrecéo oral. A amostra do presente estudo foi
negativa para o HHV-8, e acreditamos que isso se deve principalmente ao fato de o
Brasil ndo ser uma regidao endémica para infec¢des por esse subtipo viral.

Os autores acima mencionados, também levantaram a hipétese de que a
transmissao oral de HHV-8 entre pacientes em tratamento com hemodialise contribui
para a alta prevaléncia de infecgcdo em pacientes com doenca crbénica renal, na Arabia
Saudita. O estudo comparou pacientes em hemodiadlise com pessoas aparentemente
saudaveis e encontraram taxas de 16,7% versus 0,4% para IgG anti-HHV-8
(P <0,001) e de 4,2% versus 0,4% para o DNA do HHV-8 (P <0,05). A quantidade de
virus excretada na saliva variou entre 8.600 e 119.562.500 (média: 24.009.360) de
equivalentes de genoma/ml entre os cinco pacientes nos quais o DNA do HHV-8 foi
detectado. O fluido oral, além do sangue, €&, portanto, um provavel veiculo para a
transmissao do HHV-8 e pode possivelmente contribuir, juntamente com a
imunossupressao, para o alto risco de infeccao pelo HHV-8 em pacientes com

sarcoma de Kaposi submetidos a hemodialise. Mais estudos sao necessarios para
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esclarecer os fatores especificos responsaveis pela transmissdo do HHV-8 entre
pacientes em hemodialise.' Acreditamos que um estudo especifico dos subtipos de
herpesvirus € importante em regides endémicas, como a Arabia Saudita.

Adicionalmente, Lima et al.?> e Lépez-Pinto et al.?® relataram um caso de
paciente transplantado renal que apresentou lesdes orais associadas ao CMV e
HSV. Neumann et al.?° relataram um caso de infecgdo sistémica por CMV manifestada
como Uulceras genitais e orais em um paciente transplantado renal, porém n&o ha
estudos que associem a excregao oral dos herpesvirus a presenca de lesdes orais.

A maioria dos pacientes deste estudo era do sexo feminino, com idade média
de 49,42 + 12,94 anos. Esses dados diferem do estudo de Ak et al.,® que mostrou a
maioria sendo do sexo masculino com idade média de 32,5 anos (variando de 12 a 68
anos) e com maior incidéncia de infecgdo em mulheres do que em homens. Em nossa
pesquisa néo se avaliou a presenga clinica de herpesvirus. Yalci et al.® observaram
em seu estudo, idade média de 38,55+ 13,31 anos, com pequena maioria dos
homens. Os estudos de Al-Otaibi et al.8 e Meijers et al.? apresentaram idades médias
semelhantes as do nosso trabalho. Variagdes nesses resultados podem ser atribuidas
a fatores como tamanho da amostra e localizagao geografica do estudo.

O presente estudo buscou avaliar se 0 sexo e a idade dos pacientes
transplantados renais influenciaram a excrecédo oral dos herpesvirus humano, e foi
possivel observar que nenhuma das variaveis influenciou a excrecdo oral do
herpesvirus. Esse resultado enfatiza que sexo e idade nao determinam a presencga de
infeccdo viral, uma vez que em pacientes transplantados renais, receptores de
aloenxerto, a terapia medicamentosa imunossupressora € a principal causa de
imunossupressao e ocorréncia das infecgdes.!’ No entanto, examinando a saliva de
individuos normais, Kaufman et al.?® relataram que os homens apresentaram maior
frequéncia de excregao oral de HSV-1 (457/1009; 45,3%) em comparagdo com as
mulheres (563/1703; 33,1%).

Observamos que os pacientes desta pesquisa tiveram média de 68,20 + 7,19
meses apos transplante renal e os herpesvirus foram mais excretados nos primeiros
meses apos o transplante, com resultado estatisticamente significativo para o
VZV. Nao existem dados na literatura que associem a presenga de herpesvirus na
saliva apds o transplante renal, mas sabe-se que as infecgbes sdo mais comuns nos

primeiros meses apos o transplante, quando o paciente esta em um periodo de
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maxima imunossupressao.3>'° Essa afirmacgao pode justificar os dados encontrados
no presente estudo sobre a relagdo entre periodo pds transplante e a excregao oral
de herpesvirus em pacientes transplantados renais. Por exemplo, Al-Otaibi et al.?
observaram que a carga viral salivar de HHV-8 dos pacientes transplantados renais
aumentou 60% apdés 1 més de terapia imunossupressora. No que diz respeito a
infecgdo por VZV, Mustapic et al.?’ analisaram 1.139 pacientes que receberam
aloenxerto renal, e a infecgéao por VZV foi diagnosticada em 40 pacientes (3,51%). No
presente estudo, apenas dois pacientes apresentaram excrecao oral deste
herpesvirus e o periodo médio apds o transplante foi de 22,00 £ 2,82 meses.

