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RESUMO:

Atualmente o tratamento do herpes labial é realizado com aciclovir (ACV).
Apesar de diminuir a sintomatologia, estudos mostram que n&o previne a recorréncia
das lesdes. Sabe-se que a terapia fotodinamica antimicrobiana (do inglés Antimicrobial
Photodynamic Therapy — aPDT) possui vantagens como diminuicdo do tempo de
remissao e auséncia de recorréncia no mesmo local. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar se a terapia fotodindmica antimicrobiana foi capaz de diminuir o tempo de
remissdo dessas lesbes e diminuir a sua recorréncia. Os individuos que se
apresentaram com herpes na fase de vesicula ou ulcera foram incluidos no estudo e
divididos aleatoriamente em dois grupos: G1- Grupo ACV — Foi aplicado o creme
aciclovir + simulacdo da aPDT para cegamento do estudo. G2- Grupo aPDT - azul de
metileno a 0,005% irradiados com comprimento de onda de 660nm, poténcia de 100mwW
(Laser Duo, MMOptics), exposicéo radiante de 120J/cm? e energia de 3J por ponto. Foi
aplicado na porgao central da lesdo, com 30 segundos de irradiagdo + creme placebo
do aciclovir. A variavel principal do estudo foi o tempo de resolucao da lesdo em dias.
As variaveis secundarias foram avaliacdo da recorréncia avaliada em meses, a dor
avaliada por meio da escala visual analégica (EVA), temperatura local por meio de
termdmetro digital. Os virus HSV-1 foram quantificados por meio de PCRq. Todas as
avaliacbes foram realizadas no baseline e apos 3 e 7 dias apds a aplicacdo da aPDT ou
seu placebo. O questionario Ohip-14 (Oral Health Impact Profile) foi utilizado para avaliar
o impacto da saude bucal apds o tratamento. O acompanhamento foi realizado em 1
més, 6 meses € um ano para o questionario Ohip-14-14 e avaliagado da recorréncia.
Resultados: Nao houve diferenca no tempo de resolucdo das lesbes em ambos os
grupos estudados (p=0,308), na diminuicdo da dor (p=0862 no primeiro e p=0339 no
terceiro dia) e na diminui¢cdo da temperatura (p=0,488 no primeiro, p=0,528 no segundo
e p= 0,071 no terceiro dia). Conclusdo: nao houve diferenga quanto ao tempo de
resolugao da lesdo nos dois grupos analisados nem para os outros desfechos clinicos

analisados.

PALAVRAS CHAVE: terapia fotodinamica, herpes labial, herpes simples, laser



ABSTRACT:

Herpes simplex lesions are treated with acyclovir. Despite reducing symptoms,
studies show that it does not prevent recurrence of lesions. Photodynamic therapy
(aPDT) has advantages such as decreased remission time and absence of recurrence
in the same place. Therefore, the objective of this study was to evaluate if photodynamic
therapy can decrease the healing time of these lesions and decrease their recurrence.
Patients who present with herpes in the vesicle or ulcer phase and are included in the
study were randomly divided into two groups: G1- Aciclovir group - aciclovir + aPDT
simulation was used for blinding of the study, G2- aPDT group: 0.005% methylene blue
laser group irradiated with 660nm, 100mW (Laser Duo, MMOptics), 120J / cm?, 3J per
point. Applied to the central part of the lesion, and 30 seconds of irradiation + aciclovir
placebo. The main study variable was the lesion resolution time in days. Secondary
variables were assessment of recurrence assessed in months, pain assessed by visual
analog scale (VAS), local temperature by digital thermometer. The viruses were
quantified by PCRq. All evaluations were be performed at baseline and after 3 and 7
days after the application of aPDT or its placebo. The questionnaire to evaluate the
impact of laser treatment on quality of life was be applied at baseline and after 7 days
for secondary variables. Long-term follow up was be performed at 1 month, 6 months
and one year for quality of life and recurrence assessment. Results: There was no
difference resolution of the lesions in both studied groups (p=0.308), pain (p=0862 in the
first and p=0339 in the third day) and temperature (p=0.488 first day, p=0.528 second
day and p=0.071 on the third day). Conclusion: there was no difference regarding the
time for lesion resolution in the analyzed groups, also for all the clinical outcomes

analyzed.

KEY WORDS: photodynamic therapy, cold sores, herpes simplex, photobiomodulation,

laser
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1.CONTEXTUALIZAGAO:

1.1. Herpes Simples

Herpes labial € uma doenca infecciosa causada pelo virus herpes
simples. Os subtipos HSV-1 (do inglés herpes simplex virus - 1) e HSV-2
acometem a pele e as membranas mucosas, porém o subtipo HSV-1 acomete
mais a regiao orofacial. (Whitley et al.,2001). Os seres humanos sao portadores
naturais do HSV 1 e a transmisséo € feita pelo contato direto com secrecdes
orais infectadas. (Arduino et al.,2008). Alguns individuos podem apresentar
infeccbes recorrentes e outros nunca evoluirem com um segundo episédio.
(Arduino et al., 2008).

1.2. Prevaléncia:

O HSV-1 apresenta uma taxa de soropositividade na ordem de 67% na
populagdo humana. (Singh et al., 2020) A prevaléncia de herpes labial aumenta
gradualmente durante a infancia, chegando a acometer de 70 a 80% dos adultos
no mundo. (Lowhagen et al, 2002; Axel et al., 1990 e Reichart et al., 2000). Em
2016, cerca de 3.752 milhdes de pessoas, entre 0 e 49 anos de idade,
apresentaram soro prevaléncia por HSV tipo 1 (James et al., 2020). Nos Estados
Unidos, o herpes labial recorrente atinge cerca de um tergo da populagao e esses
individuos apresentam de 1 a 6 episddios ao ano. (Cernik et al 2008). Essas
lesdes podem apresentar recorréncia, em 20 a 40 % da populagao mundial.
(Arduino et al.,2008).

1.3. HSV-1:

A familia do virus herpes é diversificada, e cada tipo de virus tem um
genoma com DNA de cadeia dupla que codifica de 100 a 200 genes. (Arduino et
al., 2008). O DNA do HSV apresenta aproximadamente 150 mil pares de base
(Fatahzadeh e Schwartz,2007), densamente enrolado. (Grinewald et al., 2003)

O virus herpes apresenta trés elementos estruturais: um nucleocapsideo
icosaédrico, que contém o genoma, o envelope composto de uma camada
bilipidica com glicoproteinas embutidas e uma regido proteica entre o capsideo

e o envelope chamado de tegumento. Figura 1. (Grunewald et al., 2003).
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ENVELOPE COM
GLIPOTROTEINAS
EMBUTIDAS

GENOMA

CAPSIDEO
ICOSAEDRICO

Figura 1: Diagrama esquematico do HSV
(adaptado de Corey e Spear, 1986)

O HSV-1 é um virus neurotropico com alto ciclo de replicagcdo no
hospedeiro. (Arduino et al., 2008). Acredita-se que o contato inicial do HSV-1
seja por meio das cadeias de glicosaminoglicanos e dos proteoglicanos da
superficie celular onde ocorre a fusdo das membranas viral e celular, permitindo
o fornecimento do nucleotideo viral para o citoplasma. (Spear et al., 2004)
(Figura 2)

HVEM

Nectin-1
Nectin-2

Figura 2: Fus&o do capsideo viral com a membrana celular (adaptado de
Spear et al, 2004)

Fonte: a autora

Durante a exposigao inicial, HSV-1 usa células epiteliais da mucosa, como
a principal porta de entrada e se multiplica no epitélio, infectando terminais
axbénicos dos nervos sensoriais que inervam a derme. (Arduino et al.,2008). Os
virus transitam por transporte axonal retrégrado para o corpo celular neuronal
abandonando o processo replicativo, estabelecendo um ciclo litico.
(Donnarumma et al.,2010) O génglio do nervo trigémeo € o principal local de
laténcia, que permite a manutencao do genoma viral em forma nao patogénica,
servindo como um reservatério para posterior reativagéao viral. (Arduino et al.,

2008). Os titulos virais sdo maiores quando a infecgdo esta ativamente
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produzindo vesiculas e, acredita-se que o risco de infecgdo seja maior nessa
fase. (Bello-Silva et al.,2010). Ja a fase de laténcia do HSV é um estado
caracterizado por represséo viral. (Singh et al.,2020).

A eliminacado eficiente de uma infecgdo viral requer uma resposta
inflamatdria do hospedeiro com ativacao de macrofagos, células natural Killer,
linfocitos T e produgao de quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias. (Morgensen
et al.,2004)

As células epiteliais sdo capazes de induzir a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias como a IL-6, IL-1 8 ou a, TNF-a e a quimiocina IL-8, que mediam a
resposta inflamatéria na fase aguda, promovem quimiotaxia e ativam células
apresentadoras de antigenos. O HSV-1 modula negativamente a produgéo
dessas citocinas através do acumulo de duas proteinas virais (ICP4 e ICP27),
cuja transcricado € induzida por uma proteina chamada YPI6 do tegumento
(Donnarumma et al.,2010). Essa modulacdo negativa acaba mediando a
instabilidade de mRNA de citocina pro-inflamatdria. Com isso, ocorre o atraso na
producdo de citocinas, permitindo a replicacdo do virus e, além disso, as
proteinas de transativacao viral (ICP-O e VP-16), induzem a expressao de IL-10,
que é uma citocina regulatéria, sendo considerada parte da estratégia viral para
evitar mecanismos locais de defesa imunolégica na pele e promover o

estabelecimento da infecgédo. (Donnarumma et al.,2010). (Figura 3)

TNF-a

Ativacdo de

VHS-1
proteinas virais
ICP4 e ICP27
LS Quimiotaxia
-1 Replicagao Estabelecimento
= —— e ) da infecgao

-8 células,apresentado
ras de antigenos

VHS IL-10
Proteinas virais
ICP-O e VP-16 A

Inibe /

) mecanismos
de defesa

Figura 3: Acdo das proteinas virais sobre as citocinas (adaptado de Donarrumma et al,2010)

Fonte: a autora

A infecgao sintomatica herpética pode ser primaria ou recorrente (Woo et
al.,2007). As causas das recorréncias sao incertas, porém sabe-se que ha

estimulos potenciais para o seu aparecimento como: fatores imunossupressivos,
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€Xposicao aos raios ultravioleta, trauma, entre outros. (Crumpacker et al., 2004).
Os virus ao serem reativados, deixam seu estado de laténcia e sao transportados
novamente para os terminais axonais, espalhando-se entre as células epiteliais,
infectando-as e levando a uma les&o herpética recorrente (Arduino et al., 2008;
Donnarumma et al.,2010).

1.4. Aspectos Clinicos:

A forma sintomatica se manifesta na forma de gengivo-estomatite, mas na
maioria dos casos nao ha sintomatologia sendo uma doenga mucocutanea oral,
com lesdes mais frequentes em face, labios e intraorais, podendo apresentar
manifestacdo ocular. (Woo et al.,2007). E mais prevalente em criancas, sendo
caracterizada por vesiculas oro-labiais dolorosas que se coalescem e se
rompem formando ulceras, com duragao entre 10 a 14 dias, acompanhadas de
febre, mal-estar, fadiga, dores musculares e desidratacédo. (Raborn et al.,2003;
Amir et al., 2001; Arduino et al., 2008; Cernik et al., 2008). As infeccbes
herpéticas sintomaticas primarias geralmente sdo mais graves do que as
recorrentes ja que representam a primeira exposi¢ao do individuo ao virus.
Costumam ser mais intensas nas criangas, pois além do exposto, as mesmas
ainda apresentam um sistema imune imaturo (Cernik et al.,2008).

Na recorréncia das lesdes, observam-se os seguintes estagios clinicos:
prodrémico, vermelhiddo, papula, vesicula, ulcera, crosta, descamacao seca e
remissao da lesdo e muitos desses estagios podem ser curtos ou imperceptiveis.
(Spruance et al, 1977; Harmenberg et al., 2010; Cernik et al., 2008). Os sintomas
prodrédmicos como parestesia, dor, queimagao e coceira ocorrem entre 40 a 60%
dos individuos por aproximadamente 6 horas antes de aparecer o primeiro sinal.
(Esmann et al.,2001). Aproximadamente 25% das recorréncias faciais nao
apresentam a fase papular, comumente apresentam maculas vermelhas que
rapidamente se transformam em vesiculas em que o estagio é altamente
infectante, depois formando ulceras, e a remissao ocorre por volta de 10-15 dias
apés os sintomas iniciais. (Esmann et al, 2001). Em individuos
imunodeprimidos, as lesdes recorrentes sdo mais agressivas e demoram mais
para cicatrizar (Gleeny et al.,2009; De Paula Eduardo et al.,2013).

1.5. Tratamento:

O tratamento convencional das lesdes de herpes recorrente é realizado

com a utilizagdo de agente antivirais chamados de analogos de nucleosideos e
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nucleotideos e incluem o aciclovir, valaciclovir e famciclovir, que se diferem em
sua estrutura quimica, dosagem e custo. (Arduino et al., 2008). Estes analogos
tém um mecanismo de acdo semelhante contra o HVS. O aciclovir (ACV) é
fosforilado seletivamente pela timidina quinase (TK) codificada pelo virus em
células infectadas em um derivado de monofosfato. As cinases celulares
convertem o derivado monofostato de ACV em derivados ativos de difosfato e
trifosfato (TP). (Jiang, et al.,2016). Estes metabdlitos ativos derivados de
nucleosideos interferem na sintese do DNA viral ao inibir a DNA polimerase viral
(Wald, 2021 UptoDate) e desta forma bloqueiam a replicagao viral, porém nao
removem completamente o virus € ndo previnem a sua recorréncia. (Arduino et
al.,2008, Osiecka et al., 2017; De Paula Eduardo et al., 2014).

