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Vieira RR. Deteccédo do HPV e EBV por nPCR em liquen plano bucal e tecido
normal de cavidade bucal [dissertag&do]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia

da Universidade Estadual Paulista; 2014.

Resumo

O liquen plano caracteriza-se como uma doenga inflamatéria cronica
mucocutanea relativamente comum na populagdo. Possui etiologia incerta,
sendo possivelmente associado a fatores genéticos, psicoldgicos e infecciosos,
dentre os quais o ultimo vem ocupando um maior destaque devido a uma
possivel correlagdo com o virus do papiloma humano (HPV) e com o Epstein-
Barr virus (EBV). O HPV possui alguns tipos considerados oncogénicos
associados ao cancer de colo de utero e fortemente associado ao carcinoma
espinocelular (CEC) de orofaringe. O EBV pertence a familia herpesvirus
humano e esta relacionado com o carcinoma nasofaringeo, linfoma de Burkitt e
linfoma nao-Hodgkin e sua possivel relagdo com o CEC vem sendo estudada.
O objetivo deste estudo foi detectar a presenca do DNA do HPV e do EBV em
amostras de tecido fresco, plasma sanguineo, saliva e células esfoliadas orais,
extraidas de um grupo pareado por sexo e idade de pacientes portadores de
liquen plano bucal (LPB) e de um grupo de pacientes sem lesdes de LPB, além
de correlacionar as variaveis epidemiologicas dos grupos estudados com a
presenca viral e verificar se as fontes materiais testadas por este estudo séo
fontes viaveis para detec¢cao do HPV e do EBV. Foram avaliados 24 pacientes
portadores de LPB (Grupo caso) e 17 pacientes sem lesbes de LPB (Grupo

controle). A extracdo de DNA das amostras foi realizada apds confirmar a



presenca e integridade do DNA. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica (Teste exato de Fisher e Teste do Qui-Quadrado Mantel-
Haenszel, ambos, com nivel de significancia de 5%). A nPCR foi utilizada para
deteccdo do HPV e do EBV. Obteve-se a positividade viral para o HPV em
41,7% das amostras teciduais, em 12,5% das amostras de células esfoliadas e
em nenhuma amostra de plasma sanguineo e saliva dos pacientes do Grupo
caso e em 52,9% das amostras teciduais e de saliva, 47,1% e 58,8% amostras
de células esfoliadas e plasma sanguineo, respectivamente, no Grupo controle.
Encontrou-se a positividade para o EBV em 62,5% das amostras teciduais, em
70,8% das amostras de células esfoliadas e em 33,3% das amostras de
plasma sanguineo e 75% em amostras de saliva do Grupo caso e em 35,3%
das amostras teciduais, 64,7% em amostras de saliva e em 82,4% e 47,1% das
amostras de células esfoliadas e plasma sanguineo, respectivamente, no
Grupo controle. Houve prevaléncia pelo sexo feminino 83,3% no Grupo caso e
76,5% no Grupo controle. As variaveis ndo atréficas-erosivas foram as mais
acometidas pelo EBV, ao contrario das variaveis atréficas-erosivas que foram
as mais acometidas pelo HPV. Apesar da alta prevaléncia dos virus estudados
em algumas amostras do Grupo caso e do Grupo controle, ndo foi encontrada
correlacdo entre o LPB, o HPV e o EBV, entretanto todas as fontes testadas
neste estudo foram consideradas viaveis para a detec¢cao do EBV e para o

HPV (em individuos sem lesdes de LPB).

Palavras-chave: Papillomaviridae; Herpesvirus humano 4; Reagao em Cadeia

da Polimerase; Liquen plano bucal.



Vieira RR. Detection of HPV and EBV by nPCR in oral lichen planus and normal
tissue of oral cavity [dissertation]. Aracatuba: UNESP - S&o Paulo State

University; 2014.

Abstract

Lichen planus is characterized as a chronic inflammatory mucocutaneous
disease relatively common in the population. It has uncertain etiology, possibly
associated with genetic, psychological and infectious factors. The infectious
factor has excelled due the possible correlation of lichen planus with human
papilloma virus (HPV) and Epstein-Barr virus (EBV). HPV has some types
considered oncogenic, associated with cervical cancer and strongly associated
with squamous cell carcinoma (SCC) of oropharynx. EBV belongs to human
herpesvirus family and is associated with nasopharyngeal carcinoma, Burkitt's
lymphoma and non-Hodgkin lymphoma. Its possible relation to SCC has been
studied. The aim of this study was to detect the presence of the DNA of the
HPV and EBV in fresh tissue samples, blood plasma, saliva and oral exfoliated
cells extracted from a group of patients with oral lichen planus (OLP) paired by
age and gender and from a group of patients without OLP lesions, and also
correlate the epidemiological variables of the studied groups with the viral
presence and verify that the source materials tested in this study are viable for
HPV and EBV detection. It was evaluated 24 patients with OLP (Case group)
and 17 patients without OLP lesions (Control group). DNA extraction of samples
was performed after confirming the presence and integrity of DNA. The results

were subjected to statistical analysis (Fisher's exact test and Mantel-Haenszel



chi-square test, both with a significance level of 5%). The nPCR was used to
detect the presence of HPV and EBV. Was obtained the viral positivity for HPV
in 41.7% of tissue samples and in 12.5% of exfoliated cells samples. No
samples of blood plasma and saliva were positive in the Case group. On the
other hand, the Control group showed a viral positivity of 52.9% in fresh tissue
and saliva samples, 47.1% and 58.8% in samples of exfoliated cells and blood
plasma, respectively. Was found positivity for EBV in 62.5% of tissue samples,
in 70.8% of exfoliated cells samples and in 33.3% of blood plasma samples and
in 75% of saliva samples from the Case group. In the Control group, this
positivity was of 35,3% in tissue samples, 64.7% in saliva samples and in
82.4% and 47,1% of exfoliated cells and blood plasma samples, respectively.
There was a prevalence of 83.3% for females in the Case group and of 76.5%
in the Control group. Not atrophic-erosive variables were most affected by EBV,
unlike the atrophic-erosive variables that were most affected by HPV. Despite
the high prevalence of these viruses in some samples of the Case group and of
the Control group, was not found correlation between OLP, HPV and EBV.
However all sources tested in this study were considered viable for EBV and

HPV detection (in individuals without OLP lesions).

Keywords: Papillomaviridae; Herpesvirus 4, Human; Polymerase Chain

Reaction; Lichen planus, Oral.
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1 Introducao Geral

O céncer bucal é considerado a sexta neoplasia maligna mais comum
dos paises desenvolvidos, representando quase 3% dos tumores malignos. O
Instituto Nacional do Cancer estima que neste ano de 2014, no Brasil, ocorram
11.280 novos casos de cancer de boca em homens e 4.010 novos casos em
mulheres, tornando-se a 5% e 12 ? localizagdo primaria mais incidente na
populagdo masculina e feminina, respectivamente. O tabagismo e o consumo
de alcool sao considerados fatores de risco para o cancer bucal. No entanto,
estes fatores de risco estdo ausentes em muitos casos, indicando que existem
outras possibilidades etioldgicas.

O liquen plano caracteriza-se por uma doenga crénica de etiologia
desconhecida, que afeta a pele e a mucosa oral. O liquen plano bucal (LPB) é
e encontrado frequentemente na populacdo de adultos e idosos, onde as
mulheres sdo duas vezes mais acometidas do que os homens e as criancas
sao raramente afetadas. Possui seis variagdes clinicas entre elas a forma
reticular, em placa, papular, atréfica, erosiva e bolhosa, sendo a forma reticular
a mais branda da doenca e as variaveis erosiva e bolhosa as formas mais
agressivas e sintomaticas. O diagndstico € baseado na identificagao clinica da
lesdo e a confirmagdao é realizada por meio de bidpsia e analise
histopatoldgica.

Desde 1978 a Organizagdo Mundial de Saude classificou o LPB como
uma condigao cancerizavel, pois aproximadamente 2-3% dessas lesbes podem
se tornar malignas, entretanto, devido as controvérsias na literatura o papel do

LPB na carcinogénese bucal ainda permanece indefinido.
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O LPB possivelmente possui origem multifatorial, nas quais as infec¢des
virais vem atribuindo um maior destaque devido a possivel associacdo com a
etiologia do LPB. Dentre essas infec¢des virais pode-se citar o virus do herpes
simples, o citomegalovirus, o virus do herpes humano, o virus da Hepatite C, o
Epstein-Barr virus (EBV) e o virus do Papiloma Humano (HPV).

O EBV possui dupla fita de DNA e pertence a familia herpesvirus
humano. E o mais potente virus imortalizador celular conhecido até o momento,
infectando cerca de 90% da populacdo mundial humana sem causar doencga
para a maioria dos individuos. E o agente etioldgico da mononucleose
infecciosa, da leucoplasia pilosa e de algumas neoplasias malignas como o
carcinoma nasofaringeo, linfoma de Burkitt e linfoma ndo-Hodgkin.

O HPV pertence a um grupo heterogéneo de DNA virus. S&o virus néo
envelopados, epiteliotrépicos, de simetria icosaédrica. Possui 72 capsémeros e
um genoma de DNA de fita dupla circular, constituindo-se de aproximadamente
8.000 pares de bases. Atualmente mais de 150 tipos de HPV foram
identificados, sendo que 24 tipos estdo associados a lesdes bucais dos quais
os tipos 16 e 18 sdo considerados carcinogénicos e possivelmente estédo
envolvidos na etiologia de alguns carcinomas bucais.