Além disso, Al-Otaibi et al.8 relataram cinco casos de sarcoma de
Kaposi em pacientes transplantados renais soropositivos para oHHV-8 e o
diagnostico ocorreu em varios intervalos apos o transplante. Carraro & Granato??
relataram que na sua amostra, a infeccao pelo CMV ocorreu em um tempo médio de
47 dias (34-105 dias) apds o transplante renal. Os achados de Netchiporouk et al.?®
mostraram que a incidéncia de infeccao pelo HSV em seus pacientes foi de
aproximadamente 10% (10/98 casos). A maioria das infecgbes (8/10) ocorreu nos
primeiros 2 anos apos o transplante e a maior incidéncia (40%) foi encontrada no
primeiro més apos a cirurgia.

Nossa pesquisa ndo avaliou a presenca clinica de infecgdes por herpesvirus.
Nosso trabalho propds observar o perfil de excregéo oral desses virus na saliva de
pacientes transplantados renais. Portanto, futuramente, sao necesséarios mais
estudos para mostrar a associagcéo entre a excregao oral dos herpesvirus humano e
apresentacao clinica da doencga nesse grupo de pacientes. Manifestagdes clinicas
das infec¢des por herpesvirus com presencga de herpesvirus na lesao foram relatadas
na literatura em outros grupos de pacientes transplantados. Schmidt-Westhausen et
al.?° analisaram a presenca de EBV no epitélio da borda lateral da lingua em um grupo
de pacientes transplantados de figado, em comparagao com um grupo controle,
usando microscopia eletrénica. Observou-se que 15% dos pacientes transplantados
de figado apresentavam particulas tipicas da familia dos herpesvirus, enquanto todos
os controles eram negativos para o EBV. Eles também observaram que 3 dos 5
pacientes positivos para EBV apresentavam leucoplasia pilosa, porém todos os
pacientes eram negativos para o HIV. Portanto, é possivel observar uma relacao entre

presenca viral e manifestagdes clinicas da lesao.



99

Ainda nao esta claro na literatura, quais sdo as probabilidades e razdes para
um aumento maior da excreg¢ao oral dos herpesvirus em pacientes transplantados
renais. No entanto, Kaufman et al.?3 estudando a excrecdo do HSV-1 na saliva e
lagrima de pacientes normais, relataram que a excregdo do virus é claramente
intermitente e que a probabilidade de deteccdo do DNA do HSV-1 é diretamente
proporcional a duracao do estudo e ao numero de amostras coletadas. Nosso estudo
realizou apenas uma unica coleta de saliva em pacientes com diferentes periodos pos
transplante. Portanto, é importante a realizagdo de estudos prospectivos e com maior
numero de coletas para avaliagdo da excrecdao de herpesvirus em pacientes
transplantados renais.

O presente estudo descreveu o perfil de excreg¢ao oral dos herpesvirus, em 50
pacientes transplantados renais. Os resultados deste estudo sao importantes para
outros pesquisadores, que procuram associar a excregao oral a presenca clinica de

lesdes, principalmente como um potencial preditor de infeccao pelos herpesvirus.

6.5 Conclusao

Os individuos transplantados renais excretaram herpesvirus com mais
frequéncia do que os individuos controle, especialmente o HSV-1 e EBV. O sexo e a
idade dos individuos transplantados néao influenciaram na presenga do virus em sua
saliva, sendo mais frequente a excrecdo oral dos herpesvirus em pacientes com

transplante renal recente (63,62 + 66,13 meses).
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Tabela 6.1 - Comparagao entre excregao oral dos herpesvirus em pacientes transplantados renais e
individuos imunocompetentes

Individuos
Herpesvirus Grupo de estudo Controle p
n(%) n(%)
Panherpes
Positivo 47 (94.0) 43 (86.0) 0,182
Negativo 3(6.0) 7 (14.0) ’
HSV-1
Positivo 9 (18.0) 2 (4.0) 0.0250)
Negativo 41 (82.0) 48 (96.0) )
VZV (HHV-3)
Positivo 2 (4.0) 0 (0.0) 0.495@
Negativo 48 (96.0) 50 (100.0) ’
EBV (HHV-4)
Positivo 25 (50.0) 14 (28.0) 0.02407
Negativo 25 (50.0) 36 (72.0) )
HHV-6A
Positivo 0 (0.0) 1(2.0) 1.000@
Negativo 50 (100.0) 49 (98.0) )
HHV-6B
Positivo 4 (8.0) 1(2.0) 0.3620)
Negativo 46 (92.0) 49 (98.0) ’
HHV-7
Positivo 38 (76.0) 42 (84.0) 0.3170
Negativo 12 (24.0) 8 (16.0) )
TOTAL 50 (100.0) 50 (100.0)

As amostras (grupo estudo e controle) foram negativas para os virus herpes simples - tipo 2 (HSV-2),

citomegalovirus humano (CMV / HHV-5) e herpesvirus humano 8 (HHV-8).

