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RESUMO

A mucosite oral, também chamada recentemente de mucosite do trato
gastrointestinal, continua sendo um importante efeito colateral que pode
comprometer o resultado do transplante de células tronco hematopoéticas. Ela
pode ocorrer em 100% dos pacientes submetidos ao transplante alogénico de
células-tronco e a maior incidéncia neste pode ser atribuida a administragao de
metotrexate. A ocorréncia de mucosite ulcerativa esta relacionada ao aumento
dos custos hospitalares, a reducao da sobrevida em 100 dias e infecgéo
sistémica aumentando o risco de sepse. A Ultima década foi muito importante
para a compreensao da mucosite oral, incluindo a predisposi¢cao genética dos
individuos e alteragbes nas enzimas responsaveis a metabolizagdo de
quimioterapicos. Recentemente, o polimorfismo C677T no gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tém ganhado enfoque na relagao
com a incidéncia da mucosite. Esta enzima metaboliza o metotrexate e a ela é
atribuida maior ou menor atividade levando a modificagdes na metabolizagcao
do farmaco. Poucos trabalhos prospectivos e caso-controle sdo encontrados na
literatura corrente com relagdo ao polimorfismo C677T e a incidéncia da
mucosite. O objetivo deste estudo foi uma analise prospectiva caso-controle da

relacdo do polimorfismo MTHFR C677T com a incidéncia da mucosite. Além



disso, a influéncia da condicdo de saude bucal (presenca de placa dental e
inflamacao gengival) com a incidéncia de mucosite oral foi analisada. Foram
inseridos 97 pacientes divididos em 2 grupos: 35 pacientes submetidos ao
transplante alogénico e 62 pacientes submetidos ao transplante autélogo. A
mediana de idade foi de 41,5 anos. O regime de condicionamento consistiu de
busulfano e melfalano ou regime BEAM - becenum, etoposide, citarabina e
melfalano (para a Doenga de Hodgkin e Linfoma ndo Hodgkin). A profilaxia da
doenca do enxerto contra o hospedeiro foi feita com ciclosporina e metotrexate,
no transplante alogénico. Nao foi feito resgate com &cido folinico durante a
administracdo de metotrexato. Os resultados mostraram que o polimorfismo
C677T nao foi significativo no grupo de estudo em comparagdo com o grupo
controle na previsédo de incidéncia e severidade da mucosite oral. No entanto, a
incidéncia e gravidade da mucosite oral foram influenciadas pela condigao de
saude bucal. Em conclusdo, o polimorfismo C677T da MTHFR nao foi
relacionado ao oral mucosite, mas o estado de saude oral foi um fator
importante no desenvolvimento da mucosite. Estes resultados reforcam a
importancia de um dentista na equipe multiprofissional de assisténcia a estes

pacientes.

Palavras-Chave: Mucosite. Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas.

Condicionamento Pré-Transplante. Polimorfismo Genético



Coracin FL. Analysis of single nucleotide polymorphisms C677T of
methylenetetrahidrofolate reductase (MTHFR) on the development of oral
mucositis in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation [Tese de
Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2009.

ABSTRACT

Oral mucositis remains an important side-effect and life-threatening
complication of hematopoietic stem cell transplantation. It can occurs in 100%
of patients underwenting allogeneic stem cell transplantation. The differences in
incidence between allogeneic and autologous transplantation may be due to
methotrexate administration in the first. Ulcerative mucositis is related to
increase hospitalar costs, reduced 100-days survival and systemic infections
leading to sepsis risk. The last decade was very important to the understanding
of oral mucositis, including genetics changes in enzymes responsible to drug
metabolization, as the C677T polymorphism in the methylenetethrahidrofolate
reductase gene (MTHFR). A prospective evaluation of oral mucositis in relation
to the C677T MTHFR polymorphism was done. Also, the influence of oral health
condition (presence of dental plaque and gingival inflammation) with the
incidence of oral mucositis was analyzed. A cohort of 97 patients (35
allogeneic-study group and 62 autologous-control group) with median age of
41.5 years was evaluated. Conditioning regimen comprised busulfan and
melphalan or becenum based conditioning regimen (BEAM - becenum,
etoposide, cytarabin and melphalan. GVHD prophylaxis comprised cyclosporine

A plus short course of methotrexate in allogeneic transplantation. No rescue



with folinic acid was done in the methotrexate administration. Results showed
that C677T polymorphism was not significant in the study group compared with
control group in predicting incidence and severity of oral mucositis. However,
the incidence and severity of oral mucositis was influenced by oral health
condition. In conclusion, C677T MTHFR polymorphism was not related to oral
mucositis, but oral health status was an important factor in developing
mucositis. These findings reinforce the importance of a dentist in the

multiprofessional team to assist these patients.