Partindo do principio de que muitos estudos vem buscando entender a
correlacéo entre o LPB o HPV e o EBV e considerando que esta correlacao
ainda permanece inconclusiva, o objetivo do presente trabalho foi verificar a
correlacdo entre o HPV, EBV e LPB através da detecgao destes virus nos
diferentes tipos de fontes materiais (tecido fresco, plasma sanguineo, saliva e
células esfoliadas orais) de um grupo pareado por sexo e idade de portadores

de LPB e de um grupo de pacientes sem lesdes de LPB.
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2 Capitulo 1

Detecgdo do HPV por nPCR em liquen plano bucal e tecido

normal de cavidade bucal

2.1 Resumo

Este estudo teve por objetivo detectar a presenca do DNA do
papilomavirus humano (HPV) em diferentes fontes de materiais de um grupo
pareado por sexo e idade de portadores de liquen plano bucal (LPB) e em um
grupo de pacientes sem lesbes de LPB e -correlacionar as variaveis
epidemioldgicas dos grupos estudados com a presencga viral. Foram coletadas
amostras de tecido fresco, saliva, células esfoliadas orais e plasma de 24
pacientes portadores de LPB (Grupo caso) e de 17 pacientes sem lesdes de
LPB (Grupo controle). A deteccdo do HPV foi realizada por meio da nested
PCR (nPCR). Obteve-se a positividade viral em 41,7% das amostras teciduais,
em 12,5% das amostras de células esfoliadas e em nenhuma amostra de
plasma sanguineo e saliva do Grupo caso e em 52,9% das amostras teciduais
e de saliva, 47,1% e 58,8% amostras de células esfoliadas e plasma
sanguineo, respectivamente, no Grupo controle. A maioria das lesbes de LPB
HPV-positivas eram do tipo atréficas-erosivas (53,8%). Nao foi estabelecida
uma correlagéo entre o HPV e os grupos analisados. No entanto, todas as
fontes materiais testadas neste estudo foram consideradas viaveis para a

deteccao do HPV em individuos sem lesdes de LPB.
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Palavras-chave: Papillomaviridae; Reagcdo em Cadeia da Polimerase; Liquen

Plano Bucal.
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2.2 Abstract

This study aimed to detect the presence of the DNA of the human
papillomavirus (HPV) in different sources of materials of a group of patients
paired by carriers of oral lichen planus (OLP) and in a group of patients without
OLP lesions and correlate the epidemiological variables of studied groups with
the viral presence. Fresh tissue samples, saliva, oral exfoliated cells and
plasma were collected from 24 patients carriers of OLP (Case group) and from
17 patients without OLP lesions (Control group). HPV detection was performed
by nested PCR (nPCR). In the case group, was obtained viral positivity in
41.7% of tissue samples and in 12.5% of exfoliated cells samples. No samples
of plasma and saliva of the Case group were positive. Whereas, in the control
group, this positivity was of 52.9% in tissue and saliva samples, 47,1% and
58.8% in exfoliated cells and plasma samples, respectively. The majority of
HPV-positive lesions of OLP were the atrophic-erosive type (53.8%). Has not
been established a correlation between the HPV and the groups analyzed.
However, all tested material sources in this study were considered viable for

HPV detection in patients without OLP lesions.

Keywords: Papillomaviridae; Polymerase Chain Reaction; Lichen planus, Oral.
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2.3 Introducao*

O liquen plano consiste em uma doenga crénica, mucocutanea, de
etiologia incerta’, sendo caracterizada por uma resposta imune cronica,
mediada por células T e um ciclo de queratinizagao epitelial anormal?3. Afeta
aproximadamente 2-3% da populagdo® adulta e idosa, sendo que as mulheres
sao duas vezes mais acometidas do que os homens e as criangas sao
raramente afetadas®.

O liquen plano bucal (LPB) é clinicamente dividido em seis variagdes:
reticular, papular, tipo placa, erosivo, atréfico e bolhoso® e possui origem
multifatorial, possivelmente sendo induzido por fatores psicoldgicos, agentes
infecciosos, geralmente idiopaticos’. Infeccdes virais também tém sido
associadas com a etiologia do LPB: Virus do herpes simples (HSV-1),
citomegalovirus (CMV), virus do herpes humano (HHV-6) e (HHV-7), virus da
Hepatite C (HCV)®, Epstein-Barr virus (EBV) e o papilomavirus humano
(HPV)®.

Desde 1978 a Organizacao Mundial da Saude classificou o LP como

uma condicdo cancerizavel®

, sendo que a taxa de transformacg¢ao maligna varia
entre 0,4-5,3%”. Por outro lado, uma revisdo sistematica da literatura
publicada recentemente mostrou que de 7,806 pacientes portadores de LPB
apenas 85 desenvolveram o carcinoma bucal’?, mostrando que o papel do LPB

na carcinogénese bucal ainda permanece controverso.

O HPV é um membro da familia Papillomaviridae, género Papilomavirus,

" Normas do Periddico International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery-

IJOMS
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0S quais sao virus nao envelopados, epiteliotrépicos, de simetria icosaédrica,
com genoma de DNA de fita dupla circular, constituindo-se de
aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de bases ™.

Atualmente mais de 150 tipos diferentes de HPV sio reconhecidos,
podendo ser divididos nos de "alto risco" pertencendo a esse Grupo os tipos
16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70; e de “baixo risco’,
sendo que os mais conhecidos sdo o HPV 6, 11, 42, 43 e 44™°,

Levando-se em consideracdo a possivel associacdo entre o HPV e o
LPB, Syrjanen et al.’® realizaram uma revisdo sistematica de literatura
utilizando um total de 1.121 publicagcbes, onde 39 foram incluidas. Como
resultado, o HPV foi associado ao LPB. Entretanto, Gorsky & Epstein® também
realizaram uma revisao de literatura de casos publicados nos ultimos 15 anos,
na qual discutiram sobre a ligacdo entre o HPV e o risco de transformacao
maligna do LPB e concluiram que a epidemiologia do carcinoma bucal
proveniente do LPB nao esta bem definida e que mais estudos devem avaliar o
papel potencial do HPV em um subconjunto de lesdes de LPB e em lesdes que
evoluem para o cancer bucal.

Em relagcdo ao percentual de deteccao do HPV em amostras teciduais
dos individuos sem LPB as taxas variaram de 0% até 7,1%"'"'®. Entretanto,
em amostras de células esfoliadas estas variaram entre 4,2- 81,1%'*?'. Quanto
a deteccdo do HPV em saliva e plasma de pacientes saudaveis, estudos
realizados por Turner et al.?? e por Seung et al.?* encontraram taxas de 2,6% e

1,7%, na saliva e no plasma respectivamente.
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2.4 Proposicao

Considerando que ainda n&o existe uma correlacdo estabelecida entre o
HPV e o LPB, o objetivo do presente estudo foi verificar a correlagéo entre o
referido virus e a enfermidade através da detecgao viral em diferentes tipos de
fontes materiais (tecido fresco, plasma sanguineo, saliva e células esfoliadas
orais) de um grupo pareado por sexo e idade de pacientes portadores de LPB e
de um grupo de pacientes sem lesdes de LPB. Outros objetivos deste trabalho
foram também verificar se as fontes materiais testadas neste estudo podem ser
consideradas viaveis para a deteccao do HPV e correlacionar os dados

epidemioldgicos dos grupos estudados com a presencga viral.
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2.5 Materiais e Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP (FOA-UNESP) através da
Plataforma Brasil (CAAE: 03069012.8.0000.5420) (ANEXO A). Todos os
pacientes pertencentes a esta pesquisa assinaram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de selecao

Como se tratou de um estudo do tipo caso-controle com grupos
pareados, foi necessario que todos os pacientes de um grupo possuissem o
mesmo sexo e tivessem a mesma idade ou com no maximo até 3 anos de
diferengca comparados aos individuos do outro grupo. A partir disto, foram
selecionados e incluidos neste estudo 24 pacientes com diagndstico
histopatolégico de LPB realizado por um mesmo patologista (Grupo caso) e 17
pacientes sem suspeita de LPB que necessitavam de cunha distal ou cirurgia
pré-protética como modalidade de tratamento (Grupo controle), ambos

atendidos pela disciplina de Estomatologia da FOA-UNESP, Sao Paulo, Brasil.

Coleta de dados e materiais:
- Tecido

Os pacientes de ambos os grupos foram submetidos a bidpsias com

finalidade diagndstico/tratamento e o material obtido foi dividido em duas
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partes, uma parte foi armazenada em freezer -80° C para posteriores exames
biomoleculares e a outra parte foi conservada em formol tamponado a 10%
para analise histopatologica.

Para a realizagdo do exame histopatologico, o espécime fixado em
formol 10% foi clivado e acondicionado em cassetes histologicos para
processamento (desidratacdo, clarificagdo e impregnacdo) e inclusdo em
parafina. Apos, procedeu-se a microtomia e posteriormente, a coloracdo pelo
método HE (hematoxilina e eosina).

Todas as biopsias realizadas neste estudo tiveram o diagndstico
histopatolégico realizado por um mesmo patologista e todos os pacientes

pertencentes ao Grupo caso, possuiam o diagnéstico histopatologico de LPB.

- Saliva

Para a coleta de saliva os pacientes foram orientados previamente a ndo
consumirem nenhuma bebida ou comida até 30 minutos antes do procedimento
de coleta. Solicitou-se aos pacientes que os mesmos eliminassem a saliva em
um tubo de 15 mL do tipo Falcon pelo periodo de 10 minutos, a fim de se obter
no minimo 5 mL de saliva. As amostras foram distribuidas em tubos de
polipropileno de 2 mL, apds, foram identificadas e armazenadas em freezer

-80°C.
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- Células Esfoliadas

As mesmas orientacbes quanto a coleta de saliva foram dadas aos
pacientes para coleta celular. A coleta foi realizada com auxilio de um citobrush
onde este foi firmemente pressionado e rodado de 5 a 10 vezes na lesao
(Grupo caso) e na regido normal (Grupo controle). Apos, este foi depositado
em um tubo de polipropileno de 2 mL contendo 300 yL de agua Mili-Q ou TE,

identificado e armazenado a -80° C .

- Plasma Sanguineo

Foram coletados 10 mL de sangue de cada paciente pela equipe da
enfermagem Centro de Oncologia Bucal da FOA-UNESP. O material coletado
foi depositado em um tubo do tipo Falcon de 50 mL contendo 0,2 mL de EDTA
Trissodico a 10%. Apds a coleta, o material foi imediatamente centrifugado
para obtencdo do plasma e as amostras foram distribuidas em tubos de

polipropileno de 2 mL, identificadas e armazenadas a -80° C.

Extracao de DNA

A extragao de DNA das amostras foi realizada segundo as instrugdes do
fabricante do Kit de extragdo de DNA QlAamp® DNA mini kit (QIAGEN Ltd,
Crawley, UK).

O DNA obtido de todos os materiais foi submetido a espectrofotometria
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) para confirmar a presenga e integridade do

DNA.
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PCR para gene humano controle

Para a realizacdo do PCR para o gene controle da [(-globina foram
utilizados os oligonucleotideos PCO3 e PCO4 com 110 pares de base (pb)*. A
reacao foi realizada em um termociclador (PTC-100; Peltier-Effect Cycling, MJ
Research, Waltham, EUA) onde se adicionou ao DNA um mix contendo os
seguintes componentes: 10,8 uyL de agua ultrapura; 1,5 pL de cada
oligonucleotideo iniciador (PCO3 e PCO4 [5 uM] ); 1,5 U de Tag DNA
polimerase (5U/uL); 2,5 yL de tampéo de PCR 10X (200 mM de Tris-HCI pH
8,4 e 50 mM de KCI); 0,75 pyL de MgCl; 50 mM ; 1,5 uL de mistura dNTPs
10mM (deoxyribonucleoside 5’-triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP —
GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), com exce¢do da agua ultrapura e dos
dNTPs, os demais componentes sdo da Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

ApoOs a mistura dos componentes, em um fluxo—laminar (Heto-Holter
Tivo HV PCR, Dinamarca), foram adicionados 5 pL do DNA de cada amostra
totalizando um volume final de 25 yL. Como controle positivo foi utilizado uma
amostra de sangue previamente testada e como controle negativo uma
amostra contendo somente o mix de componentes usado para amplificagao do
DNA.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador (Peltier Effect
Cycling modelo PTC — 100, MJ Research, EUA) de acordo com as seguintes
condicbes: desnaturagcdo inicial a 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 2 minutos, com extensdo final a 72°C por 8 minutos. Para as

amostras de tecido e plasma, a temperatura de anelamento foi alterada para
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53°C e 50°C, respectivamente.