*Significancia estatistica

(a) Teste qui-quadrado de Pearson

(b) Teste exato de Fisher

Fonte: O autor.
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Tabela 6.2 - Associagao entre género e excregao oral dos herpesvirus em pacientes transplantados

renais
Género
Herpesvirus Homens Mulheres o)
n(%) n(%)
Panherpes
Positivo 21 (95.5) 26 (92.9) 1.00
Negativo 1(4.5) 2(7.1) ’
HSV-1
Positivo 6 (27.3) 3 (10.7) 0.157
Negativo 16 (72.7) 25 (89.3) ’
VZV (HHV-3)
Positivo 0 (0.0) 2(7.1) 0497
Negativo 22 (100.0) 26 (92.9) '
EBV (HHV-4)
Positivo 11 (50.0) 14 (50.0) 1.000@
Negativo 11 (50.0) 14 (50.0) )
HHV-6B
Positivo 2(9.1) 2(7.1) 1.000
Negativo 20 (90.9) 26 (92.9) ’
HHV-7
Positivo 15 (68.2) 23 (82.1) 0.251@
Negativo 7 (31.8) 5(17.9) ’
TOTAL 22 (100.0) 28 (100.0)

As amostras foram negativas para os virus herpes simples - tipo 2 (HSV-2), citomegalovirus humano
(CMV / HHV-5) e herpesvirus humano 8 (HHV-8).

(1) Teste exato de Fisher
(2) Teste qui-quadrado de Pearson

*Significancia estatistica

Fonte: O autor.
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Tabela 6.3 - Associagao entre excreg¢ao oral dos herpesvirus e idade e meses pos transplante em
pacientes transplantados renais

Herpesvirus n Idade Meses pos transplante
P MédiatSD o MédiatSD o

Panherpes

Positivo 47 49.15+12.88 63.62 +66.13

Negativo 3 53.67+15.94 0-563 140.0 +42.14 0.055
HSV-1

Positivo 9 48.22+17.88 41.67 +50.88

Negativo 41 49.68+11.86 0.820 74.02 +69.42 0.194
VZV (HHV-3)

Positivo 2 50.50+6.36 22.00 +2.82 .

Negativo 48 49.38+13.18 0.906 70.13 +67.91 <0.001
EBV (HHV-4)

Positivo 25 50.48+13.95 70.40 +64.46

Negativo 25 48.36+12.04 0.568 66.00 +71.07 0.820
HHV-6B

Positivo 4 51.75+9.03 75.00 +51.26

Negativo 46 49.22+13.28 0.711 67.61 +68.82 0.835
HHV-7

Positivo 38 47.66+12.15 65.39 +67.48

Negativo 12 55.00+14.28 0.087 77.08 +68.39 0.604

As amostras foram negativas para os virus herpes simples - tipo 2 (HSV-2), citomegalovirus humano

(CMV / HHV-5) e herpesvirus humano 8 (HHV-8).

SD desvio padrao

*Significancia estatistica

(a) Teste t de Student

Fonte: O autor.
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7 CAPITULO V: EXCREGAO ORAL E VIREMIA DOS POLIOMAVIRUS EM
PACIENTES TRANSPLANTADOS RENAIS

7.1 Introducao

Atualmente, os exames laboratoriais bioquimicos sanguineos sdo a primeira
escolha para acompanhamento e monitoramento de doengas. No entanto, a saliva
tem sido sugerida como um excelente material de diagnostico e monitoramento,
principalmente pelo fato de que a coleta de saliva € uma técnica simples, indolor, de
baixo custo e segura tanto para pacientes e como para a equipe médica. Além disso,
a saliva € uma fonte de material que pode ser coletada varias vezes ao dia, sem
prejuizo para o paciente.’

O poliomavirus BK (BKPyV) tem uma alta prevaléncia de infeccéo latente na
populagcao saudavel, no entanto, € capaz de causar disfungao renal por nefrite
associada ao virus BK, em pacientes transplantados renais, principalmente pelo fato
desses pacientes estarem imunocomprometidos. A triagem para BKPyV geralmente
revela viruria e/ou viremia, podendo progredir para doencgas ativas. 2

Os pacientes transplantados renais precisam de cuidados e ateng¢ao especiais
no acompanhamento pods transplante. O tratamento imunossupressor € essencial
para a manutencao do transplante renal, mas influencia negativamente o equilibrio
entre a replicagao viral e a resposta imune celular. Isso leva a um risco potencial de
infecgbes primarias ou reativagdes oportunistas. 4° O BKPyV causa 95% dos casos
de nefropatia relacionados ao poliomavirus, sendo os 5% restantes causados pelo
virus JC. A nefropatia prejudica a fungcdo do enxerto, causando falha prematura do
mesmo em 1% a 10% dos pacientes com transplante de rim. &

Considerando que o BKPyV permanece latente no tecido renal, os receptores
de transplante renal sdo monitorados com grande interesse para a detecg¢do do virus,
a fim de evitar doengas clinicas ativas. O diagndstico precoce e a recuperagao
imunoldgica sao essenciais para evitar a rejeicdo do transplante nesses pacientes. A
triagem nao invasiva pode facilitar a detecgdo de novos casos e monitorar casos

previamente conhecidos.>-® Assim, é importante conhecer o perfil da excregéo oral
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do BKPyV nesses pacientes e entender a importancia clinica dessa excregao salivar.
O objetivo desta pesquisa foi verificar a presengca de BKPyV na saliva de pacientes

transplantados renais e correlacionar com a viremia.