O manejo da infecgdo por HSV-1 no hospedeiro imunocompetente
depende de varias consideragdes, tais como: presenga de infecgcao primaria por
HSV-1 ou reativagao, a gravidade dos sintomas, o local da infecgdo (doenga
localizada em pele ou mucosa versus doenga disseminada) e por ultimo a
frequéncia das recorréncias. A infecgao por HSV oral pode ser tratada com
aciclovir tépico, oral ou intravenoso, porém a terapia topica € muito menos eficaz
do que o tratamento oral ou intravenoso. (Whitley e Roizman, 2001,). O aciclovir
apresenta eficacia em reduzir a duracéo e os sintomas da infec¢cdo, sendo mais
efetivos quando o paciente trata ainda na fase prodrémica (Miller et al.,2005).
Varios protocolos sao utilizados, porém n&o ha consenso entre os autores.
(Marotti et al., 2009; Lotuffo et al., 2019).

O aciclovir toépico é utilizado na formulagdo em creme na concentragao
de 5%, aplicado a cada 4 ou 5 horas durante 5 a 10 dias. (Arduino et al., 2008;
Jautova et al.,2019). A eficacia dos agentes topicos é determinada por sua
penetrabilidade através do epitélio até as terminagcdes nervosas, onde ocorre a
replicagdo. (Fatahzadeh e Schwartz,2007 et al., 2017). O ACV demonstrou
penetrar na pele humana de forma mais eficaz na formulagdo em creme do que
em pomada. (Van Vloten et al., 1983)

Dois ensaios clinicos multicéntricos (Spruance, 2002), independentes,
idénticos, paralelos, randomizados, duplo-cego e controlado por veiculo foram
conduzidos para avaliar a eficacia do aciclovir tépico no tratamento do HVS oral.
Adultos sem comorbidades com historia de herpes labial frequente foram

recrutados da populagdo em geral, triados para elegibilidade e randomizados
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igualmente para creme de aciclovir a 5% ou controle de veiculo. Os participantes
foram instruidos a auto iniciar o tratamento cinco vezes ao dia por 4 dias,
comecgando dentro de 1 hora do inicio da recorréncia dos sintomas. O estudo
concluiu que houve uma reducgao na duracido média dos episodios nos pacientes
tratados com aciclovir, assim como uma redugao estatisticamente significativa
na duracdo da dor da lesdo em ambos os estudos. Foi observado uma melhor
eficacia quando a terapia era iniciada na fase prodrémica ou de papula/vesiculas.
O Creme de aciclovir ndo preveniu o desenvolvimento de lesdes classicas
(progressao para vesiculas, ulceras e / ou crostas) e os eventos adversos foram
leve e infrequente.

No entanto, o tratamento de longo prazo com ACV e seus derivados
pode levar a resisténcia do HSV a estes medicamentos (Jiang, 2016), cujo
mecanismo ¢é atribuido em 95% dos casos a mutagbes no gene UL23 que
codifica a timidina quinase e em 5% dos casos a mutag¢des no gene UL30 que
codifica a DNA polimerase viral. (Arduino et al., 2008, Monjo et al.,2018, Miller
et al., 2005, Frobert et al., 2014).

Um estudo francés (Frobert, 2014), com uma casuistica de 10 anos,
avaliou a resisténcia do HSV ao aciclovir e observou que em pacientes
imunocompetentes, a prevaléncia de resisténcia ndo excedeu 0,5% durante o
periodo de estudo, enquanto em pacientes imunocomprometidos, foi
evidenciado um aumento significativo, passando de 3,8% entre 2002 e 2006
(7/182 pacientes) para 15,7% entre 2007 e 2011 (28/178) (p = 0,0001). Isto
decorre devido a infeccdo por HSV em pacientes imunocompetentes necessitar
de um tempo de terapia mais curto e a resisténcia aos medicamentos nao ocorre
facilmente. Em contraste, os pacientes imunodeprimidos geralmente requerem
terapia anti-HSV de longo prazo (por apresentarem doenga clinica mais grave,
com maior replicagao viral) e sdo mais propensos a desenvolver resisténcia aos
medicamentos. (Jiang et al, 2016).

Portanto, em vista da alta prevaléncia desta infec¢ao na populagao, com
recorréncia clinica frequente nos infectados (5 a 10% das pessoas contaminadas
tem no minimo 6 recorréncias ao ano) (Fatahzadeh e Schwartz, 2013; Spruance
et al., 1977) e aparente impacto socio-emocional devido causar dor, gerar
desconforto, restricao social e comprometimento estético, associado ao fato de

que o tratamento convencional ndo previne recorréncias e o seu uso continuo
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pode induzir resisténcia viral, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, algumas alternativas de tratamento tém sido estudadas,
entre estas, a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT -do inglés Antimicrobial
Photodynamic Therapy), que apresenta uma boa atividade antiviral, sem indug&o
de resisténcia e efeitos adversos (leves) minimos. (Marotti et al., 2010).

1.6. Terapia Fotodinamica:

A aPDT é um método de tratamento que combina fotossensibilizadores,
como o azul de metileno, luz visivel em um comprimento de onda ressonante e
oxigénio que induzem a morte celular. (Marotti et al., 2009). O corante azul de
metileno se liga ao DNA viral e, na presenga da luz, &€ absorvido gerando
espécies reativas de oxigénio e oxidacdo da guanina no genoma viral. (Wagner
et al., 2002). Este corante é classificado como uma fenotiazida, que é um
fotossensibilizador heterociclico formado por dois anéis de benzeno ligados por
um atomo de nitrogénio e um de enxofre, apresentando uma intensa absorg¢ao
no comprimento de onda de 600 a 660nm, que é a regido de espectro util
denominada de janela terapéutica. (Bacellar et al., 2015; Wainwright et al.,2015).
Os mecanismos fotoquimicos da aPDT podem ser descritos pelo do diagrama
de Jablonski (Figura 4).

Conversdo

intersistemas
Energia
FS no estado

excitado singleto {\
_— - Tipo Il
F
wz | FS no estado tripleto
o B ], Oxigénio
' / FS o
:
Tipo |

v

FS (02) ROS (OH)

(H202)
FS no estado fundamental

Figura 4: Diagrama de Jablonski
Legenda: ROS — espécies reativas de oxigénio, fonte: o autor

Fonte: a autora

Quando o fotossensibilizador passa do estado fundamental para o estado
excitado, pode perder energia por meio de processos nao radiativos, radiativos

(fosforescéncia) ou gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) por dois
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mecanismos: ou por transferéncia de elétrons, formando ROS (reagdes do tipo
), ou por transferéncia de energia ao oxigénio molecular formando o oxigénio
singlete (reacdes do tipo IlI). A eficacia antiviral da aPDT esta diretamente
relacionada a geragédo de oxigénio singleto no ambiente celular (Fernandes et
al., 2017).

A otimizacao dos parametros da aPDT é um passo importante para uma
aplicacgao clinica especifica desta tecnologia in vivo. A literatura demonstra que
a aPDT deve ser realizada apés a perfuracao das vesiculas e em fase de Ulcera
que sao as fases de maior carga viral e contaminag¢ao da doencga (Bello-Silva et
al., 2010), apesar de Ramalho et al., 2015 em um dos casos relatados, realizar
a aPDT em fase de macula (vermelhiddo) inibindo o curso da lesdo apds a
terapia. Nao existe um consenso na literatura em relacdo aos parametros
dosimétricos utilizados no tratamento do HSV labial, como demonstrado na

tabela abaixo: (Quadro 1)

Tabela 1:Parametros dosimétricos encontrados na literatura

AUTOR FOTOSSENSIBILIZADOR A (nm) gﬁngEI)‘I\E P (mW) TEMPO SPOT N° SESSOES
(Jlem?)
Ramalho et | Azul de metileno | 660 120 100 2 sem 1

al., 2015 0,005% min/ponto | espec

Marotti et Azul de metileno | 660 120 100 2 min 0,4cm? | 1 aPDT +
al.,2009 0,01% 3 LLLT*

Marotti et Azul de metileno | 660 120 100 28seg |0,28cm | 1aPDT +
al.,2010 0,01% 2 4 LLLT*

*1 sessdo de aPDT + 3 sessdes de laser de baixa intensidade apds 24h,72h e 1 semana com densidade de energia de 3,8Jcm?;
poténcia de 15mW, com total de 0,6 J de energia.** 1 sessdo de aPDT + 4 sessdes de laser de baixa intensidade apds 24h, 72h e 7
dias apds a aPDT.

A terapia fotodindmica (aPDT) possui inumeras vantagens sobre o
tratamento antiviral tradicional de infec¢do mucocutanea por HVS, dentre elas:
diminuicdo do tempo de remissdo da lesdo (Marotti et al.2009; Marotti et
al.,2010), eficacia tanto na fase de maculas, vesiculas e ulceras, apresenta
efeitos colaterais minimos (quando existente) (Ramalho et al.,2015), diminuigao
de recorréncia das lesdes (Lotuffo et al.,2019), baixo custo, facil aplicagdo e sem
danos aos tecidos adjacentes. (Shen et al., 2020). Porém, a maioria desses
achados foram evidenciados na literatura por de relatos de casos (Marotti et al.,
2010; Ramalho et al., 2015; Lotufo et al.,2019).

Recentemente foi publicado um ensaio clinico aleatorizado (Ramalho et

al.,2020) dividindo os participantes em 3 grupos: controle (aciclovir), aPDT e
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aPDT associado ao aciclovir, mostrando que a aPDT possui efeitos positivos em
relagcdo a diminuicdo do tamanho da lesdo, edema e formigamento em um
periodo de 24 horas apos a terapia. Outro ensaio clinico (Ajmal,2021) também
publicado recentemente demonstrou que houve diminuigéo significativa no grupo
aPDT associado ao aciclovir em relagcdo a dor, quantificagdo do HSV, e
diminuicao da IL-6 e TNF-a em pacientes adolescentes.

Uma revisdo sistematica (Lotufo et al, 2019) sobre a eficacia da terapia
fotodindmica no tratamento do herpes labial concluiu que a aPDT & um
tratamento potencialmente eficaz e seguro para herpes labial recorrente. No
entanto, devido a existéncia de poucos relatos de casos e a heterogeneidade
entre os protocolos, foi recomendada a realizagdo de ensaios clinicos
randomizados bem delineados para comprovar a eficacia desta terapia no
tratamento e prevencao do herpes labial recorrente. Tendo em vista a escassez
de estudo clinicos sobre esse tema, objetivamos avaliar se a terapia
fotodinamica antimicrobiana é capaz diminuir o tempo de remissao das lesdes
herpéticas labiais e a sua recorréncia, quando comparada ao tratamento

convencional com aciclovir.
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2. JUSTIFICATIVA

A herpes simples labial (HSL) € uma doenga com alta recorréncia,
dolorosa e que causa desconforto estético, sendo necessario um tratamento que
diminua o curso da doencga assim como a sua recorréncia. O uso continuo do
aciclovir ndo é livre de eventos adversos (Raborn et al., 2003; Arduino et al.,
2008) e muitas vezes causa ressecamento ao redor da lesdo. Além disso
pacientes reclamam de desconforto no uso dessas pomadas por causa do
aspecto e do gosto ruim. A aPDT tem mostrado bons resultados no tratamento
destas lesbdes, encurtando o tempo de doenga e prevenindo recorréncias da
HSL, sem induzir resisténcia viral (Marotti et al, 2010; Chi et al., 2015; Ramalho
et al, 2015; Lotufo et al.,2019). Porém, até o momento, a maioria dos trabalhos
que apontam essas evidéncias sdo relatos de caso (Marotti et al., 2009; Marotti
et al., 2010; Osiecka et al., 2017; Ramalho et al., 2015). Portanto se faz
necessario um estudo comparativo de tratamentos que possuam um
delineamento mais robusto, como um ensaio clinico randomizado controlado,
para avaliar a eficacia da aPDT no tratamento de infecgdes mucocuténeas

herpética (HSL), em relagdo ao tratamento convencional.
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3. HIPOTESE EXPERIMENTAL:

e A aPDT reduz o tempo de remissao da lesao de herpes simples comparado

ao grupo controle (ACV) em participantes sem comorbidades.
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4. OBJETIVOS:

4.10bjetivo Primario:

Avaliar a eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana quanto ao tempo de
resolugdo da lesdo de herpes simples comparado ao grupo Aciclovir em

participantes sem comorbidades.