Para verificagdo da presenca do DNA humano foi feita uma analise
através da eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao 1x TBE (Fonte
Eletroforética - Amersham Pharmacia Biotech modelo EP3501, Suécia) durante
75 minutos a 100 volts. A visualizagdo das bandas apds coloragdo com
brometo de etideo foi realizada sob luz ultravioleta e a documentacao
fotografica com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D.

Confirmando a presenga e integridade do DNA gendmico, as amostras

foram submetidas a pesquisa dos genes do HPV.

nPCR para amplificagcao do HPV

Na primeira etapa foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
MY 11 (5'-GCMCAGGGWCTATAAYAATGG-3') e MYO09 (5-
CTCCMARRGGAWACTGA TC-3’) da Invitrogen Life Technologies®, Brasil,
para amplificar fragmentos da regido tardia L1 do genoma viral, com 450 pares
de bases®.

Os componentes do mix utilizados foram: 10,7 puL de agua ultrapura; 2,5
ML de tampao de PCR 10X (200 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM de KCI); 2 uL
de MgCl, 50 mM; 1,5 pL de mistura 10mM dNTPs (deoxyribonucleoside 5’-
triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP — GE Healthcare, Piscataway, NJ,
EUA); 1,5U de Taq polimerase (5U/uL) e 1,5 uL de cada oligonucleotideo
iniciador (5 uyM). Em fluxo laminar foram adicionados 5 pL de DNA gendmico de
cada amostra. Como controle positivo para infeccdo por HPV, foi utilizada uma

amostra de Hela, uma linhagem de células de carcinoma cervical uterino com
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até 4 copias de HPV-18 por célula. O controle negativo foi composto somente
pelo mix de componentes usados para amplificagdo do DNA. Os fragmentos
foram amplificados em um termociclador sob as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 40
segundos, com extenséo final a 72°C por 4 minutos.

Na segunda etapa foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
GP5+ (BTTTGTTACTGTGGTAGATAC YAC-3) e GP6+ (5-
AAAAATAAACTTGTAAA TCATATTC-3') da Invitrogen Life Technologies®,
Brasil, cujo fragmento é de 150 pares de bases?®®. Os componentes e as
condigdes de ciclagem utilizados na segunda etapa foram semelhantes aos da
primeira etapa, com diferenca na quantidade de agua e de MgCl, 50mM, onde
foram utilizados 11,2 yL e 1,5 L, respectivamente, com temperatura de
anelamento de 43°C.

Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, durante 2,5 horas, sob voltagem constante de 100 volts. A
evidenciacdo das bandas foi realizada em solugdo de nitrato de prata e a
documentagdo com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D. Todas as

amostras foram testadas em duplicata.

Forma de analise dos resultados

Os dados obtidos de cada grupo foram analisados com o software EPI
INFO™ 7 versdo 7.1.3.0 (Centers for Disease Control and Prevention, EUA) e

Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, EUA). O Teste T foi aplicado para
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averiguar se as idades dos grupos estudados nao diferiam estatisticamente.
Entretanto, para verificar a correlagdo entre os dois grupos estudados quanto
ao status do HPV em cada fonte material, foram aplicados o Teste do Qui-
Quadrado - Mantel-Haenszel e o Teste exato de Fisher em nivel de

significancia de 5%.
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2.6 Resultados

Para a realizagdo deste estudo foram recrutados 24 pacientes para o
Grupo caso (com presenga de LPB) com idades entre 43 a 72 anos (média de
56,25 e desvio-padrao de 7,81) e 17 pacientes para o Grupo controle (sem a
presenca de LPB) com idades entre 42 a 69 anos (média de 57,59 e desvio
padrdao de 9,12) ambos o0s grupos, pareados por sexo e por idade, com
diferenca de até 3 anos (Figura 1). Nao houve diferenca estatisticamente

significativa em nivel de 5% entre as idades dos grupos estudados (p=0,6171).

65 -

57,59

60 - 56,25

55 -

Idade 50 -

45 -

Caso Controle

Grupos de Estudo

Figura 1 — Média de idade dos pacientes do Grupo caso e do Grupo controle

A maioria dos pacientes era do sexo feminino em ambos 0s grupos
(83,3% no Grupo caso e 76,5% no Grupo controle), como representado na

Figura 2.
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Grupo caso

Grupos de Estudo

Grupo controle

B Feminino

Masculino

Figura 2 — Prevaléncia de pacientes do sexo feminino e masculino nos Grupos

caso e controle

As localizagbes anatdbmicas mais acometidas pelas lesées de LPB no

Grupo caso foram a mucosa jugal (83,3%), seguida de borda de lingua (12,5%)

e dorso de lingua (4,2%). Porém, no Grupo controle as regides mais afetadas

pelos individuos do Grupo controle foram a regido de rebordo alveolar (52,9%),

mucosa jugal (23,5%), dorso de lingua (17,7%) e borda de lingua (5,9%)

(Figura 3).

Prevaléncia
de
individuos

 Mucosa jugal ® Dorso lingual

83,3%

i Borda lingual

23,5%

Grupo Caso

Grupo Controle

17,7%

 Rebordo alveolar

52,9%

Figura 3 — Prevaléncia das regides afetadas nos grupos estudados
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As amostras de tecido, saliva, células esfoliadas orais e plasma
sanguineo dos pacientes do Grupo caso e do Grupo controle foram extraidas e
testadas para o gene controle da -globina humana, confirmando a presenca e

a integridade do DNA (Figura 4).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP NO

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP NO

Figura 4 — Resultado da amplificacdo da B-globina (110 pb) em amostras

teciduais do Grupo caso (Foto A) e do Grupo controle (Foto B)

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA de sangue

humano previamente testado); NO = controle negativo (sem DNA)

Apos, procedeu-se a deteccao do HPV por nPCR em amostras do Grupo

caso e do Grupo controle (Figuras 5 e 6).
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PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 CP NO

Figura 5 — Resultado da amplificagdo do HPV (150 pb) por nPCR de 15

amostras teciduais do Grupo caso

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de

HelLa); NO = controle negativo (sem DNA)

CP NO

Figura 6 — Resultado da amplificagdo do HPV (150 pb) por nPCR de 15

amostras teciduais do Grupo controle

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de

HelLa); NO = controle negativo (sem DNA).



46

Obteve-se a positividade para o HPV em 10 (41,7%) das amostras
teciduais, em 03 (12,5%) das amostras de células esfoliadas e em nenhuma
amostra de plasma sanguineo e saliva dos 24 pacientes do Grupo caso. No
Grupo controle, obteve-se a positividade viral em 09 (52,9%) das amostras
teciduais, 09 (52,9%) das amostras de saliva, 08 (47,1%) e 10 (58,8%) das
amostras de células esfoliadas e plasma sanguineo, respectivamente, dos 17
pacientes do Grupo controle.

Ocorreu concomitancia da presenca viral em 12,5% das amostras de
tecido e células esfoliadas do Grupo caso. Porém no Grupo controle houve
concomitancia nas amostras de tecido e saliva (5,9%), tecido e células
esfoliadas (11,8%), tecido e plasma (5,9%), saliva e células esfoliadas (5,9%),
saliva e plasma (11,8%), células esfoliadas e plasma (11,8%), saliva, células
esfoliadas e plasma (5,9%), tecido, saliva e plasma (11,8%), tecido, células
esfoliadas e plasma (5,9%), tecido, saliva e células esfoliadas (5,9%). Apenas
em uma amostra de tecido, saliva e de plasma ndao houve concomitancia com
outra(s) fonte(s) material(is).

Na analise da positividade do HPV entre as diferentes fontes materiais
nos portadores de LPB encontrou-se um valor significativo apenas para as
variaveis tecido versus células esfoliadas (p= 0,0082). Entretanto, o teste de
propor¢gao encontrou diferengas estatisticamente significativas para as
amostras de saliva, células esfoliadas e plasma sanguineo quanto a

positividade viral nos grupos estudados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacdo das proporgcbes de positividade para o HPV nos

Grupos caso e controle, em cada uma das fontes estudadas

41,67 52,94 0,7317
0,00 52,94 0,0008*
12,50 47,06 0,04*
0,00 58,82 <0,0001*

*Significativo a nivel de 5%

Encontrou-se uma diferenga estatisticamente significativa entre ambos
0S grupos quanto a presenca e auséncia do HPV nas amostras de saliva
(p<0,0001), células esfoliadas (p=0,0178) e plasma sanguineo (p<0,0001).
Entretanto, nas amostras teciduais essa relagdo nao foi significativo (p=0,4811)

como descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Analise caso-controle da presenca e auséncia do virus do HPV em

cada fonte material

GRUPO CASO (n=24) GRUPO CONTROLE (n=17)

10 14 24 9 3 17
(417) (683) (100) (529) (47,1) (100) 48D
0 24 24 9 8 17 X
©)  (100) (100) (529) (47,1) (100) OO0
3 21 24 8 9 17 .
(125) (87.5) (100) (47,1) (52,9) (100) 01787
0 24 24 10 7 17 <0,0001*(2)

(0)  (100) (100) (58,8) (41,2) (100)

*Estatisticamente significativo a nivel de 5%.

(1) Teste do Qui-Quadrado - Mantel-Haenszel / (2) Teste exato de Fisher.