7.2 Materiais e Métodos

7.2.1 Delineamento e Estudo Populacional

Foi realizado um estudo transversal em que os participantes fizeram parte de
uma amostra de conveniéncia da Unidade de Transplante de Rim do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), Sao
Paulo/SP, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa local, de
acordo com o protocolo numero 0234/10 (Anexo D), com todos os participantes
assinando um termo de consentimento livre e esclarecido.

Os dados demograficos foram coletados, incluindo informagdes sobre sexo,
idade e periodo pos-transplante no momento da coleta de dados. Os critérios de
inclusdo foram: ter idade superior a 18 anos, ter realizado apenas transplante renal,
independentemente do tempo pos-transplante. Enquanto os critérios de exclusao
foram: o uso de medicamentos antivirais nos ultimos trés meses antes da coleta das
amostras, serem soropositivos para o HIV ou ter sido submetidos a transplante multi-
visceral.

A populacgao do estudo envolveu 126 receptores de transplante renal, em que
foi coletado 126 amostras de saliva e 52 amostras de sangue (somente dos pacientes
qgue consentiram a coleta de sangue). Todos os tipos de amostras foram coletados no
mesmo momento. Aproximadamente 3ml de saliva n&o estimulada foram coletados
em um tubo Falcon de 50ml usando o método de drenagem, com a coleta de primeiro
minuto sendo descartada. Cinco mililitros de sangue foram coletados e colocados em
um tubo contendo fator de coagulagdo. As aliquotas da amostra de sangue
foram separadas para analise de BKPyV. Todas as amostras foram armazenadas
a - 80°C.
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7.2.2 Extracao e quantificagdo de DNA usando PCR real-time

A deteccédo e quantificagdo do BKPyV foram realizadas por PCR real-time,
sendo realizados os procedimentos laboratoriais no Laboratério de Virologia do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Séao Paulo (IMT - USP). A extragéo
do DNA 23foi realizada usando o kit QIAGEM QIlAamp, de acordo com especificagbes
do fabricante. Na PCR foram usados primers e sondas especificas para detectar o
gene que codifica a proteina Ag-T do BKPyV, resultando em 1 fragmento de 80 pb
(forward: 5-GAAACTGAAGACTCTGGACATGGA-3; reverse: 5-
GGCTGAAGTATCTGAGACTTGGG-3; BKPyV marcador:
CAAGCACTGAATCCCAATCACAATGCTC).®

As sondas de reacao foram marcadas com FAM (6-carboxifluoresceina) como
um corante iniciador na extremidade 5' e com TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina)
como um marcador na extremidade 3'. A reacgao final foi preparada com 12,5ul de
TagMan Universal PCR Master Mix (2x) (Biosystems® Aplicada), 0,5yl de cada
iniciador (10uM), 0,5ul de sonda (5uM) e 6ul de agua DEPC. Os parametros de reagao
foram 2min a 50°C e 10min a 95°C, seguidos de 45 ciclos (15s a 95°C e 1min a 60°C)
em termociclador ABI 7300 (Applied Biosystems®). Um padrao plasmatico contendo
a grande regiao de codificagao do antigeno T foi usado como controle para determinar
o numero de cépias por mililitro (cp/ml) na reagéo final. O protocolo empregado possui
uma alta sensibilidade analitica na reacao final, com uma detec¢cdo de 1000

copias por mililitro (cp/ml) de sangue.

7.2.3 Analise estatistica

Para comparacao da presenca de BKPyV no sangue e na saliva, foi utilizado
o teste da proporgao binomial. As variaveis “tempo pés-transplante” e “quantificacao
de BKPyV na saliva e no sangue” ndo apresentaram distribuigdo normal (Kolmogorov-
Smirnov, p <0,001). Para verificar as associagcbes entre a excrecdo salivar

do BKPyV e os periodos poés-transplante (em meses), foi utilizado o teste de Mann-
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Whitney. A correlagdo de Spearman foi utilizada para correlacionar a carga viral na
saliva e no sangue dos receptores de transplante renal . Os dados resultantes
foram analisados usando o software SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
EUA). Todos os testes foram realizados considerando um nivel de significancia de
0,05.