4.2 Objetivos secundarios:

Comparar os tratamentos em relagéo a dor por meio de uma escala visual
analdgica (EVA)

Comparar os tratamentos em relacdo a temperatura no local da lesao por
HSL

Acompanhamento das recorréncias no periodo de 1 ano com aPDT
Quantificar HSV-1 apdés tratamento com aPDT por meio de gPCR nas
lesGes e na saliva

Avaliar a percepcéao de qualidade de vida dos portadores de HSL
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5. MATERIAL E METODO

Trata-se de um ensaio clinico unico-centro randomizado, duplo-cego
controlado e prospectivo com acompanhamento de 12 meses esta de acordo
com os critérios para delineamento de um estudo clinico CONSORT Statement.
O projeto foi registrado no clinicaltrials.gov, NCT 04037475 e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (CAEE
18447819.7.0000.5511 e numero do processo 3.566.238). Apods explicagao
verbal e por escrito do estudo, os participantes que aceitaram participar do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o
Termo de Assentimento (TA) para menores de 12-18 anos. Os individuos foram
convidados apds aprovagao do projeto no Comité de ética em Pesquisa da
Universidade Nove de Julho a comparecer na Clinica Odontologica da
Universidade Nove de Julho — UNINOVE da cidade de Sao Paulo, Brasil, € no
consultorio particular da pesquisadora Andreia La Selva, também situado na
cidade de Sao Paulo, Brasil, no periodo de agosto de 2019 a setembro de 2021
para tratamento com aPDT e avaliagdes. O desenho experimental consistiu em
2 grupos. A amostra foi composta por individuos sem comorbidades que estavam
com lesao de herpes na fase de vesicula ou de crosta recente. Foi avaliado o
tempo total para remissao da lesao, quantificagao do virus no local da lesdo e na
saliva. Foi avaliada a dor (nos dias 1 (D1), 3 (D3)), temperatura (nos dias 1 (D1),
3 (D3) e 7 (D7)) e recorréncia da lesdo em um follow-up de 1 ano. Também foi
aplicado questionario Ohip-14 para avaliar o impacto na qualidade de vida
relacionada a saude oral. Os individuos tiveram retornos agendados em 3 dias
(D3) e 7dias (D7). Foi realizado o acompanhamento através de contato telefénico
e via WhatsApp ap6és 30 dias, 6 meses, e 1 ano para reavaliagéo. Todas as vezes
que houve recorréncia da lesdo, os mesmos notificaram e foi anotado no
diagrama labial por sextante (recorréncia no mesmo local- foi anotado no

diagrama labial por sextante (Figura 6) (ANEXO 5).
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Figura 5: Fluxograma do estudo

| Calibracgo dos pesguisadorss |

Acsitaco do CEP 2 registro do estudo

| Recrutamsento dos pacientss (~30) |

selecdo dos pacientes de acordo com os critérios de inclus3o
Convite para participacdo & assinatura do TOLE

|
| Aleztorizacdo |

Estimativa de 20% de

evasdo do estudo

| N3 houve evasso |

Easeline (D1)

Anamness, Coleta de szlive & secrecdo da
lesdo para quantificacdo do WHE, verificacdo
da dor e zfericio da temperatura da lesdo,
avelizgio da qualidade de vida pelo Ohip-14

Baseline (D1)

Anzmness, Coleta de szliva e secrecio da
lesdo pars quantificacdo do WHS, verificacdo
da dor e ferigio da temperatura da lesio,
avaliagio da qualidade de vida pelo Ohip-14

E1: Grupo Aciclovir + POT placsbo
(n= 12}

32 — Grupo Aciclovir placebo + POT
{n=12)

Apas 3 dias(D3)
Coleta de salive e secrecdo da lesdo para
quantificacdo do WHS, verificagio da dore
afericao da temperatura da lesdo

Apds 3 dias(D3)
Coleta de saliva e secrecdo da besdo pars
guantificaco do WHS, verificago da dore
sfericio da termperatura da leséo

Apds 7 diias (D7)
Coleta de saliva e aferigdo da temperstura

Apds 7 diias (D7)
Coleta de szliva e sferigio da temperatura

Apos 30 diss Apos 30 diss
Acompanhamento Acompanhamento
[ I
Apos 3 meses Apds 3 meses
Acompanhamento Acompanhamento
I |
Apos § meses Apas 6 messs
Acompanhamento Acompanhamenta
[ |

Apds 1 ano Apds 1 ano

Acompanhamento, verficacdo de
recorréncia da les2o e avaliacdo da
quzlidads dz vida pelo Ohip-14

Acompanhamento, verificacdo de
recorréncia da les2o e avaliacdo da
guzlidade de vida pelo Chip-14
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5.1 Calculo do tamanho da amostra:

A amostra foi calculada usando erro padrao tipo 1 de 0.2 e nivel de confianga
de 95% conforme indicado na literatura (NIHR; Lancaster et al.,2004; Browne et
al.,1995; Sim et al.,2012; Julious et al., 2005). O calculo é consistente com testes
de equivaléncia em modelos ndo paramétricos de sobrevivéncia (Kaplan e Meier,
1958). A funcdo de sobrevivéncia, num dado instante t, pode ser estimada a
partir de tempos de sobrevida observados, em relagcéo a proporgao de individuos
que sobreviveram para além do instante t. No nosso caso, o tempo t é definido
como a data do tratamento, e a sobrevivéncia €& estimada em dias até a
recuperacdo do paciente. Com base na metodologia de andlise de
sobrevivéncia, calculou-se amostra de 24 participantes (n=12 por grupo). A
estimacao de diferengas entre grupos sera feita com base no estimador de

Kaplan-Meier ou estimador de produto limite.

5.2 Calibragao e treinamento dos avaliadores

Para calibragdo houve apenas um examinador que realizou 5 avaliagcbes
de dor com a escala analdgica visual, os quais nao fizeram parte do estudo.
Foram feitas 2 avaliagdes por participante (com intervalo de 30 min entre elas)
para verificar a concordancia intra-examinador. O coeficiente de correlagcao
intraclasse (ICC) foi calculado em 0,90 em relagao a medida de avaliagdo da dor
(ANEXO). A avaliacéo foi realizada com régua milimetrada de 0-10 cm e esse
pesquisador ndo estava envolvido no tratamento dos individuos.

Esse mesmo examinador foi treinado para todas as avaliacbes que nao
permitem mensurag¢des quantitativas e qualitativas como por exemplo: coletas
de secrecgao e de saliva. Esses procedimentos sdo importantes para maximizar

a reprodutibilidade das avaliagoes.
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5.3 Descricao da amostra

A amostra foi composta por individuos sem comorbidades de 15 a 60 anos que

estavam com lesio de herpes na fase de vesiculas e ulceras.

5.4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos individuos
e Com lesao de herpes na fase de vesiculas ou ulceras.
e |dade de 15 a 60 anos
e De ambos os géneros

e Sem comorbidades sistémicas (ASA-I)

Foram excluidos individuos:

e Que estavam com infecgao de herpes no estagio de descamagao seca

e Participantes em uso continuo de anti-inflamatério ndo esteroidal ou
terapia com corticosteroides (Goméz C et al., 2018) ha menos de 1
semana

e Tabagistas

e Gestantes e ou lactantes

e Participantes que estavam em uso de antivirais topicos ou sistémicos

5.5 Aleatorizacao

Para distribuir aleatoriamente os participantes nos grupos experimentais,
foi realizado um sorteio com 30 numeros por meio do site randomize.com. A
distribuigcdo dos grupos foi idéntica (1:1) para os dois grupos. A distribuigao foi
realizada de forma blocada (5 grupos de 6 individuos). Envelopes opacos foram
identificados com numeros sequenciais (1 a 30) e no seu interior havia a
informacgao do grupo experimental correspondente conforme a ordem obtida no
sorteio. Os envelopes foram selados e permaneceram lacrados em ordem
numeérica até o momento dos tratamentos das lesdes. O sorteio e a preparagao

dos envelopes foram realizados por uma pessoa nao envolvida no estudo.
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Imediatamente antes do tratamento das lesdes, 0 pesquisador responsavel pelo
tratamento abriu 1 envelope (sem alterar a sequéncia numérica) e realizou o
procedimento indicado. Seriam incluidos 20% de individuos a mais em cada
grupo em vista de evasédo prevista em todo estudo clinico, mas, ndo houve

necessidade, pois nao houve evasao.

5.6 Cegamento do estudo

Apenas o pesquisador responsavel pela realizagao dos tratamentos (que
abriu os envelopes da aleatorizagédo), soube qual tratamento atribuido a cada
participante. A identificagcdo de cada grupo foi revelada apenas apds analise
estatistica dos dados para todos os envolvidos no estudo por este pesquisador.
O participante também foi cego ao tipo de tratamento realizado, uma vez que o
tratamento da lesao foi idéntico em ambos os grupos e o tratamento com a aPDT
foi simulado no grupo controle. O aciclovir placebo foi utilizado no grupo

experimental, portanto o participante ndo soube qual tratamento foi realizado.

5.7 Avaliagoes pré-tratamento

Os individuos assinaram o TCLE e o TA (ANEXOS 2 e 3), foi realizada a
anamnese (ANEXO 1), e o questionario OHIP-14-14 (ANEXO 4) e a ficha de
coleta de dados da pesquisa que mapeou a lesao e as perguntas referentes a
lesdo (ANEXO 5). Esses dados foram coletados por 1 pesquisador calibrado.
Também foram realizadas coletas de saliva e secre¢cao de HSV de todos os
individuos para para quantificagdo do HSV Em seguida foi realizado o tratamento

conforme a aleatorizagao.
5.8 Anamnese

Foi realizada a anamnese em ambos os grupos. Além das perguntas
relacionadas a saude geral do participante, foram coletados dados demograficos

(idade, género, estado civil, ocupacgéao, nivel educacional, condi¢gdes de vida,

salario), dados da histéria médica (queixa principal, estado da doencga atual,
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histéria médica, histéria odontolégica, medicamentos) e perguntado quando foi

a primeira infeccao e quantas infecgdes ocorreram no ultimo ano

5.9 Desenho Experimental

Imediatamente antes do tratamento da leséo de herpes, o pesquisador
responsavel pelo tratamento retirou e abriu 1 envelope (sem alterar a sequéncia
numérica dos demais envelopes) e realizou o procedimento indicado. Deste
modo, os 24 individuos foram alocados nos grupos experimental e controle até
o presente momento, da seguinte forma:

G1- Grupo Aciclovir (ACV) (n=12) — individuos receberam o tratamento
convencional com aciclovir creme a 5% (Aciclovir Sanofi Medley® 50mg/g,
bisnaga com 10g) e simulagdo de tratamento com terapia fotodindmica
antimicrobiana (azul de metileno 0,995%+ simulagéo do uso do laser).

G2- Grupo aPDT (n=12) — individuos foram tratados com terapia
fotodinamica antimicrobiana e receberam um creme placebo simulando o creme

aciclovir.

5.10 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Os individuos do Grupo 2 receberam a terapia fotodindmica
antoimicrobiana (aPDT — Antimicrobial Photodinamic Therapy), que associa um
agente fotossensivel a uma fonte de luz e oxigénio, com a finalidade de reduzir
a carga microbiana em locais em que ndo ha presenga de vesicula.

Os procedimentos foram realizados conforme descrito:

e As lesdes que estavam na fase de vesicula; foram rompidas com uma
agulha estéril, previamente foi passado delicadamente um anestésico em
gel (lidocaina 2%), o liquido extravasado foi limpo delicadamente com um
papel absorvente tomando o cuidado para ndo contaminar as areas
adjacentes. Foi colocado gentilmente sobre as lesdes a solugéo de azul
de metileno na concentragéo de 0,005%, (Chimiolux®5, DMC, S&o Carlos,
SP. Brasil) (Figura 6) com um tempo de pré irradiagdo de 1 minuto
(Alvarenga, et al.,2018).
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Figura 6: Perfuragédo das vesiculas com agulha estéril

Fonte: a autora

e Aplicagdo de azul de metileno (0,05% - Chimiolux® 5, DMC - Agua

purificada e azul de metileno) embebido em algodao. (Figura 7)

Figura 7: Aplicagdo do azul de metileno

Fonte: a autora

e Foi realizada a irradiagdo com o diodo laser vermelho Laser Duo®
(MMOptics, Sao Carlos, SP. Brazil), com comprimento de onda de 660nm,
com uma poténcia de 100mW, densidade de energia de 300 J/cm?, com
energia de 3 J no centro da lesdo durante 30 segundos. (Ramalho et al.,
2015). O cabecote do laser foi posicionado em contato direto com a lesédo

de modo perpendicular. (Alvarenga et al., 2018) (Figura 8)
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Figura 8: Aplicagéo do laser perpendicular e

em contato com a lesao

Fonte: A autora

e Lavou-se em abundancia com solugdo salina (soro fisiologico) até a
remocao total do fotossensibilizador.
e Durante a aplicacdo do laser ambos, participante e operador, utilizaram

oculos de protecéo. (Figura 9)

e Os individuos do grupo 2 utilizaram pomada placebo conforme descrito a
sequir.

Os individuos do Grupo 1 (ACV-placebo da aPDT), receberam também o
azul de metileno 0,005% sobre suas lesdes, foi gravado o som do aparelho para
mimetizar a aplicagao do laser com o aparelho desligado.

Os procedimentos da aPDT placebo foram realizados na lesdo conforme

descrito:

e Aplicacdo do azul de metileno com algoddo embebido pelo
fotossensibilizador e colocado delicadamente sobre a leséo

e As irradiacdes foram realizadas com o mesmo aparelho posicionado da
mesma forma e no mesmo tempo de aplicacédo, entretanto o laser foi
desligado. O som do bip foi gravado e ligado durante a aplicagao para
cegar o tratamento para o participante.

e Foi aplicado exatamente da mesma forma descrita do Grupo 2

e Foi lavado em abundancia com solugdo salina (soro fisioloégico) até a
remocao total do fotossensibilizador.
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e Durante a simulagdo da aplicacdo do laser ambos, participante e

operador, utilizaram 6culos de protegao. (Figura 9)

Figura 9: Utilizacdo dos 6culos de

protecao: pesquisador e participante

Fonte: a autora

Quadro 1. Parametros empregados na aPDT

Parametros dosimétricos

Comprimento de onda [nm] 660

Modo de funcionamento Continuo

Poténcia [mW] 100

Area do feixe [mm?] * 3

Tempo de exposicéo [s] 30

Irradiancia [W/cm?] 33,3

Exposigao radiante [J/cm?] ** 120

Energia radiante [J]** 3

Numero de pontos irradiados 1 ponto por lesédo

Locais de aplicagdo 1 ponto na porgao central da lesdo
Técnica de aplicagao Contato

Numero de sessodes e frequéncia Sessao Unica
Fotosensibilizador Azul de metileno (0,005%)

*https://mmo.com.br/laser-duo/!#

** Ramalho KM, et al. Treatment of herpes simplex labialis in macule and vesicle phases with photodynamic
therapy. Report of two cases. Photodiagnosis Photodyn Ther. 2015 Jun;12(2):321-3.

5.11 Tratamento com Aciclovir
Apds a simulagdo do tratamento com a aPDT, sendo utilizado o som do
equipamento para simular o tratamento com laser, o participante (grupo ACV )

recebeu uma bisnaga com aciclovir creme 5% (Aciclovir Sanofi Medley® 50mg/g,

30



bisnaga com 10g) e foi orientado a passar sobre as lesdes quatro vezes ao dia,
durante 7 dias, no qual foi o seu terceiro retorno para reavaliagdo. O mesmo
participante foi reavaliado apds 1 més, 6 meses e um ano.

Nos individuos do grupo G2 (experimental) foi realizada a aPDT conforme
descrito e passaram pelos mesmos procedimentos dos individuos do grupo G1,
Ou seja, receberam uma bisnaga com um creme placebo simulando o aciclovir e
o mesmo foi orientado a passar o creme 4 vezes ao dia durante 7 dias. O
individuo retornou para reavaliacdo apés 3 e 7 dias e foi acompanhado apds 1
més, 6 meses e um ano para avaliagao da recorréncia.