Notou-se que o sexo feminino foi 0 mais prevalente no presente estudo,
entretanto, ndo foram encontradas diferengas significativas em relagdo ao sexo
dos pacientes quanto ao status do HPV em amostras de tecido e células

esfoliadas do Grupo caso (Tabela 3).
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Tabela 3 — Relacdo entre o sexo dos pacientes do Grupo caso quanto a
presenca e auséncia do virus do HPV em amostras de tecido e células

esfoliadas

SEXO FEMININO SEXO MASCULINO

8 12 20 2 2 4

(40)  (60) (100) (50)  (50) (100) 09632

3 17 20 0 4 4

(15)  (85) (100) (0) (100) (100) 09632

Teste Exato de Fisher (nivel de significancia de 5%)

Quanto as variagdes clinicas das lesbes de LPB encontradas no Grupo
caso, estas, foram classificadas em dois grupos: (1) lesbes atréficas-erosivas;
incluindo as variaveis do tipo atrofica, erosiva, bolhosa e mistas (2) lesbes nao
atroficas-erosivas; incluindo lesdes do tipo reticular, em placa e mistas. O
segundo grupo foi o0 mais prevalente (54,2%) no presente estudo (Figura 7), ja
em relacdo ao status do HPV entre as variaveis do LPB n&o foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas (Tabela 4).
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Grupo Caso

M Atréficas-erosivas

i N3o atroficas-erosivas

Figura 7 — Variacdes clinicas das lesdes de LPB nos pacientes do Grupo caso

Tabela 4 — Relagédo entre as variaveis clinicas das lesdes de LPB quanto a
presenca e auséncia do virus do HPV em amostras de tecido e células

esfoliadas

VARIAVEIS AE VARIAVEIS NAO-AE

6 5 11 4 9 13
(54,5) (45,5) (100) (30,8) (69,2) (100) 0,2235
1 Y o : A 13 0,5652

(9,1) (90,9) (100) (15,4) (84,6) (100)

Teste Exato de Fisher (nivel de significancia de 5%)
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2.7 Discussao

Explorar melhor a correlagcéo entre o HPV e o LPB tem sido o foco de
muitos estudos epidemiologicos ao longo dos anos. No entanto, devido a
discrepancia entre as taxas de deteccdo viral encontradas na literatura esta
relagdo ainda permanece inconclusiva. De acordo com levantamento na base
de dados da PUBMED, este € o primeiro estudo caso-controle que envolve a
deteccado do HPV em amostras pareadas de LPB e tecido normal de cavidade
bucal, utilizando as principais fontes materiais conhecidas para detec¢dao do
HPV e empregando a nPCR , um método sensivel e eficaz, capaz de detectar
uma copia viral por 10°-107 células®’.

Acredita-se que o tipo de fonte material utilizada e a sensisibilidade da
metodologia empregada sao fatores que podem interferir na variagcdo dos
resultados encontrados.

Comprovou-se que estas variaveis influenciam muito nas taxas de
deteccdo do HPV, e isto foi devidamente observado pela discrepancia entre
resultados encontrados neste estudo. Em amostras teciduais do Grupo caso, a
deteccdo do HPV foi de 41,7%, entretanto no Grupo controle esta taxa
supreendementemente aumentou para 52,9% superando as taxas encontradas
por Oflatharta et al.®, os quais realizaram um estudo em 38 casos de LPB e
em 20 amostras de tecido normal por meio da PCR. Como resultado foi
detectado o genoma do HPV em 26,3% dos casos de LPB e em 0% do tecido

.22 avaliaram 37 amostras de

normal. Em contrapartida, Arirachakaran et a
tecido fresco de pacientes com LPB e também avaliaram amostras de células

esfoliadas de um Grupo controle através da PCR. Nenhuma amostra controle e
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apenas uma amostra de LPB (2,7%) estava infectada pelo HPV. Yildirim et al.?°

avaliaram a prevaléncia do HPV em 65 amostras teciduais de LPB e 15
amostras controle por meio da imunohistoquimica. O HPV foi encontrado em
21% dos casos de LPB e em nenhuma amostra do Grupo controle.

Notou-se uma disparidade também entre as taxas encontradas por
estudos de diferentes continentes em amostras teciduais. Estudos realizados
no continente Asiatico encontraram positividade para o HPV no LPB em 31%
das amostras teciduais examinadas'®. Ja no continente Europeu esta taxa
variou de 15,9% a 65%°*3". Em um estudo realizado na América do Norte néo
foi encontrada correlagdo entre o HPV e o LPB*, porém na América do Sul a
taxa de deteccao viral foi de 50%>>.

Nado foi encontrada diferenga estaticamente significativa entre as
amostras teciduais dos grupos estudados e a presenga do virus. Entretanto,
acredita-se que a alta prevaléncia do HPV nestas amostras se deve ao fato da
utilizacdo de tecido fresco, uma vez que a fixacdo em formalina, em amostras
teciduais parafinadas, pode acarretar na degradagdo do DNA, tornando mais
dificil a deteccéo do virus.

Quanto a deteccao viral em células esfoliadas, encontrou-se a
positividade para o HPV em 125% das amostras, valor inferior aos
encontrados por Campisi et al.?°, Giovannelli et al.**, e Szarka et al.”®, com
taxas de 19,7%, 24,5% e 32,8%, respectivamente. No Grupo controle a taxa de
deteccao foi de 47,1%, valor superior comparado a estudo realizado por Szarka
et al."® (4,2%) e inferior & pesquisa realizada por Terai et al.?', com 81,1% de

positividade.



53

Notou-se uma diferenga significativa quanto ao status do HPV nas
amostras de células esfoliadas entre os grupos estudados. Encontrou-se
também, um valor significativo quanto ao status do HPV para a variavel tecido
versus células esfoliadas dos pacientes portadores de LPB, sugerindo uma
afinidade do HPV pelo epitélio. No entanto, uma prevaléncia maior do HPV em
amostras teciduais comparada as células esfoliadas ocorre devido ao espécime
da bidpsia ser uma amostra mais representativa, além de incluir células da
camada basal, onde o virus pode estar presente®.

Nas amostras de saliva e de plasma do Grupo caso nao foi detectada
positividade para o HPV. Em contrapartida, no Grupo controle, a prevaléncia
viral foi de 52,9% na saliva e 58,8% no plasma, valores superiores a outros
estudos®?,

Nao foram encontrados na literatura estudos que relatem a presenca do
HPV em amostras de saliva e plasma de pacientes portadores de LPB. No
entanto, esperavamos encontrar o DNA do virus nestas amostras, pois existem
estudos realizados com outras lesdes mostrando que estas sao fontes
realmente vidveis para a detecgdo do HPV3**". Por outro lado, pensou-se em
alguma hipotese que talvez, pudesse explicar a baixa taxa viral encontrada
nestas amostras, como por exemplo, a baixa carga viral decorrente do uso
destas fontes materiais®. Entretanto, esta explicagdo ndo pdde ser
considerada plausivel e aplicavel, visto que as amostras de plasma e saliva do
Grupo caso foram coletadas e processadas empregando a mesma metodologia
das amostras do Grupo controle.

Quanto a presenca do HPV em amostras de tecido e células esfoliadas e

a auséncia deste em amostras de plasma e saliva do Grupo caso sugere que
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talvez o virus ndo se encontre em sua forma ativa, portanto, ainda ndo se
desprendeu das células infectadas para atingir a saliva e a corrente sanguinea.

Verificou-se também, que houve predominancia do HPV nas amostras
de plasma do Grupo controle. Por outro lado, notou-se que poucos pacientes
tiveram a presencga do virus concomitantemente no tecido e no plasma e no
tecido e na saliva, sugerindo que os individuos do Grupo controle estavam
apenas contaminados pelo virus do HPV.

Quanto ao sexo dos individuos do Grupo caso, este seguiu a
caracteristica classica de pacientes com liquen plano (predominancia pelo sexo
feminino), caracteristica compativel com outros estudos'®%°. Ja em relacéo as
variagoes clinicas do LPB e a positividade para o HPV obteve-se a prevaléncia
por lesdes do tipo atroficas-erosivas (53,8%) resultado superior ao encontrado
por Szarka et al.”® (42,6%), Campisi et al.?° (20,4%) e Mattila et al.** (15.9%) e

|.29

conflitante com estudo realizado por Yildirim et a o qual encontrou a

prevaléncia do HPV em lesdes do tipo nao atréficas-erosivas.
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2.8 Conclusao

Pbde-se observar que as taxas de detecgdo do HPV variam muito de
acordo com a fonte material empregada. Entretanto, todas as fontes testadas
neste estudo foram consideradas viaveis para a deteccdo do HPV, em
individuos sem lesbes de LPB.

Conclui-se que houve uma alta prevaléncia da detecgdo do HPV em
algumas fontes materiais de ambos os grupos analisados. Entretanto, nao
houve uma correlagao estabelecida entre o HPV e os Grupos estudados.
Também nao foi encontrada uma correlagdo entre os dados epidemioldgicos

dos grupos estudados com a presenga do HPV.
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3 Capitulo 2

Detecgado do EBV por nPCR em liquen plano bucal e tecido

normal de cavidade bucal

3.1 Resumo

Este estudo teve por objetivo detectar a presenca do DNA do Epstein-
Barr virus (EBV) em diferentes fontes de materiais de um grupo pareado de
pacientes portadores de liquen plano bucal (LPB) e um grupo de individuos
sem lesbes de LPB e correlacionar a presenga viral com as variaveis
epidemioldgicas dos grupos estudados. Foram coletadas amostras de tecido
fresco, saliva, células esfoliadas e plasma de 24 pacientes com lesbdes de LPB
(Grupo caso) e de 17 pacientes sem lesdes de LPB (Grupo controle). A
deteccdo do EBV foi realizada por meio da nPCR. Obteve-se a positividade
viral em 62,5% das amostras teciduais, em 70,8% das amostras de células
esfoliadas e em 33,3% das amostras de plasma sanguineo e 75% em amostras
de saliva do Grupo caso e em 35,3% das amostras teciduais, 64,7% em
amostras de saliva e em 82,4% e 47,1% das amostras de células esfoliadas e
plasma sanguineo, respectivamente, no Grupo controle. Houve prevaléncia
pelo sexo feminino em ambos os grupos. As variaveis nao atréficas-erosivas
foram as mais acometidas pelo EBV. Nao foi encontrada relagédo entre o EBV e
o LPB, no entanto, todas as fontes testadas neste estudo foram consideradas

viaveis para a deteccdo deste virus.
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PALAVRAS-CHAVE: Herpesvirus humano 4; Liquen Plano Bucal; Reagao em

Cadeia da Polimerase.
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3.2 Abstract

This study aimed to detect the presence of the Epstein-Barr virus (EBV) DNA in
different sources of materials from a paired group of patients with oral lichen
planus(OLP) (Case group) and from a group without OLP lesions (Control
group) and correlate the viral presence with the epidemiological variables of the
studied groups. Samples of fresh tissue, saliva, exfoliated cells and blood
plasma were collected from 24 patients of the case group and from 17 patients
of the control group. EBV detection was performed using nPCR. In the case
group, we obtained viral positivity in 62,5% of fresh tissue samples, in 70,8% of
oral exfoliated cells samples, in 33,3% of blood plasma samples and in 75% of
saliva samples. In the control group, this positivity was of 35,3% in fresh tissue
samples, 64,7% in saliva samples and in 82,3% and 47,1% of exfoliated cells
and blood plasma samples, respectively. There was a prevalence for females in
both groups. The atrophic-erosive variables were most affected by EBV. We did
not found a relation between EBV and OLP, however, all tested sources in this

study were viable for this virus detection.