7.3 Resultados

A idade média dos participantes foi de 51,11 + 12,45 anos, dos quais 69
(54,8%) eram do sexo masculino e 57 (45,2%) do sexo feminino. O tempo médio pés-
transplante renal foi de 4,80%f 6,04 meses.O BKPyV foi quantificado
nas 126 amostras de saliva, com média de 4,761 £11,105 cp/ml (minimo=63;
maximo=55,241, mediana=1,108) e em 52 amostras de sangue, com média de
93,04 + 364,227cp/ml (minimo=80; maximo=1459,398, mediana=1,255). As amostras
de sangue mostram uma quantificagdo viral superioras de saliva. Apenas 16/52
(30,8%) participantes apresentaram BKPyV no sangue, enquanto 59/126 (46,8%)
excretaram o virus na saliva (p = 0,004) (Tabela 7.1). A excregdo do BKPyV foi
encontrada em pacientes com periodo pés-transplante mais curto (3,86 £ 5,25, p =
0,103) (Tabela 7.2).

Cinquenta e dois pacientes apresentaram amostras pareadas de sangue e
saliva, desses participantes, apenas 11 (21,1%) apresentavam viremia e excre¢ao
salivar do BKPyV ao mesmo tempo. Entre os 52 participantes, a média da carga viral
na saliva foi1,079+2916cp/mle no sangue foi de 28,801 +£202,289. Ao
correlacionarmos a carga viral na saliva e no sangue dessas amostras, observamos
uma fraca correlagdo entre a excrecao salivar e viremia do BKPyV. (Correlagcédo de
Spearman = 0,193, p = 0,170).
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7.4 Discussao

O BKPyV é frequentemente reativado em pacientes transplantados renais
devido a imunossupressao. Na urina, o BKPyV tem uma prevaléncia entre 20,4% e
40 % 781012 com a viruria do BKPyV sendo detectada em 4-5% dos transplantados
renais. O monitoramento do BKPyV por PCR nas amostras de urina e sangue € um
meétodo benéfico e rapido para a prevencao de complicagdes renais durante o
acompanhamento de pacientes transplantados renais.%-13-14

Os fluidos orais (ex: saliva) tém apresentado alta prevaléncia de BKPyV, com
deteccdo igualmente eficiente em comparagéo com a urina e o sangue.? Além disso,
a saliva contém muitos marcadores biolégicos que também podem ser detectados em
exames de urina ou sangue, dessa forma, os fluidos salivares podem ser utilizados
para a detecgao e monitoramento de diversas doengas com a mesma eficacia desses
outros fluidos corporais.''°

Embora a saliva seja um potencial material para diagndstico, ela também é um
importante meio de contaminacido a ser considerado, em pacientes transplantados
renais. Estudos demonstraram que a prevaléncia do BKPyV na saliva desses
pacientes atinge 91,7% 2, e esse virus também pode ser detectado na saliva de
pacientes HIV positivos.'® Os fluidos orais apresentam alta prevaléncia do BKPyV e
sao igualmente eficientes em comparagado com a urina e o sangue. Quando fluidos
orais sdo usados em ensaios de triagem para a detecgdo de poliomavirus, os
resultados sao altamente positivos e sdo especialmente indicados em pacientes que
nao conseguem urinar. Essa positividade nos fluidos orais ocorre mesmo quando o
paciente apresenta viremia negativa, o que indica que a saliva pode ser um meio de
deteccéo precoce do BKPyV.23

Em nosso estudo, 46,8% dos participantes excretaram o virus nos fluidos
orais, sendo um percentual menor do que o observado na literatura. Doencas
relacionadas ao BKPyV podem estar associadas com uma deficiéncia imunologica
especifica como resultado do uso de drogas imunossupressoras.31”

O BKPyV foi detectado em fluidos orais e infecgdes orais, com sua replicagao
ocorrendo in vitroem células da glandula salivar, o que justifica a presenca

de BKPyV na saliva.’® Os nossos resultados corroboram com os descritos na
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literatura, principalmente porque a presenca de BKPyV na saliva dos transplantados
renais € significativamente maior do que no sangue.

Em nosso estudo, as cargas virais foram maiores no sangue (93,604 + 364,227
cp/ml) do que na saliva (4,761 £ 11,105 cp/ml). Apesar da presenca de valores
discrepantes, acreditamos haver fortes indicacbes de que existem diferengas na
quantificagdo entre saliva e sangue, significando que outros estudos devem ser
conduzidos para confirmar essa hipotese. Um aumento da replicagao
do BKPyV ocorre em pacientes imunossuprimidos, resultando na destruicdo de
células uroepiteliais infectadas e no aumento de células imunes inflamatérias.' Em
transplantados renais, essa destruicdo afeta 5 a 8% dos pacientes, e € chamada
de nefropatia associada ao BKPyV, que pode resultar na perda do
enxerto.'®2021 Nesse sentido, a saliva pode ser Util para a detecgédo de niveis virais
predisponentes ao desenvolvimento desse tipo de nefropatia, porém nossos
resultados demonstram que a saliva nao é confiavel para essa avaliacdo. Portanto,
estudos clinicos e prospectivos sdao necessarios para confirmar esta hipotese.