Todo o tratamento proposto no grupo 1 (simulagao de aPDT + entrega de
aciclovir creme) em cada participante foi concluido em sess&do unica. O
tratamento para o grupo 2 (aPDT + creme placebo) também foi concluido em
sessdo unica. Todos possiveis efeitos adversos foram anotados e qualificados
durante o protocolo de tratamento e periodo de manutencao (1 més- 6 meses- 1
ano) por meio do questionario desenvolvido para este protocolo (ANEXO 5). Se
ocorressem efeitos adversos, seriam relatados na secdo de resultados do
manuscrito e seriam discutidos. O Comité de Etica em Pesquisa de Nove de

Julho Universidade (UNINOVE) seria notificado de qualquer alteragao.

5.12 Variaveis do estudo:
A variavel de desfecho primaria do estudo foi:

e Avaliagcao do tempo de resolucao das lesdes em dias (objetivo primario do
estudo). Para isso foi realizado um acompanhamento de 15 dias para essa
variavel.

As variaveis de desfecho secundarias do estudo foram:

e Acompanhamento das recorréncias da lesdo por HSL nos periodos de
follow-up em 1 més , 6 meses , e 1 ano .

e Comparacao da quantidade de HSV-1, entre os grupos, por meio de gPCR
no baseline (D1), 3 (D3) e 7 (D7) nas lesdes ativas.

e \Verificagdo e comparagcdo da presengca de dor entre 0s grupos em
portadores de HSL por meio de escala analdgica visual HSL no baseline
(D1), 3 (D3)e 7 (D7)

e Verificagdo da temperatura no local da lesdo por HSL no baseline (D1), 3
(D3) e 7 (D7).
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e Percepcao de qualidade de vida dos portadores de HSL relacionada a
saude bucal (QVRS) que foi avaliada por meio do questionario Ohip-14 no

baseline (D1) e apés um ano do tratamento.

5.12.1 Avaliagcao do tempo de resolucao das lesdes em dias
Os participantes foram acompanhados em 3 e 7 dias e a resolugao da
lesao foi acompanhada até a sua finalizacdo. A finalizacio foi acompanhada
por fotos e por contato via , e qualquer alteragao foi anotada na ficha de
acompanhamento (ANEXO 5).

5.12.2 Acompanhamento das recorréncias da lesao por HSL

Os Individuos foram acompanhados nos periodos de baseline (D1), e 1
més, 6 meses, e 1 ano . A finalizagao foi acompanhada por contato telefénico
e via WhatsApp ® (Facebook, Inc.) (Statista Portal,2018) e anotado em ficha
clinica especifica (ANEXO 1), para isso foi realizado um acompanhamento
de 1 ano para essa variavel. Foi registrada em todos os individuos a
localizacdo das lesbes através de sextantes nos labios (sextantes 1, 2 e 3
para superior da esquerda para direita e sextantes 4,5 e 6 da direita para
esquerda, sendo o sextante 2 na regido de filtro labial e sextante 5 o seu
antagonista do labio inferior. (Figura 10) (ANEXO 5) Apés o periodo de 1 ano,
foi respondido o questionario Ohip-14, para avaliar o impacto da saude oral

na perspectiva do paciente. (ANEXO 4)
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Figura 10 — Divisédo dos labios em sextantes

Fonte: a autora

5.12.3 Quantificagdo do HSV-1

Coleta da secrecéo das lesbées de HSV - As amostras de secrecao das lesdes

de HSV foram coletadas com em 1 sitio Unico na porg¢ao central da lesao
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encostando delicadamente um swab estéril apds tratamento de todas as
vesiculas, ou seja, apds o rompimento das vesiculas com uma agulha estéril
e a regido limpa delicadamente para n&o contaminar a regido. Foram
armazenadas em tubos estéreis de 1,5ml para microcentrifuga. Durante o
periodo de coleta (na clinica) as amostras foram armazenadas em gelo. Essas
amostras foram devidamente identificadas e foram armazenadas a -80°C
(freezer do laboratério de Biofotdénica da UNINOVE) até posterior analise.
(Figura 11)

Figura 11: Coleta de HSV com swab estéril

Fonte: a autora

Coleta de saliva - As amostras de saliva ndo estimulada (2 ml) foram coletadas

em tubos de 50 ml (Tubo Falcon), e os pacientes orientados a ndo encostar

os labios na boca do tubo. (Figura 12)

Figura 12: Material para coleta de saliva e

virus

Fonte: a autora
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Extracdo de DNA- A extracdo de DNA foi realizada com Meta-G-Nome™ DNA
Isolation - MGNO0910 (Epicentre Technologies Corp, Chicago, IL, USA),

conforme as instru¢des do fabricante. Para amostras de saliva e secregao de

HVS foram transferidos 100 uyl de amostra, previamente vortexada a 12857¢g
(10.000 RPM), 4°C, durante 10 minutos para novos microtubos de
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, deixando 25 ul, junto ao
precipitado. As amostras serao vortexadas para ressuspensao do pellet. Para
cada amostra foi adicionada uma mistura de 2yl de proteinase K e 300 pl de
TCL (tissue and cells lisys), colocadas em banho maria por 15 minutos e a
cada 5 minutos serdo vortexadas. Apds o banho maria, as amostras foram
colocadas no gelo durante 5 minutos. Foram adicionados 150 pl de MPC
(protein precipitacion reagent) e vortexados durante 5 segundos. Foi
centrifugada por 10 minutos, 4°C a 12857g (10.000 RPM). O sobrenadante foi
descartado, deixando somente o pellet. Foi adicionado 500 pl de isopropanol
e as amostras serdo vertidas 40 vezes. Entdo as amostras foram
centrifugadas novamente durante 10 minutos, a 4°C a 2057g (4000 RPM),
vertendo-se as amostras, removendo o isopropanol, deixando somente o
pellet. Foi adicionado 200 ul de etanol a 70% e centrifugado por 2 minutos, 4
°C e 2057g (4000 RPM). O etanol foi retirado e a ultima etapa repetida. Os
tubos ficaram abertos, invertidos até secar, por volta de 30 minutos. Apds a
secagem, o pellet resultante foi eluido em TE. Apds as extragdes de DNA as
amostras foram armazenadas em freezer -20°C e quantificadas por
espectrofotdmetro. (Nanodrop ND1000 - Thermo Fisher Scientific Inc.)

Antes da amplificagdo com PCR foi utilizado um conjunto de
primers para HSVP1 / P2 que corresponde a um DNA sequenciando o herpes
virus de oito humanos descrito por Johnson et al, 2000 (Tabela 1). O primer
HSVP1 / P2 amplifica os subtipos HSV-1, HSV-2, EBV, CMV. (Monjo et al.,
2018; Palmieri et al., 2018)
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PRIMER
HSV1 5’- GTGGTGGACTTTGCAGCCTGACCC-3 JOHNSON,2000

5'-ACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA3’

Tabela 2: Sequéncia e referéncia do primer utilizado

5.12.4. Dor:

Foi avaliada por meio da aplicagdo da escala visual analégica (EVA) com
uma linha de 100 mm, com os dois extremos fechados. Um dos extremos
apresenta a indicagao “0” e o outro “100” que significa respectivamente sem dor
e dor insuportavel. (Figura 13) As instru¢des sobre a marcagao foram dadas ao
participante sempre pelo mesmo operador. Cada participante foi orientado a
marcar com um trago vertical o ponto que melhor corresponder a intensidade de

dor no momento da avaliagdo. (Bottega et al., 2010, Schalch et al., 2019)

0 100
| |

I 1
Sem Dor Maior Dor Possivel

Figura 13: EVA- Escala Visual Analdgica de Dor
Fonte: a autora

5.12.5 Temperatura:

A temperatura foi mensurada no local da lesdo (em seu ponto central). A
medida local foi aferida utilizando termdémetro digital da marca Safety 1st®,
(Safety 1st®, “No Touch Forehead”, Columbus, USA) (Sampaio-Filho, 2018)
(Figura 14)

Figura 14: Afericdo da temperatura com termdmetro digital

Fonte: a autora
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5.12.6 Impacto da saude bucal na percepg¢ao do paciente (Questionario Oral
health impact profile - Ohip-14-14):

Este questionario € uma forma simplificada do questionario original Ohip-
14-49, o Ohip-14-14 foi utilizado para a avaliacdo do impacto da saude bucal na
percepcao dos participantes da pesquisa. O Ohip-14-14 ¢é utilizado para
mensurar necessidades percebidas. Ele mensura o impacto das alteracbes
bucais na percepcdo de sua saude bucal. O participante responde a 14
perguntas atribuindo as suas respostas os valores 0 (nunca), 1 (quase nunca), 2

(as vezes), 3 (na maioria das vezes) e 4 (sempre) (Quadro 2).

Quadro 2- Questdes do OHIP-14-14

OHIP-14-14 - Avaliacao da qualidade de vida relacionada a saude bucal
1. Vocé teve problemas para falar alguma palavra?
2. Vocé sentiu que o sabor dos alimentos tem piorado?
3. Vocé sentiu dores em sua boca ou nos seus dentes?
4. Vocé se sentiu incomodado (a) ao comer algum alimento?
5. Vocé ficou preocupado (a)?
6. Vocé se sentiu estressado (a)?
7. Sua alimentagéo ficou prejudicada?
8. Vocé teve que parar suas refeicdes?
9. Vocé encontrou dificuldade para relaxar?
10. Vocé se sentiu envergonhado?
11. Vocé ficou irritado com outras pessoas?
12. Vocé teve dificuldade para realizar suas atividades diarias?
13. Vocé sentiu que a vida, em geral, ficou pior?
14. Vocé ficou totalmente incapaz de fazer suas atividades diarias?

Pode ser analisado sob duas oticas:
e Meétodo aditivo - Os pontos sdo somados (0-56), sendo 56 o maior impacto
na qualidade de vida.
e Avaliagao por dominios — O Ohip-14 possui um total de 7 dominios, que
também podem ser pontuados de 0-4, sendo 4 o maior impacto. Para chegar
no resultado, somam-se as duas questdes de cada dominio e se divide por

dois. O dominio 1 refere-se a limitacdo funcional, dominio 2 refere-se a dor
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fisica, dominio 3 refere-se a limitacdo fisica, dominio 4 refere-se a
desconforto psicolégico, dominio 5 refere-se a incapacidade psicoldgica,
dominio 6 refere-se a desconforto social, dominio 7 refere-se a incapacidade

geral (Quadro 2).

Quadro 3 — Significado dos dominios do questionario Ohip-14-14.

Dominios Significado

Dominio 1 limitagéo funcional
Dominio 2 dor fisica

Dominio 3 limitagao fisica

Dominio 4 desconforto psicoldgico
Dominio 5 incapacidade psicoldgica
Dominio 6 desconforto social
Dominio 7 Incapacidade geral

Foi avaliado no primeiro atendimento, e apds um ano. No método aditivo,
quando o valor for maior que 1 podera ser considerado a presencga de impacto
negativo na vida do individuo.

Todo acompanhamento do paciente até um ano foi realizado por meio de
contato via WhatsApp ® (Facebook, Inc.) (Statista Portal,2018).
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6. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram apresentadas em tabelas contendo
frequéncias absolutas e relativas. A associagdo com o grupo foi avaliada com o
teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher ou teste da razdo de
verossimilhanca.

O teste de Shapiro-Wilks foi utilizado para avaliar se a distribuicdo das
variaveis quantitativas era normal. As variaveis foram apresentadas com média
e desvio padrao e comparadas com o teste t-Student. Variaveis sem distribuicdo
normal foram apresentadas com mediana e intervalo interquartilico e
comparadas com o teste de Mann-Whitney.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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7. RESULTADOS

A idade média total foi de 36112 anos e as médias foram homogéneas
entre os grupos (p=0,634)

A maioria dos pacientes era do sexo feminino 20 (83,3%), de etnia
leucoderma 21 (87,5%), solteiros 15 (62,5%), renda familiar acima de 4 salarios
minimos 13 (54,2%) e nivel de escolaridade superior 20 (83,3%).

Nao se observou associagao entre sexo (p=0,590), etnia (p=0,101),
estado civil (p=1,000), renda familiar (p=0,619), escolaridade (p=0,382) entre os
grupos.

A idade no aparecimento da primeira lesdo ocorreu em mediana e
intervalo interquartilico (11Q) de [9 (5 - 15) vs. 13 (5 - 15) anos, p=0,588],
respectivamente nos grupos aPDT e ACV. O tempo entre recorréncias, anterior
ao tratamento atual era de mediana [4 (2 - 6) vs. 6 (3 - 12) meses, p=0,145],

respectivamente nos grupos tratamento e controle.

Tabela 3. Variaveis demograficas e da lesdo segundo os grupos avaliados

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
Idade 35+13 37+ 11 0,6342
Cor da pele 0,101°
Leucoderma 9 (75%) 12 (100%)
Melanoderma 2(17%) 0 (0%)
Xantoderma 1(8%) 0 (0%)
Estado civil 1.000¢
Solteiro 8 (67%) 7 (58%)
Casado 4 (33%) 5 (42%)
Renda 0,640¢
Até 3 salarios minimos 4 (33%) 2 (17%)
Mais de 3 salarios minimos 8 (67%) 10 (83%)
Escolaridade 0,590¢
<9 anos 3 (25%) 1(8%)
>9 anos 9 (75%) 11 (92%)
12 aparecimento da leséo 1,000¢
Antes dos 18 anos 9 (75%) 9 (75%)
Depois dos 18 anos 3 (25%) 3 (25%)
frequéncia de recorréncia no baseline (antes de randomizar) 0,1024
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Menor que 6 meses 8 (67%) 4 (33%)

Maior que 6 meses 4 (33%) 8 (67%)
Fase da lesdo 0,032°
Prodrémica 0 (0%) 1 (8%)
Vesicula 9 (75%) 3 (25%)
Ulcera 3 (25%) 8 (67%)

a: teste t-Student; b: teste da razao de verossimilhanga; c: teste exato de Fisher; d: teste qui-quadrado.

Nao ha diferenga entre os grupos em relagcéo as variaveis basais, exceto pela
distribuicdo de fase de leséo, o grupo ACV apresenta percentual maior de
ulcera (P=0,032).