Keywords: Herpesvirus 4, Human; Lichen planus, Oral; Polimerase Chain

Reaction.
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3.3 Introducao*

O liquen plano bucal (LPB) consiste em uma doenga autoimune crénica
inflamatdria’, que acomete em torno de 2% a 3%?2 da populacdo sendo que as
mulheres de meia-idade sdo as mais afetadas®. Apesar de sua etiologia ser
incerta, acredita-se que um processo multifatorial possa estar envolvido, com a
participacdo de fatores genéticos, psicoldgicos e infecciosos®, os quais fazem
parte deste Ultimo Grupoo virus da Hepatite C°, o virus do Herpes Simples (tipo
1), Virus do Herpes Humano (tipo 6)°’, Papilomavirus humano (HPV) e o
Epstein-Barr Virus (EBV)®. Clinicamente, o LPB apresenta seis variagdes, entre
elas o tipo reticular, em placa, papular, atréfico, erosivo e bolhoso®. O
diagndstico € dado, primeiramente, por meio da aparéncia clinica da leséo e é
confirmado posteriormente por meio de bidpsia e analise histopatolégica do
espécime’®a qual se apresenta com degeneragao hidrépica da camada basal e
infiltrado linfocitario em banda subepitelial".

O tratamento geralmente consiste no uso de esterdides topicos,
corticdides sistémicos e imunossupressores'?.

O EBV pertence a familia Herpesviridae e  subfamilia
gammaherpesviridae. Possui dupla fita de DNA contido em um nucleocapsideo
icosaédrico que possui 162 capsdmeros e abriga um genoma viral de DNA de
aproximadamente 172 mil pares de bases (pb)'>"*.

Até o momento, o EBV ¢é conhecido como o mais potente virus
imortalizador celular, infectando aproximadamente 90% da populagao adulta de

15,16

maneira assintomatica , sendo responsavel pelo desenvolvimento da

*Normas do Periddico International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery- IJOMS
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mononucleose infecciosa, além de ser o agente etiolégico da leucoplasia pilosa
e de algumas neoplasias malignas como o linfoma de Burkitt, linfoma nao-
Hodgkin e o carcinoma nasofaringeo'’. Possui dois subtipos, o tipo 1 o qual
acomete principalmente as populagcdes asiaticas e caucasianas e o tipo 2 que
é encontrado mais frequentemente na populacdo Africana’®. Sua transmisséo
se da principalmente pelo contato oral na fase aguda da doenga, atingindo
primeiramente as ceélulas epiteliais da orofaringe e das glandulas salivares, as
quais sao passiveis de infeccdo, com replicacdo periodica e eliminagao do

19-21

virus pela saliva™", e posteriormente, os linfocitos B (células-alvo do virus),

onde uma pequena fragcdo destas células atua como reservatérios de EBV,
apos a infeccdo primaria®>%.

Apos a penetracao do virus na célula duas possiveis formas de infecgao
podem ocorrer: a infecgcao litica, na qual o DNA do EBV incorpora-se ao
genoma do linfécito, sendo transcrito e replicado no nucleo; e a infeccéo
latente, a qual ocorre apds a infecgao inicial, onde o DNA viral permanece no
nucleo do linfécito como DNA epissomal, circular'®. O estresse e a deficiéncia
imunoldgica séo fatores que estdo relacionados com a reativagao e replicagao
do virus®.

A correlagao entre o EBV e o LPB tem sido o foco de muitos estudos ao
longo dos anos, onde diversas técnicas para deteccdo do EBV vem sendo
utilizadas, dentre elas a imunohistoquimica, hibridizagao in situ, a reagéao em
cadeia da polimerase (PCR) e a nested-PCR (nPCR). A PCR, uma das mais
empregadas nas diversas areas de diagndstico molecular, devido a sua grande

capacidade de detectar pequenos fragmentos de DNA. A nPCR é uma variagéo

da técnica PCR a qual compreende duas etapas de sintese de DNA, sendo
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que o material produzido na primeira etapa € utilizado na segunda etapa,
objetivando deste modo a especificidade e eficiéncia da amplificagdo do DNA
alvo?.

Cruz et al.™

, por meio da PCR pesquisaram a correlacédo do EBV, em
lesGes potencialmente malignas e em pacientes sem tais lesdes. Foi
encontrada correlagédo entre o EBV e as lesbes potencialmente malignas
(77,8%), entretanto, no Grupo controle a positividade viral foi de 8,3%. No

entanto, Sand et al.?®

, utilizando a técnica da nPCR, analisaram a presenc¢a do
EBV em amostras teciduais parafinadas de 23 portadores de LPB e de 67
pacientes do Grupo controle. Como resultados, foram encontradas a

prevaléncia viral em 26,1% das amostras de pacientes com LPB e em 7,3%

das amostras do Grupo controle.
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3.4 Proposicao

Frente as controvérsias na literatura, quanto a existéncia de uma
correlagao entre o EBV e o LPB, o objetivo do presente estudo foi verificar a
relacéo entre este virus e o LPB por meio da técnica da nPCR em diferentes
fontes materiais (tecido fresco, plasma sanguineo, saliva e células esfoliadas
orais) de um grupo pareado (por sexo e idade) de pacientes portadores de LPB
e de um grupo de pacientes sem lesdes de LPB. Este trabalho teve por objetivo
também correlacionar os dados epidemiologicos dos grupos estudados com a
presenca viral, além de verificar se as fontes materiais testadas neste estudo

podem ser consideradas viaveis para a detecgao do EBV.
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3.5 Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP (FOA-UNESP) através da
Plataforma Brasil (CAAE: 03069012.8.0000.5420) (ANEXO A).

Todos os pacientes envolvidos nesta pesquisa assinaram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de inclusao

Foram adotados os seguintes critérios para a inclusdo dos 24 pacientes

com liquen plano bucal (Grupo caso):

1. Pacientes atendidos pela disciplina de Estomatologia da FOA-UNESP,
com diagnostico histopatoldgico definitivo de LPB realizado por um mesmo

patologista;

2. Pacientes atendidos na mesma instituicdo com finalidade de

diagndstico e tratamento, independente da realizagdo desta pesquisa.

Para inclusdo dos 17 pacientes controles foram adotados os seguintes

critérios (Grupo controle):

1. Pacientes atendidos pela disciplina de Estomatologia da FOA-UNESP,
que necessitavam de procedimento cirurgico oral (cunha distal ou cirurgia pré-
protética) como modalidade de tratamento (independentemente da realizagao

desta pesquisa).
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Coleta de dados e materiais:

Para os pacientes do Grupo caso:

- Foram realizadas biopsias com finalidade diagndstica e o material
obtido foi dividido em duas partes. Uma parte foi conservada em freezer -80°C
para posteriores exames biomoleculares de detec¢cdo do DNA do EBV e a outra
parte foi armazenada em formol tamponado a 10% e enviada para a analise
histopatoldgica. Para a realizagao do exame histopatoldgico, o espécime fixado
em formol 10% foi clivado e acondicionado em cassetes histolégicos para
processamento (desidratacdo, clarificacdo e impregnacao) e inclusdo em
parafina. Apds, procedeu-se a microtomia e posteriormente, a coloragcao pelo
método HE (hematoxilina e eosina).

Todos os pacientes pertencentes ao Grupo caso possuiam o diagndstico
histopatolégico de LPB realizado por um mesmo patologista.

- Para a coleta de saliva e células esfoliadas os pacientes foram
orientados a ndo se alimentarem ou consumirem qualquer bebida por até 30
minutos antes da coleta ser realizada. Para a obtengcdo das amostras de saliva
foi solicitado ao paciente que o mesmo eliminasse a saliva em um tubo do tipo
Falcon de 15 mL no periodo 5 a 10 minutos, a fim de se obter no minimo 5 mL
de saliva. A coleta de células esfoliadas foi realizada com auxilio de um
citobrush onde este foi firmemente friccionado e rodado de 5 a 10 vezes na
lesdo de LPB e apods foi armazenado em um tubo de polipropileno de 2 mL
contendo 300 uL de agua Mili-Q ou TE.

As amostras de saliva e células esfoliadas foram distribuidas em tubos
de polipropileno de 2mL, identificadas, e armazenadas a -80° C para

posteriores procedimentos laboratoriais.
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- Foram coletados 10 mL de sangue de cada paciente pela equipe de
enfermagem do Centro de Oncologia Bucal (COB) da FOA-UNESP. O material
foi coletado foi depositado em um tubo do tipo Falcon de 50 mL contendo 0,2
mL de EDTA trissédico a 10%. Apds a coleta, o material foi imediatamente
centrifugado para obtengdo do plasma e as amostras foram distribuidas em

tubos de polipropileno de 2 mL e armazenadas a -80°C.

Para os pacientes do Grupo controle:

Todas as etapas de coleta de materiais foram realizadas de forma
semelhante a técnica ja descrita para os pacientes do Grupo caso. Com
excecgao as biopsias, que foram realizadas como modalidade de tratamento e a
regido de coleta das amostras de células esfoliadas, as quais foram realizadas

na regiao normal do paciente.

Extracao de DNA :

A extragdo de DNA das amostras foi realizada segundo as instrugdes do
fabricante do Kit de extragdo de DNA QIAamp® DNA mini kit.

Para confirmagao da presencga e integridade do DNA genémico, o DNA
obtido de todos os materiais foi submetido & espectrofotometria (NanoDrop®

ND-1000 UV-Vis).
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PCR para gene humano controle

Na realizagdo do PCR para o gene controle da 3-globina foram utilizados
os oligonucleotideos PCO3 e PCO4 com 110 pb (pares de base) descrito por
Nonogaki et al*’.

A reacéo foi realizada em um termociclador (PTC-100, MJ Research,
Inc., Watertown, MS, EUA) adicionando-se ao DNA onde adicionou-se ao DNA
um mix contendo os seguintes componentes: adicionando-se ao DNA um mix
com os seguintes componentes: 10,8 yL de agua ultrapura; 1,5 yL de cada
oligonucleotideo iniciador (PCO3 e PCO4 [5 uM] ); 1,5 U de Tag DNA
polimerase (5U/uL); 2,5 yL de tampéo de PCR 10X (200 mM de Tris-HCI pH
8,4 e 50 mM de KCI); 0,75 pyL de MgCl; 50 mM ; 1,5 uL de mistura dNTPs
10mM (deoxyribonucleoside 5’-triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP —
GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), com exce¢do da agua ultrapura e dos
dNTPs, os demais componentes sdo da Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

ApoOs a mistura dos componentes, em um fluxo—laminar (Heto-Holter
Tivo HV PCR, Dinamarca), foi adicionado 5 yL do DNA de cada amostra
totalizando um volume final de 25 uL. Como controle positivo para o gene da -
globina utilizamos uma amostra de sangue previamente testada e como
controle negativo uma amostra contendo somente o mix.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador (Peltier Effect
Cycling modelo PTC — 100, MJ Research, EUA), sob as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de desnaturagao a 95°C
por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2
minutos, com extensao final a 72°C por 8 minutos. Para o tecido e para o

plasma a temperatura de anelamento foi alterada para 53°C e 50°C,
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respectivamente.