Keywords: Mucositis. Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Transplantation

Conditioning. Polymorphism, Genetic.
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1 INTRODUCAO

O transplante de medula éssea (TMO) é o tratamento de escolha para
diversas doengas onco-hematolégicas. Os pacientes submetidos ao TMO
apresentam alteragbes na mucosa oral agudas, como a mucosite e a
ocorréncia de infeccdes, e crbnicas, como a doenga do enxerto contra o
hospedeiro e a disfungdo das glandulas salivares. Essas manifestagbes
podem interferir sobremaneira na conduta e na terapéutica empregada, bem
como na sobrevida do paciente.

Dentre as alteracdes bucais relatadas, a mucosite é a mais frequente e é
definida como reagédo toxica inflamatéria na mucosa desencadeada pela
quimioterapia do regime de condicionamento. A ocorréncia da mucosite
depende de alguns fatores, como por exemplo, o tipo de transplante a ser
realizado. O transplante alogénico provoca maior ocorréncia quando
comparado com o transplante autdlogo. O regime de condicionamento também
€ um fator relacionado com a gravidade da mucosite: quando é utilizada a
radioterapia corporal total juntamente com a quimioterapia a incidéncia da
mucosite aumenta. A mucosite nos pacientes submetidos ao TMO esta
relacionada com o aumento do risco de sepsis € aumento no numero de dias
de hospitalizagdo (SONIS et al., 2001). Pacientes submetidos ao transplante
autdlogo e que desenvolveram mucosite ulcerativa apresentam risco trés vezes
maior de infec¢des por estafilococos alfa-hemoliticos quando comparados com
0 mesmo grupo de pacientes, porém sem ulceragdo (RUESCHER et al., 1998).

Outro fator bastante importante nas implicagbes clinicas da mucosite é a
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sobrevida em 100 dias. Os dados da literatura sdo unadnimes em dizer que a
ocorréncia de mucosite ulcerativa reduz a sobrevida em 100 dias (RUESCHER
et al.,1998; SONIS et al., 2001).

O metotrexate € uma droga utilizada como antagonista do acido fdlico
competindo com o folato intra-celular pela ligagdo com a enzima dihidrofolato
redutase (DHFR), como resultado ocorre a deplegao total de substratos do
acido fdlico, tais como, tetrahidrofolato e 5,10 metilenotetrahidrofolato. E
utilizado nos pacientes submetidos ao TMO alogénico para profilaxia da
doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) e os seus efeitos secundarios
incluem mucosite e mielossupressao. Recentemente, a analise dos haplétipos
da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem mostrado que os
sitios de mutagcdo no gene podem apontar menor atividade da enzima em

individuos homozigotos para o alelo mutante T, e acarretando maior toxicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Transplante de Medula Ossea

O transplante de medula éssea (TMO) tem sido utilizado como medida
terapéutica para doengas onco-hematologicas, insuficiéncias medulares ou
disturbios congénitos da hematopoiese, tais como leucemias, linfomas, tumores
de mama e anemia aplastica grave (WOO; LEE; SCHUBERT, et al., 1997). O
regime de condicionamento pré TMO utiliza altas doses de quimioterapia com o
objetivo de: (1) estabelecer um grau de imunossupressao suficiente para que o
enxerto ndo seja destruido pelas células imunocompetentes do receptor, (2)
destruir um numero maximo de células neoplasicas residuais do receptor, e (3)

criar um “espago” onde a nova medula possa proliferar (STORB, 1994).

2.2 Alteracdes Bucais do Transplante de Medula Ossea

A cavidade bucal € um local de frequentes complicagdes do TMO (MAIN
et al., 1984; SONIS et al., 2004). Essas complicagdes podem estar
relacionadas com a citotoxicidade medicamentosa na mucosa e nas glandulas
salivares causadas pelo regime de condicionamento quimioterapico

(SCHUBERT; 1ZUTSU, 1987). A xerostomia € uma das principais alteragdes
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em glandulas salivares que os pacientes apresentam durante os 100 primeiros
dias apdés o TMO e é representada pela redugdo na funcdo das glandulas
salivares maiores (CORACIN et al., 2006). A redugdo na capacidade de
producao e eliminagcado da saliva pelas glandulas maiores foi estudada nos 100
primeiros dias apés o TMO utilizando cintilografia com pertecnetato99mTc e foi
observado que os pacientes apresentaram reducdao na eliminacdo do
radiofarmaco e redugdo do fluxo salivar por volta do D+30 com possivel
recuperacao funcional por volta do D+100 (CORACIN et al., 2006).