A propor¢ao de recorréncia 1 ano apos tratamento é semelhante nos dois grupos

(P=0,317) bem como o tempo para remisséo (P=0,718).

Tabela 4. Recorréncia das lesdes de herpes entre os grupos

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
Recorréncia (1 ano apds randomizar) 0,317¢
Nao teve recorréncia 8 (67%) 11 (92%)
Teve recorréncia 4 (33%) 1 (8%)
Remissdo em dias 9(9-10) 9(8-11) 0,718¢

c: teste exato de Fisher; e: teste de Mann-Whitney.

Os valores de dor sdo maiores no grupo aPDT em relagcéo ao grupo ACV
no momento D1 (P=0,039). Nao se observou diferenca de dor no momento D3
(P=0,195) bem como entre os momentos D1 e D3, como observado na tabela 5

e no grafico 1.

Tabela 5. Variavel dor entre os grupos:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
Dor
D1 18 (10 - 56) 7(0-17) 0,039¢
D3 3(0-35) 0(0-10) 0,195¢
P (D1xD3)f 0,248 0,373
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DOR
Diminuiu 8 (67%) 7 (58%)
Aumentou 3 (25%) 2 (17%)
N&o alterou 1 (8%) 3 (25%)

0,518°

b: teste da razéo de verossimilhancga; e: teste de Mann-Whitney; f: teste dos sinais de Wilcoxon.

Dar

ACY POT
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Grafico 1: Dor entre os grupos no Dia1 e no dia 3

Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a temperatura (tabela 6 e

Grafico 2)

Tabela 6: Temperatura nos dias 1,3 e 7:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
Temperatura = 37,5°C
D1 4 (33%) 3 (25%) 1.000¢
D3 3 (25%) 0 (0%) 0.217¢
D7 0 (0%) 0 (0%) -
Temperatura do dia DO para o dia D3 0.640¢c
Diminuiu 8 (67%) 10 (83%)
Aumentou 4 (33%) 2 (17%)
Temperatura(°C)
D1 37 (37 - 38) 37 (37 - 38) 0.954¢
D3 37 (37 - 37) 37 (37 - 37) 0.450¢
D7 37 (37 - 37) 37 (36 - 37) 0.953¢
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P (D1xD7) 0,051 0,060

c: teste exato de Fisher; e: teste de Mann-Whitney; f: teste dos sinais de Wilcoxon
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Grafico 2: Temperatura entre os grupos nos dias D1, D2 e D7

A proporcao de qPCR HSV-1>0 é semelhante nos dois grupos em D1
(P=1,000) e em D3 (P=1,000). Valores de gqPCR HSV-1 sdo maiores no grupo
ACV em D1 (P=0,001) e em D3 (P=0,036) em relagdo ao grupo aPDT. Valores
de gPCR HSV-1 aumentam em D3 para ambos os grupos (P=0,018 e 0,017,
respectivamente para os grupos aPDT e ACV) (Tabela 7 e Grafico 3)

Tabela 7: Propor¢ao de gPCR HSV-1 nas lesbes nos grupos nos dias D1 e D3:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
gPCR HSV-1>0
D1 9 (75%) 10 (83%) 1,000¢
D3 8 (67%) 8 (67%) 1,000¢
gPCR HSV-1
D1 17 (15 - 18) 21 (20 - 28) 0,001e
D3 22 (20 - 29) 30 (27 - 32) 0,036¢
P (D1xD7)f 0,018 0,017

c: teste exato de Fisher; e: teste de Mann-Whitney; f: teste dos sinais de Wilcoxon.
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Grafico 3: g-PCR nas lesées nos grupos nos dias D1 e D3

A proporg¢ao de Cp/mL >0 é semelhante nos dois grupos em D1 (P=1,000)

e em D3 (P=1,000). Valores de Cp/mL sdo menores no grupo controle em D1

(P=0,001) e em D3 (P=1,000) em relag&o ao grupo tratamento. Valores de gPCR

HSV-1 diminuem em D3 para ambos os grupos (P=0,018 e 0,036,

respectivamente para os grupos aPDT e ACV), conforme tabela 8 e grafico 4.

Tabela 8: Proporcao de cdpias/ml entre os grupos:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
Cp/mL>0
D1 9 (75%) 10 (83%) 1,000¢
D3 8 (67%) 8 (67%) 1,000¢
Cp/mL
D1 3344576125 (1680548475 - 20875322639) 271685864 (1622179 - 717743815)  0,001¢
D3 109584834 (2139265 — semelhantes 343368677) 369804 (71801 - 3313656) 1,000°
P (D1xD3)f 0,018 0,036

c: teste exato de Fisher; e: teste de Mann-Whitney; f: teste dos sinais de Wilcoxon.
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Grafico 4: Copias por mL nos grupos ACV e aPDT

A proporgao de gPCR HSV-1 (SALIVA 1)>0 é semelhante nos dois
grupos em D1 (P=0,217) e em D3 (P=1,000). Valores de qPCR HSV-1 (SALIVA
1) sdo semelhantes em D1 (P=0,065). O grupo ACV apresenta valores maiores
de qPCR HSV-1 (SALIVA 1) em D3 (P=0,043) em relagao ao grupo aPDT.
Valores de qPCR HSV-1 (SALIVA 1) aumentam em D3 para o grupo ACV
(P=0,018), conforme tabela 9 e grafico 5.

Tabela 9: Proporcao de g-PCR na saliva entre os grupos nos dias 1 e 3:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
gPCR HSV-1 (SALIVA 1)>0
D1 12 (100%) 9 (75%) 0,217¢
D3 9 (75%) 8 (67%) 1,000¢
gPCR HSV-1 (SALIVA)
D1 30 (24 - 33) 23 (22 - 28) 0,065¢
D3 27 (24 - 32) 32 (31-33) 0,043¢
P (D1xD3)f 0,859 0,018

c: teste exato de Fisher; e: teste de Mann-Whitney; f: teste dos sinais de Wilcoxon.
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Grafico 5: q-PCR na saliva nos grupos nos dias D1, D3 e D7

Os valores de Ohip-14 sao semelhantes nos grupos tratamento e controle

tanto nos dominios como na somatéria. Em D1 e em 1 ano, conforme tabela 10

e grafico 6.

Tabela 10: Resultado do Ohip-14 (dominios e somatéria) no D1 e apds 1 ano:

Grupo
Variavel aPDT ACV P
n=12 n=12
DOM1
D1 0(0-0) 0(0-0) 0,654
1 ano 0(0-1) 0(0-0) 0,389
DOM2
D1 1(0-2) 1(0-1) 0,535
1 ano 1(0-1) 0(0-1) 0,397
DOM3
D1 0(0-1) 0(0-1) 0,951
1 ano 0(0-1) 0(0-1) 0,665
DOM4
D1 0(0-0) 0(0-0) 0,514
1 ano 0(0-0) 0(0-0) 0,952
DOM5
D1 0(0-1) 0(0-1) 0,567
1 ano 0(0-1) 0(0-1) 0,476
DOM®6
D1 0(0-1) 0(0-0) 0,820
1 ano 0(0-0) 0(0-0) 0,148
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DOM7

D1 0(0-0) 0(0-0) 0,909

1 ano 0(0-0) 0(0-0) 0,952
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D1 4(1-11) 3(0-10) 0,641

1.ano 3(0-9) 4(0-5) 0,634
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Grafico 6: Ohip-14 no D1 e apés 1 ano
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8. DISCUSSAO

Com a realizacao deste trabalho pudemos verificar que o tratamento com
a aPDT néo tem diferengca em relagcado ao tempo de remissao da lesdo quando
comparado ao grupo aciclovir. Quanto aos outros desfechos analisados (dor,
temperatura, recorréncias das lesdes, impacto da saude oral na qualidade de
vida e quantificagdo do HSV nas lesdes n&do houve diferenga entre os grupos
analisados. Porém na saliva do grupo ACV houve um aumento da quantidade de
virus no terceiro dia apdés o tratamento, ja no grupo aPDT houve reducao,
mostrando diferenga entre os grupos. Ainda sdo necessarios mais ensaios
clinicos com outros parametros para se estabelecer um protocolo efetivo e
eficaz.

A herpes simples labial recorrente € uma doencga infecto contagiosa,
causada pelo virus do herpes simples tipo 1, caracterizada por lesdes que se
iniciam com prurido, vermelhidao (caracteristicas da fase prodrémica), seguindo
para vesiculas que se coalescem e se rompem formando Ulceras, geralmente
dolorosas, causando desconforto e comprometimento estético (Spruance et al,
1977; Harmenberg, et al, 2010; Cernik et al, 2008). Geralmente s&do recorrentes
tendo como fator etioldgico exposicdo ao sol, ciclo menstrual, episédios de
estresse, baixa imunidade e trauma (Smetana et al, 1997; Crumpacker et al.,
2004; Fatahzadeh e Schwartz,2007). O tratamento padrdo ouro para essas
lesdes € o ACV, porém existem estudos que indicam que essa medicagao pode
causar resisténcia e nao previne a recorréncia. (Arduino et al.,2008; Raborn et
al., 2003; Spruance et al., 1992) A aPDT é uma alternativa para o tratamento
dessas lesobes, ja que é seletiva, ndo causa efeitos colaterais e interacdes
medicamentosas. (Marotti et al., 2010)

Al Maweri et al, 2018 e Chayavichitsilp et al, 2009 afirmam que a herpes
simples labial apresenta uma alta prevaléncia em individuos de menor renda,
porém, no presente estudo, foi observado que a maioria dos participantes
possuia ensino superior completo. A amostra recrutada, foi proveniente de
cartazes no Instagram e Facebook e da demanda de 1 consultorio particular, o
que talvez explique esses resultados. Chayavichitsilp et al, 2009, afirmou que o

HSV-1 acomete mais o sexo feminino, corroborando com o presente estudo.
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Os parametros dosimétricos utilizados neste estudo foram: comprimento
de onda 660nm, com densidade de energia de 120J/cm?, poténcia de 100mW,
energia de 3 J, area do feixe 3mm?, baseados nos relatos de Marotti et al.,2010,
a técnica de aplicacao foi em contato no centro da lesao e realizado tratamento
em unica sessao. Lago et al.,2016 também utilizou os mesmos parametros
dosimétricos, mas entregou uma energia total de 12J divididas em 4 pontos
diferentes da lesdo. Marotti et al.,2009 utilizou como pardmetros 0 mesmo
comprimento de onda com densidade de energia de 120J/cm?, poténcia de
40mW, e energia de 0,56J, entregue em 4 pontos diferentes. De Araujo et
al.,2020 também usou 0 mesmo comprimento de onda, poténcia de 100mW com
entrega de energia de 4 J por ponto, um central e outros 3 ao redor da leséo.
Todos os estudos, exceto o presente, utilizaram terapia de fotobiomodulagao
apods a realizagcdo da aPDT com o intuito de acelerar o processo de reparagao
tecidual. Em nosso estudo, procuramos fazer um protocolo com poucas visitas
ao consultério, que vem de encontro ao periodo de pandemia em que o estudo
foi realizado

Em nosso estudo, foi utilizado azul de metileno a 0,005% como
fotossensibilizador, um minuto de pré-irradiagao conforme Alvarenga et al.,2015.
Ramalho et al.,2015 utilizou 0 mesmo fotossensibilizador, com 5 minutos de pré-
irradiagéo, assim como no seu ensaio clinico (Ramalho et al.,2020). Ajmal,2021
usou também na mesma concentragdo, porém nao mencionou o tempo de preé-
irradiacao. Foi utilizado o azul de metileno na concentragao de 0,01% com uma
pré-irradiacao de 5 minutos nos estudos de Marotti et al.,2009 e Marotti et
al.,2010. Lago et al.,2016 usou essa mesma concentracdo, com 3 minutos de
pré-irradiagao. De Araujo et al.,2020 utilizou o azul de metileno a 0,01% com pré-
irradiacao de 5 minutos, sendo reaplicada a solugéo a cada 30 segundos. Outros
fotossensibilizadores utilizados em outros estudos, como por exemplo o ALA
(acido 5-aminolevulinico) utilizado por Osiecka et al.,2017, que utilizou na
concentragao de 20% com 2% dimetilsulfoxido. Smetana et al.,1997 utilizou este
mesmo fotossensibilizador associado a 2% de EDTA. A eleicdo do azul de
metileno para a realizagcdo da aPDT na maioria dos estudos se deu pela
facilidade de manuseio desse fotossensibilizador, ja que o ALA necessita de um
tempo de pré-irradiagdo maior (de 4 a 5 horas), além da ferida necessitar ficar

ocluida durante esse tempo. (Osiecka et al.,2017)
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Alguns pacientes procuraram o tratamento com sintomatologia
prodrdmica. Esses sintomas podem ocorrer aproximadamente 6 horas antes de
aparecer o primeiro sinal (Esmann et al.,2001), e quando o paciente chegava
para o atendimento, ja apresentava a lesdo na fase de vesiculas. Estas foram
rompidas com uma agulha estéril, assim como em todos os estudos, o liquido
era removido delicadamente com uma gaze estéril, assim como no presente
estudo.

Da mesma forma, a aPDT permite interromper a replicagdo do virus
aumentando a atividade da resposta imune do hospedeiro segundo
Donnarumma et al., 2010. Além disso, os niveis diminuidos da proteina VP-16
apo6s o uso de aPDT sugerem que essa terapia possa ser uma fonte potente para
diminuir a infectividade viral. (Donnarumma et al., 2010) Para coleta de virus na
lesdo para quantificacdo por meio de RT-gPCR, foi utilizado um swab estéril
acondicionado em um microtubo de centrifugacao de 1,5 ml estéril, estocado a -
80°C para posterior analise. Ajmal, 2021 também utilizou a mesma metodologia,
porém o swab foi acondicionado em 500 ul de Tris-EDTA no microtubo e
estocado a -80°C para posterior analise. Em nosso estudo ndo houve diferencga
para essa variavel. Entretanto no estudo de Ajmal,2021 houve diferenga no
grupo tratado com ACV associado a aPDT.