Para verificacdo da presenca do DNA humano foi realizada a analise
através da eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéo 1x TBE (Fonte
Eletroforética - Amersham Pharmacia Biotech modelo EP3501, Suécia),
durante 75 minutos sob voltagem constante de 100 volts. A visualizagdo apos
coloragcdo com brometo de etideo foi realizada sob luz ultravioleta e a
documentag&o com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D.

ApoOs a confirmacgdo da integridade do DNA gendmico, as amostras

foram submetidas a pesquisa do DNA do EBV através da técnica da nPCR.

nPCR para amplificagcao do EBV

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores que fazem parte da
regidgo BamHIW do EBV (oligonucleotideo externo para frente -
GAGACCGAAGTGAAGTCCCT, oligonucleotideo externo para tras -
GGTGCCTTCTTAGGAGCTGT, oligonucleotideo interno para frente -
GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT, oligonucleotideo interno para tras -

GAGGGGACCCTGAGACGGGT) (Integrated DNA Technologies), utilizados

O]

10 uM, que amplificam fragmento de 100 pb.

Na primeira etapa a mistura de amplificagao foi composta por 2.5 yL de
tamp&do de PCR 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8; KCI 50 mM) (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1,3 mM de MgCl, (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 02 mM de cada dNTP
(deoxyribonucleoside 5’- triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP)

(Amershan Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA), 0,5 uL de Tag DNA polimerase
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(Invitrogen Life Technologies, Brasil), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
(Integrated DNA Technologies), 5 yL de amostra de DNA genbémico e agua
ultrapura (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para totalizar o
volume final de 50 pL. Os fragmentos foram amplificados em termociclador
(PTC-100, MJ Research, Inc.). Na segunda etapa da nPCR, que ocorre apos a
primeira, os oligonucleotideos iniciadores amplificaram um fragmento de 100
pb dentro da sequéncia do fragmento amplificado na primeira etapa. Para isto,
utilizamos como amostra de DNA 1 uL do produto obtido na primeira etapa. A
mistura de amplificagcdo e as condi¢gbes de ciclagem foram semelhantes a da
primeira etapa da nPCR, exceto pela substituicdo dos oligonucleotideos
iniciadores externos pelos internos.

Para controle positivo foi utilizado o DNA extraido de tecido parafinizado
de amostra de paciente com diagnostico histopatologico de Linfoma de
Hodgkin. O controle negativo foi composto somente pelo mix de amplificagcao.

Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, durante 2 horas, sob voltagem constante de 100 volts. A
evidenciacdo das bandas foi realizada em solugdo de nitrato de prata e a
documentagdo com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D. Este
processo foi repetido para cada material (plasma, saliva, células esfoliadas e

tecido) e todas as amostras foram testadas em duplicata.

Forma de analise dos resultados

Os dados obtidos de cada grupo foram analisados com o software EPI

INFO™ 7 versdo 7.1.3.0 (Centers for Disease Control and Prevention, EUA) e
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Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, EUA). O Teste T foi aplicado para
averiguar se as idades dos grupos estudados nao diferiam estatisticamente,
entretanto, para verificar a correlagdo entre os dois grupos estudados quanto
ao status do EBV em cada fonte material, foram aplicados o Teste do Qui-
Quadrado - Mantel-Haenszel e o Teste exato de Fisher em nivel de

significancia de 5%.
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3.6 Resultados

Foram incluidos neste estudo 24 portadores de LPB (Grupo caso) e 17
pacientes nao portadores de LPB (Grupo controle), pareados por sexo e idade,
com diferencga de até 3 anos.

A média de idade dos pacientes que constituiram o Grupo caso foi de
56,25 anos (43-72; desvio-padrao de 7,81) e de 57,59 anos (42-69; desvio-

padréo de 9,12) no Grupo controle (Figura 8).

Titulo do Grafico

65 -
60 - 56,25

57,59

Idade 25

50 -

45 -

40 -

Caso Controle

Grupos de Estudo

Figura 8 — Média de idade dos pacientes do Grupo caso e do Grupo controle

Nao foi encontrada diferenga significativa em nivel de 5% entre as
idades dos grupos estudados (p=0,6171).

A maioria dos pacientes era do sexo feminino em ambos 0s grupos
(83,3% no Grupo caso e 76,5% no Grupo controle), como representado na

Figura 9.
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Figura 9 — Prevaléncia de pacientes do sexo feminino e masculino nos Grupos

caso e controle

A area mais afetada pelas lesdes de LPB foi a regido de mucosa jugal

(83,3%) seguida pela regidao de borda de lingua (12,5%) e dorso de lingua

(4,2%). Ja no Grupo controle, a regido mais acometida foi a regiédo de rebordo

alveolar (52,9%) seguido da mucosa jugal (23,5%), dorso de lingua (17,7%) e

borda de lingua (5,9%) (Figura 10).

M Mucosa jugal HDorso lingual & Bordalingual ®Rebordo alveolar

83,3%
Prevaléncia 52,9%
de
individuos 23,5% .
12,5% 17,7%
4,2% ' 5,9%
Grupo Caso Grupo Controle

Figura 10 — Prevaléncia das regides afetadas nos Grupos estudados
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Todas as amostras do Grupo caso e do Grupo controle foram extraidas
e testadas para o gene controle da B-globina humana, confirmando a presenga

e a integridade do DNA (Figura 11).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP NO

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP NO

Figura 11 — Resultado da amplificacdo da B-globina (110 pb) em amostras

teciduais do Grupo caso (Foto A) e do Grupo controle (Foto B)

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA de sangue

humano previamente testado); NO = controle negativo (sem DNA)

Apos, procedeu-se a detecgao do EBV por nPCR em amostras do Grupo

caso e do Grupo controle (Figuras 12 e 13).
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PM 1 3 4 6 7 8 9 11 12 13 14 15 CP NO

Figura 12 — Resultado da amplificagdo do EBV (100 pb) por nPCR de 12

amostras de saliva do Grupo caso

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de

linfoma de Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA)

PM 2 4 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 19 21 25 26 CP CP NO

Figura 13 — Resultado da amplificacdo do EBV (100 pb) por nPCR de 16

amostras de saliva do Grupo controle

*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido DNA

extraido de linfoma de Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA)
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A presencga do EBV foi detectada em 62,5% (15/24) e em 35,3% (6/17)
das amostras de tecido fresco no Grupo caso e no Grupo controle,
respectivamente (p=0,0899). Nas amostras de saliva, 75% (18/24) do Grupo
caso e 64,7% (11/17) do controle foram positivas para o EBV (p=0,4808). Nas
amostras de células esfoliadas, o EBV foi encontrado em 70,8% (17/24) e
82,4% (14/17) das amostras do Grupo caso e do Grupo controle,
respectivamente (p=0,4033). Quanto ao plasma, 33,3% (8/24) e 47,1% (8/17)
das amostras do grupo de estudo e controle foram positivas para o EBV

(p=0,3806) (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise caso-controle da presenga e auséncia do virus do EBV em

cada fonte material

GRUPO CASO (n=24) GRUPO CONTROLE (n=17)

15 9 24
(625) (375) (100) (353) (64,7) (100) 0089
18 6 24 11 6 17

(75)  (25) (100) (647) (353) (100) 04898
17 7 24 14 3 17
(70,8) (29,2) (100) (82,4) (17,6) (100) 0,4033
: N o 0 Y 17 0,3806

(33,3) (66,7) (100) (47,1) (52,9) (100)

Teste do Qui-Quadrado - Mantel-Haenszel (nivel de significancia de 5%)
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O teste de proporgdo mostrou que nao existem diferengas
estatisticamente significativas entre as fontes materiais estudadas quanto a

positividade viral nos Grupos caso e controle (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparagao das proporgcdes de positividade para o EBV nos

Grupos caso e controle, em cada uma das fontes estudadas

FONTES

62,50
75,00 64,71 0,7940

70,83 82,35 0,9652

S 47,06 03748

Nivel de significancia de 5%

A andlise da positividade do EBV entre as diferentes fontes materiais
nos pacientes portadores de LPB mostrou um valor significativo para as
variaveis: plasma versus saliva (p= 0,0039), plasma versus células esfoliadas
(p= 0,0067) e plasma versus tecido (p= 0,0196). No entanto, entre as variaveis
saliva versus células esfoliadas, saliva versus tecido e células esfoliadas

versus tecido a relacao ndo se mostrou significativa (Tabela 7).
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Tabela 7 — Comparacédo 2 a 2 quanto a presenga do EBV entre as fontes

materiais dos pacientes do Grupo caso

Saliva x Células esfoliadas 0,6547
Saliva x Tecido 0,3657
Células esfoliadas x Tecido 0,5271
Plasma x Tecido 0,0196**
Plasma x Saliva 0,0039**
Plasma x Células esfoliadas 0,0067**

**Significativo a nivel de 5%.

Em relagdo ao status do EBV quanto ao sexo dos pacientes com LPB
em cada fonte estudada, foram encontradas diferengas estatisticamente

significativas apenas em amostras de saliva (p=0,0353). (Tabela 8).
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Tabela 8 — Relacdo entre o sexo dos pacientes do Grupo caso quanto a

presenca e auséncia do virus do EBV em cada fonte material

SEXO FEMININO SEXO MASCULINO

0,5138

17 3 20 1 3 4

(85)  (15) (100) (25) (75) (100)  0:03%87
15 5 20 2 2 4

(75)  (25) (100) (50) (50) (100) 03281
6 14 2 2 2 4 0.4071

(30) (70) (100) (50)  (50) (100)

Teste Exato de Fisher (**significativo a nivel de 5%)

Tratando-se das variagdes clinicas das lesdes de LPB encontradas no
Grupo caso, estas, foram classificadas em dois grupos: (1) lesdes atroficas-
erosivas; as quais fazem parte as variaveis do tipo atréfica, erosiva, bolhosa e
mistas (2) lesbes ndo atréficas-erosivas; as quais incluem as lesdes do tipo
reticular, em placa e mistas. As variaveis nao atroficas-erosivas foram as mais
prevalentes nos participantes do Grupo caso (54,2%) (Figura14) e também
foram as mais acometidas pelo virus do EBV, no entanto ndo houve diferencas
significativas entre as variagdes clinicas do LPB em cada fonte material

(Tabela 9).
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Grupo Caso

H Atréficas-erosivas

i N3ao atréficas-erosivas

Figura 14 — Variagbes clinicas das lesbes de LPB nos pacientes do Grupo

caso

Tabela 9 — Relac&do entre as variaveis clinicas das lesbes de LPB quanto a

presenca e auséncia do virus do EBV em cada fonte material

VARIAVEIS AE VARIAVEIS NAO AE

9 2 11 6

(818) (182) (100) (462) (538) (100) %%
7 4 11 11 2 13

(636) (364) (100) (846) (154) (100)  0%3%
8 3 11 9 4 13

(727) (27,3) (100) (69.2) (30,8) (100) 0004

) 4 o N J 13 0,5555

(33,3) (66,7) (100) (30,8) (69,2) (100)

Teste Exato de Fisher (nivel de significancia de 5%).
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3.7 Discussao

Nao foi encontrada neste estudo uma relacdo estatisticamente
significativa quanto a positividade para o EBV nas amostras teciduais dos
grupos estudados (p=0,0899). Entretanto as taxas de prevaléncia viral nestas
amostras foram superiores a de estudos realizados por Sand et al.®® e por Kis

et al.’®

, 0s quais detectaram a presenca do EBV em 26,1% e 46,6% das
amostras teciduais parafinadas de pacientes portadores de LPB e em 7,3% e
19,1% pacientes sem lesdes de LPB, respectivamente, através da técnica da

nPCR e foi superior também a taxa encontrada por Yildirim et al.?®

, 0S quais
encontraram a prevaléncia do EBV em 35% das amostras teciduais de LPB por
meio da imunohistoquimica.