Uma fraca correlagdo entre a quantificagao viral na saliva e no sangue foi
observada em nosso estudo, mostrando dois compartimentos independentes de
replicagdo do BKPyV. Um estudo recente sobre a expressdao do miRNA de
poliomavirus na saliva, mostrou que a cavidade oral € uma regido de infec¢ao
persistente por BKPyV, quando comparada com o plasma. O fato de ndo haver
concordancia, implica que a substituicao dos testes tradicionais usados com amostras
de sangue e urina ndo é recomendada. No entanto o uso de fluidos orais
concomitantemente com outros fluidos aumenta o mapeamento e é util como um teste
complementar para detectar os poliomavirus. Embora este estudo sugira que a
excrecao salivar do BKPyV ndo se correlaciona com a doenga ativa, uma das
limitacdes do presente estudo foi que ndo procuramos associar a doenca ativa a
excregao salivar de BKPyV. Dessa forma, estudos clinicos com métodos semelhantes
sao sugeridos em pacientes transplantados renais com doencga ativa.

A excrecao do BKPyV foi encontrada em pacientes com periodo poés-
transplante mais curto, mas sem significancia estatistica. No entanto, esse resultado
€ consistente com o conceito de que infecgdes em pacientes transplantados renais
sd0 mais comuns nos primeiros meses apos o transplante, quando apresentam

maxima imunossupressao.>22-23
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Bochechos com Listerine® tem sido usado como um método alternativo para
coletar saliva sendo eficaz na preservagao viral para analise por real-time PCR. Um
estudo mostrou alta frequéncia de deteccdo e quantificagdo de BKPyV com lavado
bucal (23 de 46 individuos), sugerindo que esse método € uma boa alternativa para
deteccédo e monitoramento desse virus.? Nosso estudo utilizou o0 método de coleta de
saliva ndo estimulada e os resultados foram semelhantes a aqueles com bochechos
com Listerine®, considerando a analise por real-time PCR. Esses resultados sugerem

que a forma de coleta da saliva nao influencia a analise laboratorial do BKPyV.

7.5 Conclusao

Em concluséo, O BKPyV foi mais foi mais frequentemente encontrado na saliva
do que no sangue, de pacientes transplantados renais, especialmente em pacientes
recentemente transplantados. Foi observada uma fraca correlagdo entre excrecao
salivar e viremia. Portanto, o presente estudo sugere que, embora seja observada
maior excre¢cao do BKPyV na saliva do que no sangue, nao ha correlagao confiavel
entre excregdo salivar e viremia, mostrando dois compartimentos diferentes de

replicacao viral.






117

REFERENCIAS

1. Chojnowska S, Baran T, Wilinska I, Sienicka P, Cabaj-Wiater |, Knas§ M. Human
saliva as a diagnostic material. Adv Med Sci. 2018;63:185-91.

2. Castro T, Fink MC, Figueiredo M, Braz-Silva PH, Pannuti CM, Ortega KL, Gallottini
M.Polyomavirus BK and JC in individuals with chronic kidney failure, kidney
transplantation, and healthy controls. J Clin Virol. 2017;89:5-9.

3. Figueiredo MA, Domingues Fink MC, Castro T, Braz-Silva PH, Steffens JC, Eduardo
FP, Gallottini M, Ortega KL. Detection of human polyomaviruses JC and BK in liver
pretransplant patients. Oral Dis. 2017;23:1127-33.

4. Scadden JR, Sharif A, Skordilis K, Borrows R. Polyoma virus nephropathy in kidney
transplantation. World J Transplant. 2017;7:329-38.

5. Yalci A, Celebi ZK, Ozbas B, Sengezer OL, Unal H, Memikoglu KO, Sengul S,
Tuzuner A, Keven K. Evaluation of Infectious Complications in the First Year After
Kidney Transplantation. Transplant Proc. 2015;47:1429-32.

6. Gonzalez S, Escobar-Serna DP, Suarez O, Benavides X, Escobar-Serna JF,
Lozano E. BK Virus Nephropathy in Kidney Transplantation: An Approach Proposal
and Update on Risk Factors, Diagnosis, and Treatment. Transplant Proc.
2015;47:1777-85.

7. Pires EP, Bernardino-Vallinoto CV, Alves DM, Migone SR, Machado LF, Ishak MO,
Ishak R, Cayres-Vallinoto IM, Vallinoto AC. Prevalence of infection by JC and BK
polyomaviruses in kidney transplant recipients and patients with chronic renal disease.
Transpl Infect Dis. 2011;13:633-7.