Em nosso estudo, ndo houve diferenga para a variavel de desfecho dor.
Para mensuracéao da dor, foi utilizada uma escala visual analédgica de dor (EVA).
Ajmal,2021 também utilizou a EVA como no presente estudo, encontrando
diferenga no grupo tratado com ACV associado a aPDT. Este mesmo autor,
realizou um questionario relacionado a dor (McGill Pain Questionnaire) em que
os individuos participantes foram solicitados a rotular sua dor seguindo a escala
de cinco pontos do MPQ, que variava de "leve" a "pior dor possivel". Ramalho et
al.,2020 utilizou uma escala de dor subjetiva, com parametros de cura, como
formigamento e edema, que foram relatados pelos pacientes diariamente,
considerando uma escala de 0 (nenhum), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (grave) e
também nao encontrou diferenca em relacdo a essa variavel nos grupos
tratados.

Em nenhum estudo foi avaliada a temperatura entre os tempos de
acompanhamento até a remissao da lesdao. No presente estudo, o intuito de

estudar esse desfecho foi verificar se a inativagao viral poderia estar associada
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a sua diminuicdo (Donnarumma et al.,2010). Além disso, temos o efeito
fotobiomodulador da luz, que ja é sabido, diminui o edema e a dor. (De Carvalho
et al.,2009) Entretanto no presente estudo, ndo houve diferengca para essa
variavel.

Na hipotese testada neste estudo esperavamos que os pacientes tratados
com a aPDT teriam um menor tempo de resolugdo de suas lesbes (9 dias)
comparado ao padrdo ouro, que apresenta um tratamento mais longo (a
utilizacdo do farmaco 4 vezes ao dia durante 7 dias), se comparado a aPDT.
Alguns autores (Lago et al.,2016 e De Araujo et al.,2020) obtiveram tempo de
resolucao de 10 dias em seus relatos clinicos. Ramalho et al.,2020 também n&o
observou diferenga entre os grupos em relagdo ao tempo de remisséo da lesao,
somente no dia 1 apds o tratamento. Também observou que as lesbes haviam
diminuido significativamente de tamanho no grupo tratado com ACV+aPDT,
assim como edema e formigamento.

Em nosso estudo, o acompanhamento do paciente foi realizado até um
ano a partir do tratamento, sendo o paciente contactado apds 30 dias, 3 meses,
6 meses e um ano. Por meio do aplicativo WhatsApp ® (Facebook, Inc.) (Statista
Portal,2018), ndo foram necessarias visitas ao consultério. Com a adesao cada
vez maior da telemedicina, a comunicacao do paciente foi facilitada. Tnato para
os desfechos de recorréncia quanto do questionario Ohip-14 apds os 12 meses.
Antes mesmo da pandemia foram realizados alguns estudos utilizando esse
aplicativo (Sartori et al.,2020, Tang et al., 2018). Sartori et al.,2020, realizou um
ensaio clinico randomizado e concluiu que os aplicativos podem ajudar o
paciente na adesao ao tratamento. Sao uteis para monitoramento e coleta de
informagdes do paciente, segundo Tang et al., 2018. Tivemos 4 recorréncias no
grupo aPDT e uma no grupo ACV no periodo de um ano. Os relatos na literatura
mostram que os pacientes ndo possuem recorréncia em periodos de 6 meses
(Marotti et al.,2009; Ajmal,2021) e 8 meses (De Araujo et al.,2020).

Era esperado que a dor nos tempos baseline (D1) e dia 3 (D3) tivesse
diminuido, principalmente no dia 3(D3) no grupo em que foi realizada a aPDT,
como resultado do tratamento da fototerapia. (Carvalho et al.,2009) Nao houve
diferenca para esse desfecho no presente estudo, assim como no ensaio clinico
de Ramalho et al.,2020. Os resultados em relagao a dor de Marotti et al.,2009 e
Marotti et al.,2010 s&o positivos para aPDT, porém séo relatos de casos isolados,
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relatando o caso de apenas um paciente. Ajmar,2021 apresentou em seu ensaio
clinico diferenca da dor no grupo ACV + aPDT. No presente estudo, ndo se
cogitou em usar o ACV associado a aPDT devido a resisténcia viral que este
farmaco apresenta. (Arduino et al., 2008, Monjo et al.,2018, Miller et al., 2005,
Frobert et al., 2014). Nossa intencao foi verificar se apenas aPDT isoladamente
poderia ter resultados promissores.

Assim como a dor, era esperado que a temperatura (qQue s&o sintomas e
sinais ligados no processo inflamatorio) das lesées nos tempos baseline (D1),
dia 3 (D3) e dia 7 (D7) tivesse diferenga em relagao a diminuigdo da mesma no
grupo que foi realizada a aPDT, como resultado do tratamento da fototerapia
(Carvalho et al.,2009), porém nao obtivemos diferenga para essa variavel.

Em relagdo a diminuicdo da quantidade de virus na saliva e nas lesdes
dos pacientes nos tempos baseline (D1), dia 3 (D3) esperava-se diminuicdo no
grupo dos pacientes que foram tratados com a aPDT. Ajmar,2021 em seu ensaio
clinico teve diminuigéo do virus na saliva no grupo ACV+aPDT. Em nosso estudo
nao houve diminuigdo na quantificagdo dos virus na saliva, mas um aumento no
tempo D3 no grupo ACV. Este resultado foi muito interessante, ja que a saliva é
um dos meios de transmissao do virus. (Arduino et a/,2008)

Em relagédo ao impacto na qualidade de vida relacionada a saude oral, no
qual aplicamos em nosso estudo por meio do questionario Ohip-14, nao houve
diferenga entre os grupos. Esse questionario foi aplicado para mensurarmos o
impacto da saude bucal na qualidade de vida do individuo. Storrer et al.,2021 o
aplicou e constatou que bruxismo e respiracéo oral foram fatores associados a
recorréncia de lesdes herpéticas em atletas brasileiros. Ramalho et al.,2020
aplicou um questionario com medidas subjetivas para variaveis como dor,
formigamento e edema, em uma escala de 0 a 3, sendo 0 nenhum, 1 leve, 2
moderado e 3 severo, sem encontrar diferenca. Esperavamos que, com a
utilizagao do Ohip-14, encontrariamos algum impacto, na expectativa da agdo da
fotobiomodulagdo no alivio dos sintomas das lesdes herpéticas. Lorette et
al.,2006 utilizou SF-36 para avaliar a prevaléncia de herpes em participantes
franceses, encontrando impacto na qualidade de vida em participantes com 6 ou
mais episodios de herpes por ano. Provavelmente nao tenha havido diferenca

apos os tratamentos aplicados em nosso estudo pois a maioria dos pacientes
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nao tinha mis de 6 episodios por ano. Ja no baseline, esse problema de saude
ja ndo impactava na qualidade de vida dos pacientes.

Apesar de termos calculado a amostra para um estudo de superioridade,
nao obtivemos resultados significantes para o desfecho primario do estudo.
Talvez estudos futuros possam ser desenhados para nao inferioridade com
outros centros envolvidos. Algumas dificuldades como pacientes chegarem com
as vesiculas ja irrompidas em um pequeno intervalo de tempo, a utilizagdo de
mascaras nesse periodo de pandemia, a rapidez em que uma lesédo prodréomica
se transforma em vesicula/ulcera devem ser consideradas.

Como limitagdes, temos que considerar a utilizacdo de anestésico em gel
(lidocaina 2%) previamente ao rompimento das vesiculas, como solicitado pelo
Comité de Etica em Pesquisa. Acreditamos que pode ter atrapalhado o efeito
dos tratamentos. Outra limitagdo importante foi nao ter realizado FBM na fase de
crosta da les&do. Talvez tivesse ajudado a diminuir o tempo de remissao das
lesbes. Uma grande dificuldade encontrada durante o estudo, foi a resisténcia
em comparecer ao tratamento nos locais indicados (universidade e consultorio),
alegando nao se sentirem seguros em sair durante o periodo de pandemia.

Recentemente foi publicada uma revisdo sistematica por Khalil et
Hamadah, 2022, que concluiram que a aPDT na fase vesicular associada a
fotobiomodulagao na fase de crosta apresenta uma solugado promissora para o
tratamento do herpes simples labial, necessitando de mais ensaios clinicos para
estabelecer um protocolo eficaz. Proximos estudos deveriam aumentar a
exposicao radiante aplicada, testar outras concentragdes de fotossensibilizador,

e utilizar maior tempo de pré irradiagao.
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9.CONCLUSAO:

Conclui-se que o tratamento com a aPDT néo tem diferenga em

relagado ao tempo de remissao da lesao.

Em relagdo a dor e temperatura, concluimos que a aPDT nao
apresenta diferenca em relagdo ao tratamento convencional.
Conclui-se que na aPDT nao ocorre inativagado viral no local
tratado, visto que houve recorréncias das lesbes em ambos os
grupos.

Concluimos também que nao ha diferenga sobre o impacto da
saude oral na qualidade de vida entre os grupos.

Conclui-se que nao ha diferengca na quantificacdo do HSV nas
lesdes, porém na saliva do grupo ACV houve um aumento da
quantidade de virus no terceiro dia apds o tratamento.

Ainda sdo necessarios mais ensaios clinicos com outros

parametros para se estabelecer um protocolo efetivo e eficaz.
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Anexo 1. Anamnese

Mestrado e Doutorado em ID'
UNINOVE A :
BIOFOTONICA APLICADA
( X N X N J AS CIENCIAS DA SAUDE
Universidade Nove de Julho = - -

Tratamento de herpes simples labial com terapia fotodinamica: estudo

controlado, prospectivo, aleatorizado e duplo-cego

ANAMNESE:

Nome: RG

Data de nascimento / / Natural

Profissédo/ocupacao: Etnia:( ) Leucod. ( )Melan. ( ) outros:Género: (

)M ( )F Estado Civil: ( ) Casado ( ) Solt( ) Outros:
Renda familiar em salario(s) minimo(s): ( )1-2 () 3-4 ( ) 5 ou mais

Nivel de escolaridade: Fundamental ( ) Médio ( ) Superior ( )Completo ( ) incompleto ( )

Condigoes de vida: casa propria ( ) alugada ( ) outros ( ) quantidade
de quartos ( ) Carro  particular ) transporte publico ( )
Endereco:

Bairro: Cidade: Telefone:

Queixa principal:

Histdria da doenca atual:

Faz uso de algum medicamento: Qual (ou quais)?

Historia médica:

Possui alguma doenga?

Toma algum medicamento? Qual?

Teve doengas da infancia? Quais

Tem ou teve algum tipo de alergia? Qual?

Quando teve a primeira lesao:

Passou por stress ou alguma situagao que acha importante relatar:

Frequéncia das lesoes:
HABITOS/ HABITOS NOCIVOS:
TABAGISMO: Sim ( ) gt/dia____ Nao ( )Parou ha quanto tempo?

Alimentacéao

Eu RG ,

declaro para todos os fins legais, que as informagdes sobre o0 meu estado de saude sao

verdadeiras e que nada omiti no questionario realizado. Concordo também em participar do
projeto de pesquisa “Tratamento de herpes simples labial com terapia fotodindmica: estudo
controlado, prospectivo, aleatorizado e duplo-cego”, sabendo que farei apenas o tratamento
das lesbes de herpes labial e, se necessario, serei encaminhado para outros tratamentos
odontolégicos, como por exemplo, tratamentos de prétese e/ou canal.

Assinatura Data / /
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Anexo 2. TCLE

Mestrad o e Doutorado em ]
UNINOVE BIOFOTONICA APLICADA _— ID:
[ N X N N J AS CIENCIAS DA SAUDE 3

Universidade Nove de Julho

TCLE - Termo de Consentimento livre e esclarecido para Participagao em Pesquisa

Clinica:
Nome do participante:
Endereco:
Telefone para contato: Cidade: CEP:
E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: Tratamento de herpes labial por meio de um tratamento
que utiliza um corante junto com o laser: estudo com acompanhamento, que tem avaliagdo
periédica durante um tempo, dividido em dois grupos: onde em um sera feito o tratamento
comum com pomada e uma imitagdo(placebo) do laser e outro com a imitagéo da
pomada(placebo) e o laser, onde o participante ndo sabe qual grupo ele faz parte e nem o
pesquisador que ira fazer os exames laboratoriais.(“ Tratamento de herpes simples labial
através da terapia fotodinamica: estudo controlado, prospectivo, aleatorizado e duplo

cego”)

2.0bjetivo: O objetivo do nosso trabalho € saber se o uso do corante junto com o laser é
melhor do que o uso da pomada de ACV (Zovirax), que € o tratamento padrao do herpes, se a

dor diminui com o tratamento com o laser e se a ferida diminui em um menor tempo

3.Justificativa: Realizar um tratamento alternativo, de baixo custo, sem a utilizagao do uso da
pomada, ja que esse medicamento que é usado (ACV) pode apresentar resisténcia do virus do
herpes e espera-se que esse tratamento diminua a frequéncia do aparecimento das bolhinhas

e feridas, que diminua a dor e que essas feridas se fechem em menos dias.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Vocé esta sendo convidado a participar de nossa
pesquisa que consiste na realizagdo de um exame onde vocé cuspira em um pote sem encostar
seus labios uma quantidade de saliva de cerca de duas colheres das de sopa e sera encostado

delicadamente uma haste com ponta de algodao na ferida do herpes, sendo dessa forma
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coletado o fluido da sua lesao para anadlise. Se ainda estiver na fase de pequenas bolhas, sera
passado um anestésico ao redor da lesdo e elas serado furadas para liberar o liquido dentro delas
antes de encostar a haste com ponta de algoddo. Pode haver um pequeno sangramento e esse
sera controlado colocando uma gaze estéril cuidadosamente, porém se vocé quiser parar com o
procedimento, pararemos imediatamente. Sera aferida a temperatura da sua ferida com um
termémetro a distancia, sem encostar. Mostraremos a vocé uma escala de dor e vocé dara uma
espécie de nota de 0 a 10 para a dor que vocé sente na ferida, sendo 0 nenhuma dor e 10 uma
dor bem forte. Sera colocado um corante azul, que ficara por cinco minutos, que é o liquido que
interage com a luz laser para a agao da terapia. A luz laser sera aplicada durante 1 minuto e
meio e vocé devera retornar apos 3 dias e depois de uma semana do primeiro atendimento para
a repeticdo desses exames. Depois vocé retornara apos 1 més,3 meses, 6 meses e um ano para
registrarmos se sua lesdo de herpes apareceu novamente ou entrar em contato telefénico

comigo.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: O unico desconforto que vocé possa ter € um pouco
de dor durante a manipulagao da area da lesdo. Nao ha nenhum risco no tratamento, a nao ser
que vocé possa ter alergia ao corante, que € raro. Vocé também pode se sentir constrangido
ao responder o questionario Ohip-14, mas sera feita de forma reservada e seus dados

preservados.