Acredita-se que a alta taxa viral em no presente estudo, tanto no Grupo
caso como no controle, comparado a estes estudos se deu devido ao fato da
utilizacao de tecido fresco ao invés da utilizagao de tecidos parafinizados, uma
vez que o uso deste ultimo material pode acarretar em degradacdao do DNA
devido a sua fixacdo em formalina. Outra explicacdo, seria 0 emprego da
técnica da nPCR que atualmente é conhecida como uma das mais sensiveis
técnicas empregadas na area da biologia molecular?.

De acordo com a pesquisa realizada na base de dados Pubmed nao
encontrou-se estudos que relatassem a presenca do EBV em amostras de
células esfoliadas, saliva e plasma de pacientes portadores de LPB, sendo este
o primeiro estudo caso-controle, pareado por sexo e idade, que envolve a

deteccdo do EBV em fontes materiais distintas de um grupo de pacientes

portadores de LPB e de um grupo de pacientes sem lesdes de LPB.
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Encontrou-se uma alta prevaléncia viral em amostras de saliva e células
esfoliadas tanto no Grupo caso como no Grupo controle. No entanto, a analise
caso-controle quanto ao status do EBV ndo se mostrou significativa para
nenhuma destas fontes materiais. Comparando as taxas de detec¢cdo do EBV
em pacientes sem lesdes de LPB encontradas por este estudo com as taxas
encontradas na literatura verificou-se que as mesmas estdo de acordo com

Saygun et al®

, 0S quais relatam que as taxas de infecgdo pelo EBV em
individuos saudaveis podem variar de 0% a 100% e s&o superiores as taxas
encontradas por Ammatuna et al.*® os quais obtiveram a positividade para o
EBV em 15% das amostras de saliva e em 30% das amostras de células
esfoliadas de individuos saudaveis.

Esperava-se como de fato ocorreu encontrar as maiores taxas de
deteccao para o EBV nas amostras de células esfoliadas e especialmente nas
amostras de saliva de ambos os grupos estudados. Uma explicagéo para a alta
taxa de deteccédo do EBV na saliva deve-se ao fato da saliva ser considerada
uma das principais fontes de disseminagdo do virus. No entanto, a alta
positividade viral encontrada nas amostras de células esfoliadas sugere que o
virus possa estar em seu ciclo replicativo o qual pode ser detectado nas
camadas superficiais do epitélio®’.

A utilizacdo do plasma sanguineo na deteccdo do EBV vem sendo
estudada ao longo da ultima década, onde o DNA circulante do EBV tem se
mostrado um valioso marcador diagndstico e progndstico para muitas
malignidades associadas ao EBV, principalmente para o carcinoma

nasofaringeo e o linfoma®. A prevaléncia do EBV em amostras de plasma

sanguineo extraidas de carcinomas de orofaringe variam entre 69% a 96%%,
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entretanto, em individuos sem a malignidade esta taxa € menor variando entre
7% e 12,2%>>*.

No presente estudo ndo foi encontrado resultados significativos em nivel
de 5% quanto ao status do EBV no plasma sanguineo dos pacientes de ambos
os grupos estudados. Entretanto, notou-se que a taxa de detecgéo deste foi a
mais baixa no Grupo caso e a segunda mais baixa no Grupo controle quando
comparada as taxas encontradas pelas demais fontes. Também pbéde-se notar
que somente as amostras de plasma tiveram concomitancia com as demais
fontes levando-se a crer que este fato ocorreu devido ao EBV ser um virus
amplamente disseminado no ambiente, sendo que praticamente a maioria dos
individuos, na idade adulta, apresenta evidéncias sorologicas de exposi¢céo
previa ao virus® além do fato do ciclo de vida do EBV envolver dois
compartimentos (sangue periférico e cavidade oral), onde a memoria da
infeccdo latente dos linfocitos B circula no sangue periférico constituindo um
reservatdrio para o EBV persistente®.

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos pacientes estudados,
encontrou-se predominancia pelo sexo feminino nos pacientes em ambos os
grupos, onde esta ja era esperada no Grupo caso, pois segue uma
caracteristica classica de portadores de LPB. Estes dados estdo de acordo
com o estudo realizado por Sand et al.®, os quais relataram nZo haver
diferencgas entre o sexo quanto a prevaléncia do EBV e sao conflitantes com o

estudo realizado por Kis et al."®

, 0S quais encontraram prevaléncia do EBV no
sexo masculino. Em relacdo ao sexo entre os pacientes portadores de LPB e
as fontes estudadas, encontrou-se uma relacédo significativa apenas em

amostras de saliva (p=0,0353).
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N&do foi encontrada relagdo estatisticamente significativa quanto as
variaveis clinicas das lesdes de LPB e a presenga do EBV, sendo este
resultado compativel com o estudo realizado por Yildirim et al.?®, os quais
sugerem que o tipo clinico do LPB nao esta correlacionado com o status do

EBV.
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3.8 Conclusao

Concluiu-se que todas as fontes materiais testadas neste estudo foram
consideradas viaveis para deteccdo do EBV em ambos os grupos e mesmo que se
tenha encontrado uma alta prevaléncia do EBV entre as fontes materiais testadas em
ambos os grupos, ndo foi estabelecida uma correlacdo entre o LPB e o EBV e

também n&o foi encontrada correlagdo entre os dados epidemiolégicos dos

grupos estudados com a presenca do EBV.
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desenvolvido sem maiores intercorréncias.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgéo obrigatéria:
Estédo dentro do solicitado pelas normas.

Recomendagoes:
Nada a declarar.

Enderego: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA CEP: 16.015-050

UF: SP Municipio: ARACATUBA

Telefone: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E-mail: anacmsn @foa.unesp.br



FACULDADE DE
ODONTOLOGIA - CAMPUS DE °
ARAQATUBA JULIO DE

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao ha pendéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Todas as solicitagdes realizadas pelo relator foram atendidas pelo pesquisador responsavel, o que permite a
aprovacao para o desenvolvimento do projeto.

ARACAT JA, 07 de Dezembro de 2012

Assinador por:

Ana Claudia de Melo Stevanato Nakamune
(Coordenador)

Endereco: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA CEP: 16.015-050

UF: SP Municipio: ARACATUBA

Telefone: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E-mail: anacmsn@foa.unesp.br
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Anexo B

NORMAS PARA PUBLICAGCAO NO INTERNATIONAL JOURNAL
OF ORAL AND MAXILLOFACIAL SURGERY

Guide for Authors

Would authors please note that the reference style for the journal has now
changed. Please pay special attention to the guidelines under the heading

"References" below

Authors wishing to submit their work to the journal are urged to read this
detailed guide for authors and comply with all the requirements, particularly
those relating to manuscript length and format. This will speed up the reviewing

process and reduce the time taken to publish a paper following acceptance.
Online Submission

Submission and peer-review of all papers is now conducted entirely online,
increasing efficiency for editors, authors, and reviewers, and enhancing
publication speed. Authors requiring further information on online submission
are strongly encouraged to view the system, including a tutorial,
at http://ees.elsevier.com/ijoms. A comprehensive Author Support service is
available to answer additional enquiries at authorsupport@elsevier.com. Once a
paper has been submitted, all subsequent correspondence between the
Editorial Office (ijjoms@elsevier.com) and the corresponding author will be by e-
mail.

Editorial Policy
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A paper is accepted for publication on the understanding that it has not been
submitted simultaneously to another journal, has been read and approved by all
authors, and that the work has not been published before. The Editors reserve
the right to make editorial and literary corrections. Any opinions expressed or
policies advocated do not necessarily reflect the opinions and policies of the
Editors.

Declarations

Upon submission you will be required to complete and upload this form (pdf
version or word version) to declare funding, conflict of interest and to indicate
whether ethical approval was sought. This information must also be inserted
into your manuscript under the acknowledgements section with the headings

below. If you have no declaration to make please insert the following statements

Into your manuscript:

Funding: None

Competing interests: None declared

Ethical approval: Not required

Patient permission: Not required

PLEASE NOTE that all funding must be declared at first submission, as the
addition of funding at acceptance stage may invalidate the acceptance of your

manuscript.

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1)

the conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and
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Interpretation of data (2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content (3) final approval of the version to be submitted.
Normally one or two, and no more than three, authors should appear on a short
communication, technical note or interesting case/lesson learnt. Full length
articles may contain as many authors as appropriate. Minor contributors and
non-contributory clinicians who have allowed their patients to be used in the
paper should be acknowledged at the end of the text and before the
references.

The corresponding author is responsible for ensuring that all authors are aware

of their obligations.

Before a paper is accepted all the authors of the paper must sign the
Confirmation of Authorship form. This form confirms that all the named authors
agree to publication if the paper is accepted and that each has had significant
input into the paper. Please download the form and send it to the Editorial
Office. (pdf version or word version) It is advisable that to prevent delay this
form is submitted early in the editorial process.
Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above
should be listed in an acknowledgements section. Examples of those who might
be acknowledged include a person who provided purely technical help, writing
assistance, or a department chair who provided only general support. Authors
should disclose whether they had any writing assistance and identify the entity

that paid for this assistance.

Conflict of interest
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At the end of the main text, all authors must disclose any financial and personal
relationships with other people or organizations that could inappropriately
influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony,
patent applications/registrations, and grants or other funding. If an author has

no conflict of interest to declare, this should be stated.