A mucosite é outra complicagdo aguda comum da quimioterapia do
cancer, sendo toxicidade dose-limitante para a continuidade do tratamento
(SONIS et al., 2004). Recentemente, foi descrito que a mucosite ocorre em
100% dos pacientes submetidos a quimioterapia de alta dosagem seguida por
TMO (SONIS et al., 2004) sendo observada ao redor do 10° dia apds o inicio
do condicionamento com maior intensidade entre os dias +7 e +11, podendo
durar de 2 a 3 semanas (LOCKHART; SONIS, 1981).

A mucosite pode ser responsavel por um aumento de infeccbes
sistémicas, seja viral, bacteriana ou fungica, devido a ruptura da barreira
mucosa natural, podendo evoluir para uma bacteremia persistente e sepsis
nesses pacientes imunocomprometidos (COWEN et al., 1997; DAZZI et
al.,2003; PAPAS et al., 2003). Algumas condi¢gdes bucais aumentam o risco
para complicacdes, tais como calculos salivares, raizes residuais, abscessos
periapicais cronicos, dentes cariados, placa bacteriana, bolsas periodontais,
doenca periodontal, polpa dental infectada, lesbes em periapice e proteses
removiveis (MELKOS; MASSENKEIL; ARNOLD, 2003). Realizar o preparo da

cavidade bucal com remoc¢ao de focos de infeccdo e fatores irritantes locais
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poderia levar a redugao consideravel na gravidade da mucosite oral, sendo
observado que o preparo da cavidade bucal previamente ao TMO nao reduz a
incidéncia da mucosite, porém reduz a gravidade da doenga instalada

(SANTOS; MAGALHAES, 2006).

2.3 Mucosite

A mucosite € um efeito grave e dose-limitante do tratamento
antineoplasico, cujas lesdes ulceradas apresentam grande impacto na
morbidade dos pacientes, por apresentar dor, restricdo alimentar e servindo
como porta de entrada para infecgdes originadas da mucosa oral, cuja
incidéncia € variavel de acordo com a doenca de base, idade, condicdo de
saude oral dose e freqiéncia da quimioterapia (SONIS; CLARK, 1991). A
primeira descrigdo detalhada dos processos bioldgicos do desenvolvimento da
mucosite foi feito por SONIS (1998). A ocorréncia clinica da mucosite acontece
inversamente a fungdo da medula éssea, sendo maior no periodo de nadir da
neutropenia e a cicatrizacdo culminando com a recuperagdo de granulécitos
(BLIJLEVENS; DONNELLY ; DE PAUW, 2000). Cada uma das 4 fases
descritas acontecem como consequéncia de uma rede de agcbes mediadas por
citocinas inflamatérias, associada com o dano ao epitélio promovido pelo
agente quimioterapico e/ou radioterapia. A presenca da flora bacteriana oral e a
situacdo da medula 6ssea influenciam na evolugao (SONIS, 1998). As fases

incluem:



1.

2.

3.

4.
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Fase inflamatdria ou de reacdo vascular ocorre como reacao inicial a
exposicao aos agentes quimioterapicos, sendo amplificada quando ha
associacdo da radioterapia. Nesta fase ocorre a liberacdo de citocinas
inflamatdrias, como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral, com
exacerbacao da resposta tecidual;

A fase epitelial acontece como resposta nao seletiva do epitélio as drogas
utilizadas no tratamento do cancer. As células em divisdo sédo afetadas da
mesma maneira que as células tumorais culminando com a reducdo na
renovacao celular. Esta fase esta profundamente relacionada com a
producdo de lesdes ulceradas, decorrente da atrofia epitelial secundaria a
renovacao celular reduzida;

A fase ulcerativa € uma consequéncia da atrofia epitelial e facilitada pelo
atrito e pelos microtraumas a mucosa oral.

A Ultima fase culmina com a cicatrizacdo das lesdes e esta diretamente
relacionada com a renovacéao celular que volta a ocorrer, voltando a divisdo

e diferenciacao celular.