6. Medidas protetivas aos riscos: Vocé sera atendido em um box, somente com a equipe
que faz parte do estudo. Questionarios séo realizados também reservadamente. Se sua lesédo
estiver na fase de bolhinhas, sera passado um anestésico ao redor da lesao, previamente a

perfuragao das bolhas para evitar desconforto durante a manipulagéo da leséo.

7. Beneficios da Pesquisa: Os beneficios dessa pesquisa esta relacionado na utilizagao de
uma terapia sem a utilizagdo de remédios, que apresentam certa resisténcia ao virus e
estudos tem apontado que a utilizagdo do laser como tratamento das lesGes de herpes faz

com que demore mais seu reaparecimento, bem como as feridas fecham em menos dias .

8. Métodos Alternativos Existentes: Utilizacdo do creme ACV (nome comercial Zovirax) e,

em casos mais severos, a associagao dos comprimidos de ACV por via oral.

9. Retirada do Consentimento: Se vocé nido tem interesse em participar na pesquisa ou
decida desistir, vocé pode parar imediatamente o seu tratamento, deixando de fazer parte do

estudo, sem nenhum prejuizo.

64



10. Garantia do Sigilo: Todos os dados coletados serdo armazenados nos prontuarios de
cada participante, podendo ser conferidos a qualquer momento. Todos os resultados e dados
decorrentes dessa pesquisa sdo exclusivamente para fins cientificos e os pesquisadores

manterao sigilo absoluto sobre todos os seus dados de pesquisa.

11. Local da Pesquisa: A pesquisa ocorrera na Clinica de Odontologia da Escola de
Odontologia da Universidade Nove de Julho, que se situa na Rua Vergueiro, 235/249 -
Liberdade, Séo Paulo - SP, CEP 01504-001

14. O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, que
deve existir nas instituigdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil,
criado para defender os interesses dos participantes de pesquisas em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos
(Normas e Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS
n° 466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é responsavel pela avaliagido e
acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que corresponde aos aspectos éticos.
Enderego do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n° 235/249 — 12° andar -
Liberdade — Sao Paulo — SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9010

comitedeetica@uninove.br

Horarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as
13h00 e Das 15h30 as 19h00

14. Nome Completo e telefones do Pesquisador) para Contato: Dra Andreia La Selva -
(011) 985858178 .

15. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderao ser discutidas

pelos meios proprios.

S3o0 Paulo, de de
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16. Consentimento Pés-Informagao:

Eu, , apos leitura e compreensao

deste termo de informacéao e consentimento, entendo que minha participacao é voluntaria, e
que posso sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi uma
via deste termo de consentimento, e autorizo a realizagao do trabalho de pesquisa e a

divulgacao dos dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do Participante

(Todas as folhas devem ser rubricadas pelo participante da pesquisa)

17. Eu, Prof. Msc. Andreia La Selva Almeida (Pesquisador do responsavel desta pesquisa),

certifico que:

a) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana e a

protecédo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

b) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados neste
termo é treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos neste

termo;

Assinatura do Pesquisador Responsavel

66



Anexo 3: Termo de Assentimento

Mestrado e Doutorado em

BIOFOTONICA APLICADA s UNINOVE | p.
AS CIENCIAS DA SAUDE ; ﬂ [ X X N N J
' ' Universidade Nove de Julho

TERMO DE ASSENTIMENTO

Gostariamos de saber se vocé quer participar da pesquisa “Tratamento de herpes
simples labial com terapia fotodindmica: estudo controlado, prospectivo, aleatorizado e

duplo-cego”

O adulto responsavel por vocé notou que apareceram essas bolhinhas que se tornaram
em uma ferida em seus labios, entao ele permitiu que vocé participe dessa pesquisa para diminuir
o tempo que a ferida fique ai no seu labio e que a dor também diminua. Gostariamos de tratar
esse problema para vocé. Nos iremos encostar delicadamente uma haste de algodao (estilo
“cotonete”) sobre sua ferida e pedir para que vocé cuspa em um potinho uma quantidade
equivalente a duas colheres das de sopa, sem encostar os labios no pote. Ai iremos colocar um
corante azul bem devagar sobre sua ferida, sem encostar, esperar um minuto e colocaremos
uma luz laser vermelha sobre sua ferida. Isso ndo déi. Todo esse material que estamos
explicando sera mostrado a vocé antes de comegarmos. Vocé pode sentir um desconforto
enquanto passarmos a haste de algoddo. Vocé vai responder um questionario quando
acabarmos, vocé pode sentir um pouco de vergonha, mas as perguntas serao feitas em um local
onde esteja somente eu e vocé e ninguém além de mim vera suas respostas. Sera entregue

também uma pomada para vocé e eu vou explicar como devera ser usada.

Os adultos que sao responsaveis por vocé deixaram vocé participar, mas se ndo quiser

ndo tem problema, ninguém ira ficar bravo com vocé.

Talvez possa acontecer de vocé ficar com vergonha ou medo, ou ainda nao gostar, mas

nao tem problema, é sé falar que nao quer mais participar.

Vamos nos encontrar algumas vezes: hoje, daqui 3 dias, daqui 7 dias, daqui 30 dias,
daqui 3 meses, 6 meses e 1 ano, ou se aparecerem novamente as bolhinhas ou a ferida. Daqui
3 dias, sera passada novamente a haste de algodado e vocé terd que cuspir no potinho
novamente. Daqui 7 dias iremos ver se a sua ferida sumiu completamente e vocé cuspira
novamente no potinho. Nos demais dias, iremos acompanhar vocé. Daqui um ano iremos
novamente pedir para vocé responder um questinario onde s6 eu saberei as respostas. Vamos
usar as informagdes sobre vocé para um trabalho, para mostrarmos que isso pode ocorrer com

frequéncia com outras pessoas, mas ninguém vai saber que essas informagdes séo suas.
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Vamos fazer algumas fotos para comparar o resultado do tratamento, mas estas fotos
vao apenas ser vistas no trabalho, ndo vamos divulgar seu nome e seu rosto, apenas sua boca.

Todas as fotos ficardo guardadas comigo e o meu computador tem senha, apenas eu
abrirei as fotos para ver a sua ferida. A foto sera apenas da sua boca, ndo do seu rosto.

Abaixo um exemplo de como serdo as suas fotos e como sdo as bolhas e feridas

parecidas com as que vocé tem:

Labio com ferida

Se tiver alguma duavida ou pergunta, pode pedir para seus responsaveis ligar nesse nimero:
NOME DO PESQUISADOR: Dra. Andreia La Selva Almeida fone (11) 985858178 (também
WhatsApp)

E-MAIL: dralaselva@gmail.com

() SIM, aceito participar, ouvi tudo o que o responsavel leu e explicou, e sei que quando nao
quiser mais participar é so6 falar ndo, em qualquer momento. E recebi uma cépia deste papel.

() NAO, n&o quero participar.

Assinatura do responsavel legal
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Anexo 4: Questionario OHIP-14-14

Responda as seguintes perguntas assinalando o quadrado que melhor se
adequa com a sua situagao:

Perguntas

Nunca

Quase
nunca

As
vezes

Muitas
vezes

Sempre

Vocé tem dificuldade para pronunciar
algumas palavras ou falar devido a
problemas com seus dentes, boca ou
prétese dentaria?

Vocé sente que seu paladar (sentido
do gosto) piorou devido a problemas
com seus dentes, boca ou protese
dentéria?

Vocé tem sofrido dores na sua boca
ou dentes?

Vocé sente dificuldade para comer

algum alimento devido a problemas
com seus dentes, boca ou protese

dentéria?

Vocé se sente inibido por causa de
seus dentes, boca ou protese
dentaria?

Vocé tem se sentido tenso por causa
de problemas com seus dentes, boca
ou protese dentaria?

Sua dieta tem sido insatisfatéria
devido a problemas com seus
dentes, boca ou prétese dentaria?

Vocé tem interrompido suas
refeicdes devido a problemas com
seus dentes, boca ou prétese
dentaria?

Vocé sente dificuldade em relaxar
devido a problemas com seus
dentes, boca ou prétese dentaria?

10.

Vocé tem se sentido embaragado
devido a problemas com seus
dentes, boca ou prétese dentaria?

11.

Vocé tem se sentido irritado com
outras pessoas devido a problemas
com seus dentes, boca ou protese
dentaria?

12.

Vocé tem tido dificuldade de realizar
seus trabalhos diarios devido a
problemas com seus dentes, boca
ou prétese dentaria?

13.

Vocé tem sentido a vida menos
satisfatoria devido a problemas com
seus dentes, boca ou prétese
dentaria?

14.

Vocé tem se sentido totalmente
incapaz de suas obriga¢cdes devido
a problemas com seus dentes, boca
ou protese dentaria?
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Anexo 5: Ficha de acompanhamento

Mestrado e Dot ' ID:
UNINOVE BIOFOTONICA APLICADA
N X N N J AS CIENCIAS DA SAUDE
Universidade Nove de Julho

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DA LESAO

Nome:
Localizagdo da lesdo: sextante(s)

DATA PROCEDIMENTO observagoes

DIA 1 ANAMNESE +TCLE+OHIP-
14
TEMPERATURA
CITOLOGIA ESFOLIATIVA
COLETA DE SALIVA
ESCALA DE DOR

DIA 3 TEMPERATURA
CITOLOGIA ESFOLIATIVA
COLETA DE SALIVA
ESCALA DE DOR

DIA 7 COLETA DE SALIVA
TEMPERATURA

3 MESES

6 MESES

1 ANO OHIP-14
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Anexo 6: Parecer Consubstanciado do CEP

UNINOVE
ooooe w
Universidade Move de Julho
UNIVERSIDADE NOVE DE
JULHO - UNINOVE

PARECER CONSUBSTANCIADO DD CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

terapia foindindmica: estudo controlado, prospectivo,
Titulo da Pesquisa: sleatorzado & duplo cego
Tratamenta de herpes simples l!‘;.,:iﬂl através da

Pesquisador: ALMEI
AMNDRELA LA SELVA

Area Temdtica:

Versdo: 18447810.7.00

3

Institulgio Proponente: NOVE DE JULHO
ASSOCIACAD EDUCACIONAL

Patrocinador Principal: Financiamento Praprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.566 238

Apresentagdo do Projeto:
Az informacgbes contidas nos campos Apresentagdo do projeto, Objetivo da pesquisa. Avaliagho dos niscos e
beneficios foram retiradas do documento PE_informaphes_basicasdoprojeto_13624 71 pdf de 02005320149,

Resumao:

Az lesbes de hempes labial s80 causadas pelo virus do herpes simples tipo 1 (VHE-1), causando dor e
comprometiments estético. Se caraclenza pela formag®o de pequenas vesiculas gue coslescem e e
rompem formando Ulcerss extremamente dodondss, que evoluem para crostas, descamacdes secas até sua
remissso complsta. Atsasimente o atamento desses lestes @ feito com aciclovin. Apesar de diminuir &
sintomatologia,

causa resisténcia viral e ndo previne & recoméncia das lesbes. Sabe-se que & terapia fotodingmica (PDT)
possui indmerss vantagens entre elas a8 diminuigBo do tempo de remiss8c sém disso, ndo causa
resisténcia. No entanto, ainda ha pouco nivel de evidéncia por causa de escassez de estudos clinicos bem
delineados sobre esse assunto. Portanto, o objetivo deste estudo serd avaliar se a terapia fotodindmica &
capaz de diminuir o fempo de cicatrizagio dessas lesdes e diminwir a sua recoméncia. Os pacientes gue =&
apresentarem com herpes na fase de dicera e forem incluidos no estudo serdo dvididos alestoriaments em
dais grupos: G- Grupo Laser- azul de metileno a
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0,005% imadisdos com 660nm, 100mW (Lasar Dud, MMOptics), 1200/em, 3J por ponto. Aplicado na parte
central da leséo, & 30 segundos de imadiagdo + placebo do aciclovir, G2- Grupo controle — serd wtilizado o
aciclovir + simulacdo da FOT para cegamento do estudo. A varigvel principal do estudo sera o tempo de
resolucBo da lesBo em dias. As varidveis secundarias serdo avaliagso da recoméncia avaliada em meses, a
dor avaliada por meio da escala analdgica visual (EVA), temperatura local por meio de termimetro digital, e
citocinas IL1, IL-6, TMF-, IL,10 provenientes da secregio da kesdo e analisadas por Multiplex e Quantificacio
do wirus YHS-1 por meio de PCRg. Todas as avaliapbes serdo realizadss no baseline e apds 3 e T dias apds
& aplicacéo da POT ou seu placebo. O guestionano para avaliagdo do impacto do tratamento a laser na
qualidade de vida serd aplicado no baseline e apds 7 dies para as varidveis secundarias. O follow up em
longo prazo serd realizado em 1 més, 6 meses & um ano para 8 gualidede de vida e avaliagio da
recoméncia. Os efeitcs adversos serfio registrados e relatados. Os dados serfo avaliados pela comparagso
de dols grupos: grepo ratamento (rataments convencional + l@ser) & grupo confrole (fratamento
convencional + simulagio do laser). Caso os dados sejam normais. seréo submetidos ao teste t de Student.
O3 dados serdo apresentados por suss médias & dp e 0 valor de p serd definido em 0,05, Espera-se que
haja remissfo total da doenga em um menar intervalo de tempo & sem recsméncias, principalmante no
mesmd local onde fol realizado o tratamento.