Role of the funding source

All sources of funding should be declared as an acknowledgement at the end of
the text. Authors should declare the role of study sponsors, if any, in the study
design, in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
manuscript; and in the decision to submit the manuscript for publication. If the

study sponsors had no such involvement, the authors should so state.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via
the ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only
make this choice after receiving notification that your article has been accepted
for publication. The fee of $3,000 excludes taxes and other potential author fees
such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have
entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their
authors. Details of these agreements are available at
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish
to take advantage of this option, should complete and submit the order form

(available at http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever
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access option you choose, you retain many rights as an author, including the

right to post a revised personal version of your article on your own website.

More information can be foud here: http://www.elsevier.com/authorsrights.
Ethics

Work on human beings that is submitted to the International Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery should comply with the principles laid down in the
Declaration of Helsinki (Recommendations guiding physicians in biomedical
research involving human subjects. Adopted by the 18th World Medical
Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, amended by the 29th World Medical
Assembly, Tokyo, Japan, October 1975, the 35th World Medical Assembly,
Venice, ltaly, October 1983, and the 41st World Medical Assembly, Hong Kong,
September 1989). The manuscript should contain a statement that the work has
been approved by the appropriate ethical committees related to the institution(s)
in which it was performed and that subjects gave informed consent to the work.
Studies involving experiments with animals must state that their care was in
accordance with institution guidelines. Patients' and volunteers' names, initials,

and hospital numbers should not be used.

Patient confidentiality

Patients have a right to privacy. Therefore identifying information, including
patients' images, names, initials, or hospital numbers, should not be included in
videos, recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the
information is essential for scientific purposes and you have obtained written
informed consent for publication in print and electronic form from the patient (or

parent, guardian or next of kin where applicable). If such consent is made
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subject to any conditions, The Editor and Publisher must be made aware of all
such conditions. Written consents must be provided to the Editorial Office on
request. Even where consent has been given, identifying details should be
omitted if they are not essential. If identifying characteristics are altered to
protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide
assurance that alterations do not distort scientific meaning and editors should
so note. If consent for publication has not been obtained, personal details of
patients included in any part of the paper and in any supplementary materials

(including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Language Editing Services

Papers will only be accepted when they are written in an acceptable standard of
English. Authors, particularly those whose first language is not English, who
require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission should visit
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or
contact authorsupport@elsevier.com for more information. Please note,
Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or

services offered by outside vendors through our services or in any advertising.

For more information please refer to our Terms and
Conditions http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws_home/termsc

onditions.
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Article Types

The following contributions will be accepted for publication. Please take careful
note of the maximum length where applicable. Overlength articles will be

returned to the authors without peer review:

editorials (commissioned by the editor)

«clinical papers: no more than 5000 words and 30 references

sresearch papers: no more than 6000 words and 40 references

sreview papers - no limit on length or number of references

technical notes (surgical techniques, new instruments, technical innovations) -

no more than 2000 words, 10 references and 4 figures

scase reports - no more than 2000 words, 10 references and 2 figures

*book reviews

*letters to the editor - please see detailed guidelines provided at the end of the

main guide for authors

* JAOMS announcements

* general announcements.

Please note: Case reports will be considered for publication only if they add new

information to the existing body of knowledge or present new points of view on

known diseases.
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All authors must have contributed to the paper, not necessarily the patient
reatment. Technical notes and case reports are limited to a maximum of 4

authors, in exceptional circumstances, 5.

Criteria for Publication

Papers that will be considered for publication should be:

*focused

*based on a sound hypothesis and an adequate investigation method analyzing

a statistically relevant series, leading to relevant results that back the conclusion

swell written in simple, scientific English grammar and style

*presented with a clear message and containing new information that is relevant

for the readership of the journal

*Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper
within 3 months; in exceptional circumstances, this timeline may be extended at

the editor's discretion.

Presentation of Manuscripts

General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the
paper being immediately returned to the author and may lead to significant

delays in publication. Spelling may follow British or American usage, but not a
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mixture of the two. Papers should be double-spaced with a margin of at least 3

cm all round.

Format

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate

page:

«title page

eabstract

«text

*acknowledgements

sreferences

«tables

ecaptions to illustrations.

Please note that the qualifications of the authors will not be included in the
published paper and should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

The title page should give the following information:

«title of the article

full name of each author

*name and address of the department or institution to which the work should be

attributed
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*name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author
responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be

sent

*sources of support in the form of grants

*key words

If the title is longer than 40 characters (including spaces), a short title should be

supplied for use in the running heads.

Abstract

200 words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a
continuous paragraph. Must contain all relevant information, including results

and conclusion.

Text

Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate
Conclusion section. There should be no mention of the institution where the

work was carried out, especially in the Materials and Methods section.

Introduction

*Present first the nature and scope of the problem investigated

*Review briefly the pertinent literature

«State the rationale for the study

*Explain the purpose in writing the paper
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«State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular

method

*Should be written in the present tense

Materials and Methods

*Give the full details, limit references

*Should be written in the past tense

*Include exact technical specifications, quantities and generic names

Limit the number of subheadings, and use the same in the results section

*Mention statistical method

*Do not include results in this section

Results

* Do not describe methods

* Present results in the past tense

* Present representations rather than endlessly repetitive data

» Use tables where appropriate, and do not repeat information in the text

Discussion
» Discuss - do not recapitulate results ¢« Point out exceptions and lack of

correlations. Do not try to cover up or 'fudge' data

* Show how results agree/contrast with previous work

* Discuss the implications of your findings
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« State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the
nature of the paper. They should be kept to a minimum and may be removed by
the Editors. Normally only two categories of headings should be used: major
ones should be typed in capital letters; minor ones should be typed in lower

case (with an initial capital letter) at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state
the test or other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical
value obtained, degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA,
F=2.34; df=3,46; p<0.001). If a computer data analysis was involved, the
software package should be mentioned. Descriptive statistics may be presented

in the form of a table, or included in the text.

Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which
have been generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must
be defined when first used. For further details concerning abbreviations, see
Baron DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for biological and
medical editors and authors, London, Royal Society of Medicine, 1988
(available from The Royal Society of Medicine Services, 1 Wimpole Street,
London W1M 8AE, UK). The minus sign should be if a special designation for
teeth is used, a note should explain the symbols. Scientific names of organisms
should be binomials, the generic name only with a capital, and should be
italicised in the typescript. Microorganisms should be named according to the
latest edition of the Manual of Clinical Microbiology, American Society of

Microbiology.
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Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs
used may be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc
where the sex of the person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant
alternatives such as 'he/she'. Patients should not be automatically designated

as 'she', and doctors as 'he'.

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered
consecutively throughout the article, beginning with 1 for the first-cited
reference. References should be listed at the end of the paper in the order in
which they appear in the text (not listed alphabetically by author and numbered

as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the
text should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for
example "Kenneth and Cohen™ showed..."; "each technique has advantages
and disadvantages®'3." Citations in the text to papers with more than two
authors should give the name of the first author followed by "et al."; for example:

"Wang et al*” identified..."

All references cited in the text must be included in the list of references at the
end of the paper. Each reference listed must include the names of all authors.
Please see section "Article Types" for guidance on the maximum number of

reference for each type of article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus
(see www.nlm.nih.gov.uk). When citing papers from monographs and books,

give the author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and
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year of publication, first and last page numbers. Internet pages and online
resources may be included within the text and should state as a minimum the
author(s), title and full URL. The date of access should be supplied and all

URLs should be checked again at proof stage.

Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in
outpatient oral surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476. When citing a paper
which has a Digital Object Identifier (DOI), use the following style: Toschka H,
Feifel H. Aesthetic and functional results of harvesting radial forearm flap. Int J
Oral Maxillofac Surg 2001: 30: 45-51. doi: 10.1054/ijom.2000.0005
Book/monograph: Costich ER, White RP. Fundamentals of oral surgery.
Philadelphia: WB Saunders, 1971: 201-220. Book chapter: Hodge HC, Smith
FA. Biological properties of inorganic fluorides. In: Simons JH, ed.: Fluorine
chemistry. New York: Academic Press, 1965: 135. Internet resource:
International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals.

http://www.icmje.org [Accessibility verified March 21, 2008]

Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in
the form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered
consecutively with Arabic numerals. They should be double spaced on separate
pages and contain only horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A
short descriptive title should appear above each table, with any footnotes
suitably identified below. Care must be taken to ensure that all units are

included. Ensure that each table is cited in the text.
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Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be
figures, and should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each
figure should have a caption, typed double-spaced on a separate page and
numbered correspondingly. The minimum resolution for electronically generated

figures is 300 dpi.

Line illustrations: All line illustrations should present a crisp black image on an
even white background (127 x 178 mm (5 x 7 in), or no larger than 203 x 254
mm (8 x 10 in). The size of the lettering should be appropriate, taking into

account the necessary size reduction.

Photographs and radiographs: Photomicrographs should show magnification
and details of any staining techniques used. The area(s) of interest must be

clearly indicated with arrows or other symbols.

Color images are encouraged, but the decision whether an illustration is
accepted for reproduction in color in the printed journal lies with the editor-in-
chief. Figures supplied in color will appear in color in the online version of the
journal.

Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column
width (63 mm), (b) double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm).
Photographs should ideally be submitted at the final reproduction size based on

the above figures.

Funding body agreements and policies
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Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
who publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please

visit http://www.elsevier.com/fundingbodies

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author, which they are requested to correct and return within 48
hours. Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will
need to download Adobe Reader version 7 available free
from http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on
how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system

requirements are given at the Adobe site:

http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqgs.html#70win. If you do
not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please
list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible,
then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages

and e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with permission

from the Editor. We will do everything possible to get your article published
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quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may

proceed with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding authorwill be provided , at no cost, with a PDF file of the
article via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article
and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer
outlining the terms and conditions of use. Additional paper offprints can be
ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the

corresponding author.

Accepted Articles

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of
when an article's status has changed, visit:
http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html. There are also detailed artwork
guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact
details for questions arising after acceptance of an article, especially those
related to proofs, are provided after registration of an article for publication.

Instructions for Letters to the Editor

The IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the

highest quality of Letters to the Editor, the following guidelines should be
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followed:

1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no more
than 600 words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference
should include a reference to the IJOMS article being addressed.
2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and
critical points to which you wish to provide a clear and precise discussion

regarding the previously published article.

3. One should support all assertion by peer review literature which should be a
primary research or large clinical studies rather than a case report.
4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This would
include the potential conflicts of interest not just related to the specific content of
your letter but also the content of the IJOMS article and other related areas.
5. Please recognize that letters that are essentially in agreement with the
author's findings and offer no additional insights provide little new information
for publication. Likewise, letters that highlight the writer's own research or are
otherwise self promotional will receive a low publication priority.
6. There may be a need for additional editing. Should editing be required the
letter will be sent back to the author for final approval of the edited version.
7. It is important to use civil and professional discourse. It is not advisable that
one adopt a tone that may be misconstrued to be in anyway insulting.
8. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal
experiences can have great value in patient care, it is generally not strong

evidence to be placed in a letter to the editor