8. Funahashi Y, Kato M, Fujita T, Takai S, Kimura Y, Gotoh M. Prevalence of
polyomavirus positivity in urine after renal transplantation. Transplant Proc.
2014;46:564-6.

9. Pal A, Sirota L, Maudru T, Peden K, Lewis AM Jr. Real-time, quantitative PCR
assays for the detection of virus-specific DNA in samples with mixed populations of
polyomaviruses. J Virol Methods. 2006;135:32-42.

10. Hsieh MC, Hung CW, Chiou HL, Yang SF. Effect of a BK viruria reaction detected
by qualitative polymerase chain reaction on the renalfunction of kidney transplant
recipients. Mol Med Rep. 2013;7:1319-23.

11. Saundh BK, Tibble S, Baker R, Sasnauskas K, Harris M, Hale A. Different patterns
of BK and JC polyomavirus reactivation following renal transplantation. J Clin Pathol.
2010;63:714-8.

12. Boukoum H, Nahdi I, Sahtout W, Skiri H, Segondy M, Aouni M. BK and JC virus
infections in healthy patients compared to kidney transplant recipients in Tunisia.
Microb Pathog. 2016;97:204-8.



118

13. Hu J, Zhao H, Huang Y, Zhang X, Gao H, Yang M, Fan J, Ma W. Prospective study
of posttransplant polyomavirus infection in renal transplant recipients. Exp Clin
Transplant. 2011;9:175-80.

14. Bassil N, Rostaing L, Mengelle C, Kallab S, Esposito L, Guitard J, Cardeau-
Desangles |, Weclawiak H, lzopet J, Kamar N. Prospective monitoring of
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, BK virus, and JC virus infectionson belatacept
therapy after a kidney transplant. Exp Clin Transplant. 2014;12:212-9.

15. Nunes LA, Mussavira S, Bindhu OS. Clinical and diagnostic utility of saliva as a
non-invasive diagnostic fluid: a systematic review. Biochem Med. (Zagreb). 2015
5;25:177-92.

16. Robaina TF, Mendes GS, Benati FJ, Pena GA, Silva RC, Montes MA, Otero R,
Castro GF, Camara FP, Santos N. Polyomavirus in saliva of HIV-infected children,
Brazil. Emerg Infect Dis. 2013;19:155-7.

17. Jiang M, Abend JR, Johnson SF, Imperiale MJ. The role of polyomaviruses in
human disease. Virology. 2009;384:266-73.

18. Jeffers LK, Madden V, Webster-Cyriaque J. BK virus has tropism for human
salivary gland cells in vitro: implications for transmission. Virology. 2009;394:183-93

19. Hirsch HH. Polyomavirus BK nephropathy: a (re-)emerging complication in renal
transplantation. Am J Transplant. 2002;2:25-30.

20. Nickeleit V, Klimkait T, Binet IF, Dalquen P, Del Zenero V, Thiel G, Mihatsch MJ,
Hirsch HH. Testing for polyomavirus type BK DNA in plasma to identify renal-allograft
recipients with viralnephropathy. N Engl J Med. 2000;342:1309-15.

21. Dugan AS, Eash S, Atwood WJ. Update on BK virus entry and intracellular
trafficking. Transpl Infect Dis. 2006;8:62-7.

22. MartelliF, Mencarini J, Rocca A, Malva ND, Bartolozzi D, Giannecchini S.
Polyomavirus microRNA in saliva reveals persistent infectous status in the oral cavity.
Virus Res. 2018;249:1-7.

23. Anastasopoulos NA, Duni A, Peschos D, Agnantis N, Dounousi E. The Spectrum
of Infectious Diseases in Kidney Transplantation: A Review of the Classification,
Pathogens and Clinical Manifestations. In Vivo. 2015;29:415-22.



Tabela 7.1 - Detecgéo e prevaléncia do BKPyV nas amostras de sangue e saliva.

BKPyV / . .
Amostras N Yo Prevaléncia p
SANGUE
Positivas 16 30.8 .
Negativas 36 69.2 30.8%
T 1 2 1
i ° % 0.004*
SALIVA
Positivas 29 46.8 .
Negativas 67 53.2 46.8%
TOTAL 126 100

152 pacientes apresentaram amostras de sangue

* Teste de proporgéo binomial, resultados estatisticamente significantes

Fonte: O autor.