Hipdtesa:

Hipdtese nula: A aPDT ndoc reduz o tempo total de remiss8o da les®o de HSEL em pacientes jovens
sauddveis Hipttese expenimental: A aPDT reduz o tempo total de remissio da leséo de HSL em pacientes
jowens sauddveis

Metodologia Proposta:

O pacientes serdo conmvidados 8 comparecer na Clinica Odontoldgica da Universidade Mowve de Julho —
UKNINOWVE da cidade de SBo Paulo, Brasi, no periodo de agosto de 2019 & agosto de 2021 para tratamento
com POT e awaliagtes. O desenho experimental consistira em 2 grupos. A amosira Serd composts por
pacientes sauddveis que estejam com lesSo de herpes na fase de wesicula ou de crosta. Sera avaliado o
tempo total para remissfo da kesfo, verficagdo de células balonizantes, guantficagho do vines no kocal da
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les30 e na saliva. Serfio coletadas amostras (secregdo de VHS) no local da les3o e na saliva para a
quantficagdo das ctocnas inflamaténas. Serda avaliada a dor, tlemperatura, recoréncia da les&o em um
follow-up de 1 ano. Também serd aplicado questionario Ohip-14 para mensurar a qualidade de vida

relacionada a sabde bucal. Os pacientes terfo retomos
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agendados em 3 dias (T1), 7dias (T2), 30 dias (T3), 6 meses (T4), e 1 ano (T5) para reavaliagio.

Todas as vezes que houver recorréncia da les8o serfo convidados a comparecer a clinica para coletas e
verificagdo do local da les3o (recorréncia no mesmo local- sera anotado no diagrama labial por sextante).

Critério de Inclusao:

A amostra sera composta por pacientes saudaveis de 15 a 60 anos que estejam com lesfo de herpes na
fase na fase prodromica, vesiculas, diceras e crostas. Serfo Incluidos pacientes de ambos os sexos, sem
predilecio de raga ou condig8o socioecondmica, saudavess (historia médica negativa).

Critério de Exclus8o:

Serdo exciuldos pacientes que estejam com infecglo de herpes no estagio de descamaglo seca.
Participantes em uso continuo de ant-inflamatdrio n&o esteroidal e terapia continua com corticosteroides ha
menos de 1 semana. Participantes diabéticos, tabagistas que necessitem de imunossupressores, gestantes
e ou lactantes. HIV positivo, hepatite B ou C.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Pnimario:

* Avaliag8o do tempo de resolug8o das lesdes em dias com o tratamento com aPDT & menor que o grupo
aciclovir

Objetivo Secundario:
« Verificar se a aPDT é capaz de diminuir a quantidade de células balonizantes por meio de citologia
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esfoliativa

= Awaliar se a quantidade de VHS-1 diminul apds tratamento com aPDT por meio de gPCR « Avaliar se o
tratamenta com aPDOT é capaz de diminuir 8 guantidade de citocinas inflamatorias IL-6, IL-1.IL -8 e
entHinflamatdria IL-10 nas lesbes de HSL

= Awaliar se o tratamento com aPDT & capaz de diminuir 8 guantidade de citocinas inflamatdrias IL-6, IL-1, IL
-8 e anti-inflamatdria IL-10 na saliva de pacientes com HEL

= erificar se 8 aPDT & capaz de diminuir 8 dor de pacientes portadores de HSL por medo de escala

analbgica visual
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= Varificar se 8 aPDT & capaz de diminuir a temperatura no kocal da leséo por HSL - Avaliagso se o
tratamenta com aFOT melhora a percepgao de qualidade de vida dos portadores de HSL =
Acompanhamento des recormréncias nos perlodos de follow-up com aPOT para ver se ha remisséo das
recoméncias

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Desconforto ou Riscos Esperados: - O Onico desconfiorto que vocg possa ter & dor durante 8 manipulagio
da drea da kesdo.

- MBo ha nenhum risco no fratamento,

- E muito rara mas pode haver alguma alergia ao fotossensibilizador

- Pode haver constrangimento 20 preencher o questionano. Medidas protetivas Bos riscos: - A pesquisadora
fard a manipulagao da sua lesdo de forma bem leve e suave para gue vocod sinta o minimo de desconforto
possivel na hora do exame

- \Wocd serd stendido em um box, somente com & eguipe que faz parte do estudo. Questiondrios s8o
reslizados tlaBmbém reservedamente.

Beneficios da Pesquisa:
0 paciente pode ter uma alternativa de tratamento sem ser com a utilizagdo de fdrmacos, que apresentam
resisténcia viral, e, espera-s& a diminuig®o da recomréncia. melhorando a qualidade de wida dos pacientes
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que apresentam kesdes de herpes com altos Indices de recidiva

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

0 objetivo deste estudo serd avaliar se a terapia fotodindmica & capaz de diminuir o tempo de cicatrizaglo
dessas lesbes e diminuir 8 sua recoméncia. Os pacientes que se apresentarem com herpes na fase de
llcera e forem inclukdos no estudo serdo divididos aleatoriamente em dols grupos: G1- Grupo Laser- azul de
metilenc a 3,005% imadiados com 660nm, 100mW (Laser Duo, MMOptics), 1200icm2, 3J por ponto. Aplicado
na parte central da lesBo, e 30 segundos de imadiagdo + placebo do aciclovir, G2- Grupo controle — serd
utiizado o aciclovir + simulagio da PDT para cegamento do estudo. A vandvel principal do estudo serd o
tempo de resolugBo da lesBo em dias. As vandveis secundarnias serfo avaliacio da recoméncia avaliada em
meses, a dor evaliada por mein da escala analdgica viswal (EVA), temperatura local por meio de termbdmetro
digital, &
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citocinas IL1, IL-G. TMF-, IL, 10 provenientes da secregio da kesdo e analisadas por Multiplex e Quantificaglo
do virus VHS-1 por meio de PCRg. Todas as avaliapbes sero realizadas no baseline e apds 3 e 7 dias apds
a aplicacio da POT ou seu placebo. O questiondrio para avaliagio do impacto do tratamento a laser na
qualidede de vida serd aplicado no baseline e apds ¥ dias para s varidveis secundéarias. O follow up em
longo prazo serd realizado em 1 més, 6 meses & um ano para 8 gualidede de vida e avaliagBo da
recoméncia. Os efeitos adversos serfo registrados e relatados. Os dados serfio avaeliados pela comparagso
de dois grupos: grupo tratamento (tratamento convencional + laser) e grupo controle (tratamento
convencional + simulagio do laser). Caso os dados sejam normais. serfo submetidos ao teste t de Student.
0= dados serfo apresentados por suas medias + dp e o velor de p sera definido em 0,05, Espera-se que
haja remizafo total da doenga em um menor intervalo de tempo e sem recoméncias, principaimente no
mesmo local onde foi realizado o fratamento. A pesquisa & adequada em termos éticos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

No FParecer antenor foram apontadas pendéncias.

No tdpico “Medidas protetives aos riscos” do TCLE, pesguisador deve detalthar melhor quais serio as
medidas protetivas em relagio 4 dor e sangraments durante & coleta das lestes. PENDENCIA ATENDIDA.
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Recomeandad&es:

Tendo em wista & legislagdo wigente devem ser encaminhados para o CEP-UNINOVE relabinios parciais
anuais referentes ao andamento da pesguisa e relatdno final utiizando-se a opglo “Enviar nofificagso”
disponivel na dres em gue encontra o seu projeto de pesquisa aprovado no campo “lista de apreciagies do
projetn” mais especificamente na coluna “agbes”. Qualguer alteragdo no projeto oniginal aprovado pode ser
apresentada com “emenda” desde que ndo contenha modificacio essencial nos objetivos e na metodologia
do projeto ongina. De forma objetiva com justficativa para nova apreciagdo e os documentos alterados
devem ser evidenciados para faciitar a nova anslise.

Conclusbes ou Pendénclas & Lista de Inadequagies:

Projets Aprovado.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

0 pesquisador deverd se apresentar na institwgBo de realizagdo da pesquisa (que autorizou & realzacso do

estudo) para inkcio da coleta dos dados.
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O participante da pesquisa (ou seu representante) & o pesquisador responsdvel deverdo rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimenito Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na ditima pagina do
refenido Termo, conforme Carta Circular no 0032011 da COMERICNS.

Salientamos que o pesgquisador deve desemvolver a pesguisa conforme delineada no profocolo aprovado.
Eventuais modificacies ou emendas a0 protocokn dewem ser apresentadas ao CEP de forma dlara e sucinta,
identificando a parte do profocols a ser modificada e suas justificativas. Lembramos gue esta modificacio
necassitard de aprovacdo ética do CEP antes de ser implementada.

Ap pesquisedor cebe manter em arguivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesguisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CHS 48612 item X1, 2. f)
De acordo com & Res. CNS 46812, X.3b), o pesquisedor deve apresentar a este CEFVSMS os relatdnos
semestrais. O relatdrio final deverd ser enviado através da Plataforma Brasid, icone Mobficagdo. Uma copia
digital (CO/DVD) do projeto finslizado deverd ser enviada & instdncia que autorizou & realizegdo do estudo,
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via coimedo ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluldo.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Sitluagio

I fes Bisicas o PE_/MFORMAGCOES BASIROJETO_136247 1 pof

Projeto CAS_DO_P O2/0N2019 20:02-50
20:02:05 Aceito
Outros 2CARTA. pdf 02/08/2019 ANDREIA LA SELVAALMEIDA
o Auséncia ANDRELA LA SELVA
Projeto Detalhado / PROJETOHERPES.pdf  ALMEIDA
Brochura O2/0H2018 20:00:58
Investigador ANDRELA LA SELVA
TCLE | Termos de TCLEherpes.pdf ALMEIDA
Assentimento | Justificativa 02/09/2018 19:58:58
22: 7046 Acaito
Outros CARTA_1.pdf 16/08/2019 ANDREIA LA SELVAALMEIDA
o of 18/08/2010 22:28:47
TCLE / Termos de Termo_de_Assentimento.p AMDRELA LA SELVA
Assentimento | Justificativa
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Anexo 7. Protocolo Publicado na Revista Medicine Baltimore

IEtudy' Protocol Clinical Trial MEd IC I ne

Treatment of herpes labialis by photodynamic
therapy

Study protocol clinical trial (SPIRIT compliant)

Andreia La Sehea, MD®, Benata Matalon Magraras, PhD?, Dareeds Taera Bezerra, PhDR,

Ellan Perin Roea, MO®, Vanassa Christing Santos Pavesi, PhD®, Bicarde Scarpara Mavamre, PhD®,
Marina Stella Bello-Siva, PRE™®, Karen Miler Ramalho, Pn™®, Ana Cecilia Corrda Aranha, Phi™,
Paulo Herrigue Braz-Sitva, F'hl::i9 Kristianne Porta Samos Femandes, PhD®,

Sandra Kalll Bussador, PhD®, Anna Carolina Batto Ternpestini Horkana, PhD™"

Abstract

Background: Lesions of herpes lahisks ane caused by the henpes simpke: vus tpe 1 and cause pain and aesthatic compromiss,
It iss characterized by the formation of small vesicles that coslesce and nupture forming extremely painiul ulcers, that evoke to crusts,
dry desquamations untl their cormplete rermssion. Curmently the treatment of these leions i done with acydovie. Akhough it
diminishes the symptomatology, it causes viral resistance and does not prevent the recumence of the lesions. It i known that
antimicrobial photodynamic therepy (8PDT) has numenous acvanteges, among them: the reduction of the time of remission, and
dises not cause resistance. This protocol will detenming the effectivensss of POT in lesions of hampes |abialis.

Materials and rmethods: A totd of 30 patients with henpes lsniels in the prodiomal stage of vesides, ucers, end crusts wil be
salected to participate in the study and randomized ino 2 groups: G1 control and G2 experimental. After signing Ressarch Ethics
Cormmittes and TA, patientsin group G1 will undergo the standand g old treatment for henpes abiaks with acyckour and simuisted POT
treaiment. Fatenis in the experimental G2 group will be trealed simulsting the gold stendard freatment of hempes labialis (placebo)
and POT. In al patients, saliva samples will be colected for analysis of cytokines, and wil be perdormed exfoliatve cytology in the
lesiore. The pain will b2 assassed through a pain scale and & questionnaine of qualty of ife reated to oral health (OHIP-14) will be
ghven to them. Patients will continue to be followed up after 7 days, 1 month, 3 months, and 6 montha; if there i a recurence of the
lesion, they will contact the reseanchers.
Clnical registration: cinicaltisls gov - MCT 04037475, Registered on July 2019,

Abbreviations: aP0T = antimicrobial photodynamic therapy, HSL = herpes simplex labtaks, HSV-1 = herpes simplex s, 100 =
intraciass comelation cosfficient, J -M.M-mmm.u-m.u-m.m-nm_m-
rilimcar, miW = milWatts, mermn® = mil cantimeter, nm = nanometer, OHIP-14 = oral heakh impact profie, PS =
photosensitizer, ROS = reactive cxygen spedes, AT-PCAG = rea-time polymerase chain reaction.

Keywords: photodynamic thersgy, cold sores, herpes simplex, lager
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Anexo 8: Calibracao

Confiabilidade
Escala: ALL VARIABLES

Resumo de processamento de

casos
M %
Casos  Valido 5 100,0
Excluidos® 0 0
Total ] 1000

a. Exclusdo de lista com base em todas
as variaveis do procedimento.

Estatisticas de

confiabilidade
Alfa de
Cronbach M de itens
998 2
Coeficiente de correlagdo intraclasse
Correlagdo Intervalo de Confianga 95% Teste F com Valor Trued
intraclasse Lirnite
Limite inferiaor superior Walor df1 df2 Sig
Medidas unicas 9979 969 1,000 488,300 4 4 =001
Medidas medias ,aag® 9g4 1,000 488,300 4 4 =001

Modelo de efeitos mistos bidirecional em que os efeitos das pessoas sdo aleatdrios & 05 das medidas s8o fixos.
a. 0 estimador é o mesmo, esteja o efeito de interagdo presente ou ndo.
b. Os coeficientes de correlagdo intraclasse tipo A que usam uma definigdo de concordancia absoluta.

c. Essa estimativa é calculada considerando gue o efeito de interagdo esteja ausente, porgue ele ndo pode ser
estimado de outra forma.
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