Tabela 7.2 - Relagao entre excreg¢ao oral do BKPyV e tempo pos-transplante

Tempo Pos-
n % transplante (meses) p
Média + DP
Casos Positivos
BKPyV 59 47.2 3.86+5.25
na saliva Casos Positivos 0.103"
66 52.8 5.64+6.60

DP: desvio padrao

1 Mann-Whitney
*Um paciente ndo apresentou informagdes sobre o tempo pos
transplante.

Fonte: O autor.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Através desse estudo, em relacdo a excrecao oral de diferentes virus nos 3

grupos de pacientes imunocomprometidos, podemos concluir:

| - Pacientes submetidos a radio/quimioterapia sao afetados por complicacoes
orais agudas que podem levar a alteragdes na cavidade oral, afetando a qualidade de
vida do paciente. Compreender o curso natural das complicacbes orais
agudas é importante para informar os pacientes sobre a importancia de manter uma
saude bucal adequada, buscando minimizar os sintomas das complicacdes.
Desenvolver melhores estratégias para tratar esses sintomas pode ajudar a melhorar
a qualidade de vida em pacientes submetidos a radio/quimioterapia para tratamento

de tumores em regiao de cabega e pescogo futuramente.

Il - A excregao oral dos herpesvirus humanos nao é afetada pela presenca de
xerostomia, uma vez que houve uma progressdo em relacdo a excregao de
herpesvirus, mesmo com a evolugédo da xerostomia, sugerindo uma replicagao viral
local na cavidade oral ndo sendo completamente dependente da excrecao salivar.

lIl - Na populacéo brasileira imunologicamente controlada, a excregao oral do
HHV-8 foi limitada a homens soropositivos para o HHV-8, ocorrendo de maneira
infrequente e intermitente, e ndo estava associada a viremia por HHV-8, sugerindo um

potencial limitado para transmissao oral ou sanguinea.

IV - Os individuos transplantados renais excretaram herpesvirus com mais
frequéncia do que os individuos controle, especialmente o HSV-1 e EBV. O sexo e a
idade dos individuos transplantados nao influenciaram na presenga do virus na saliva,
sendo mais frequente a excregao oral dos herpesvirus em pacientes com transplante

renal recente.

V - O BKPyV foi mais frequentemente encontrado na saliva do que no sangue,
de pacientes transplantados renais, especialmente em pacientes recentemente

transplantados. Foi observada uma fraca correlagdo entre excregdo salivar e
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viremia. Portanto, o presente estudo sugere que, embora seja observada maior
excregao do BKPyV na saliva, ndo ha correlagdo confiavel entre excregao salivar e

viremia, mostrando dois compartimentos diferentes de replicagao viral.
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Orgamento Anexo1provisao.pdf 05/04/2016 | Tania Regina Tozetto| Aceito
14:36:12 [Mendoza

Cronograma Quadro1cronogramasnps.pdf 05/04/2016 | Tania Regina Tozetto| Aceito
14:32:45 | Mendoza

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Endereco:
Bairro: PACAEMBU
UF: SP

Telefone: (11)3893-4401

Municipio:

DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

CEP: (1.2456-903

SAO PAULO

E-mail:

cep.fm@usp.br

Pagin:

a 03 de 04
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO W e
PAULO - FMUSP

Continuacéo do Parecer: 1.604.799

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 22 de Junho de 2016

Assinado por:

Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
(Coordenador)

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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ANEXO D - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

4 USP - HOSPITAL DAS
9 CLINICAS DA FACULDADE DE W .
b MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizac&o das lesdes de estomatites relacionadas ao uso de inibidores de mTOR
em pacientes transplantados renais

Pesquisador: Paulo Henrique Braz da Silva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 90602418.4.0000.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.824 980

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de uma emenda ao estudo referente a alteracdo no TCLE, onde foi incluido a coleta de uma
amostra de sangue. Assim serdo colhidos amostras de sangue e de saliva de todos os participantes da
pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:
Emenda emenda referente a alteragéo no TCLE, onde foi incluido a coleta de uma amostra de sangue.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Mantidos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Nenhum.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatdria:
TCLE foi escrito em linguagem clara e objetiva.

Recomendacodes:
Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuacéo do Parecer: 2.824.980

~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Adequado para aprovacao.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

ot

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgées Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_117939 13/08/2018 Aceito
do Projeto 2 E1.pdf 07:48:04
Projeto Detalhado / | ProjetoimtorrevPB pdf 13/08/2018 |Fabiana Martins e Aceito
Brochura 07:46:55 [Martins de Oliveira
Investigador
Declaracéo de he.pdf 13/08/2018 |Fabiana Martins e Aceito
Pesquisadores 07:44:55 [Martins de Oliveira
TCLE/ Termos de | TCLEimtortxrenalrev.pdf 13/08/2018 |[Fabiana Martins e Aceito
Assentimento / 07:44.32 [Martins de Oliveira
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de cartaOdonto.pdf 28/05/2018 |Fabiana Martins e Aceito
Instituicéo e 14:16:45 |Martins de Oliveira
Infraestrutura
Folha de Rosto FRMTOR .PDF 28/05/2018 |Fabiana Martins e Aceito

14:15:39 | Martins de Oliveira
Declaracéo de Anuencia_estudo_Odonto.pdf 26/03/2018 |Fabiana Martins e Aceito
Instituicéo e 11:37:12 [Martins de Oliveira
Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 16 de Agosto de 2018
Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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