A partir de 2004 a mucosite € descrita como um processo complexo

caracterizado pela ocorréncia de 5 fases compreendendo eventos ndo apenas

epiteliais mas relacionados a outros tecidos envolvidos pela toxicidade do

tratamento do cancer (SONIS et al., 2004).

A fase de iniciacdo da mucosite acontece pela liberagdo de ions reativos de
oxigénio no tecido envolvido em resposta a quimioterapia e/ou radioterapia,

causando exposigdo do tecido a estes agentes toxicos levando ao dano
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direto as células, tecidos e vasos sanguineos (GATE et al.,, 1999). Estes
ions reativos de oxigénio podem estimular um numero grande de fatores de
transcricdo que caracterizam a resposta do tecido aos agentes citotdxicos
(CULY; SPENCER, 2001).

. A proxima fase, de super-regulagdo com geragao de mensageiros celulares,
€ resultado de varios eventos acontecendo juntos culminando na morte
celular programada apds o dano do DNA pelos ions reativos de oxigénio
gerados na fase de iniciagdo. Esta morte celular ndo € suficiente para
desencadear as lesdes de mucosite comumente vistas, sendo que
concomitante a isto a liberacédo de fatores, como o fator nuclear B (NF-kB),
o proteassoma 26S presentes no estresse oxidativo da mucosa, a via da
esfingomielinase e a cadeia das caspases podem super-regular 0 processo
(MADDENS et al., 2002).

. Na fase de sinalizacdo e amplificacdo as citocinas inflamatérias liberadas
durante a quimioterapia e/ou radioterapia atuam aumentando a lesdo na
mucosa previamente iniciada. A ativacdo das cadeias esfingomielinase e
caspase pelos mensageiros leva a liberagao de fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6). Estas citocinas sdo
mediadoras da lesdo tecidual secundaria ao TNF-a. A consequéncia desta
fase culmina com um tecido biologicamente alterado, porém com aparéncia
clinica normal.

. Na fase de ulceracdo a colonizagédo bacteriana por gram-positivos, gram-
negativos e anaerobios podem levar a bacteremia e sepsis. Os produtos da
parede celular bacteriana podem ativar os macréfagos teciduais levando a

liberagdo de maior quantidade de fatores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-1, IL-
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6), aumentando e acelerando os danos teciduais. Por fim, com a
recuperacao dos neutrofilos, a renovagao celular comega a se re-
estabelecer. Apds a cicatrizacdo a mucosa ficara aparentemente normal,
porém o micro-ambiente continua alterado significantemente com indicios
de angiogénese residual (SONIS et al., 2004).

Atualmente sabe-se que todos os tecidos envolvidos no processo da
mucosite podem apresentar modificagbes genéticas ou serem resistentes a
toxicidade relacionada ao tratamento. Esta possibilidade pode ser evidenciada
pelas diferencas individuais na susceptibilidade a quimioterapia e/ou
radioterapia (DORR; SPEKL; MARTIN, 2002), e pela existéncia de
polimorfismos de genes relacionados com o metabolismo das drogas utilizadas
(por exemplo o metotrexate e o melfalan) (ULRICH et al, 2001; KUHNE et al.,
2008).

As taxas de incidéncia da mucosite oral graus 3 e 4 variam de 5% a 15%
podendo alterar a conduta clinica (modificacdo do esquema terapéutico) e os
resultados econdmicos (aumento nos dias de internagdo, utilizacdo de
analgésicos opidides, nutricdo parenteral total) (SONIS et al., 2001). Dados
encontrados na literatura mostram que pacientes com mucosite grave,
utilizando 5-fluorouracil seguido de resgate com leucovorin, podem ter um
gasto adicional de mais de US$113,00 por ciclo de quimioterapia (GROENER
et al., 1999) e US$ 42.749,00 no caso de pacientes submetidos ao transplante
de medula 6ssea (SONIS et al., 2001). Os casos de mucosites ndo ulcerativas
podem vir a requerer US$ 2725,00 excedentes em servigos (ELTING et al.,

2003).



25

A associacao entre a mucosite e infecgao foi observada por RUESCHER
et al. (1998) afirmando que as bacteremias mais comuns em pacientes
submetidos ao transplante de medula 6ssea eram de origem estreptocdcica

(RUESCHER et al., 1998).

2.4 Enzima Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

Atualmente a farmacogenética é um instrumento potencialmente
importante para a pratica clinica e laboratorial como uma nova ferramenta que
procura individualizar as terapéuticas e tornar as intervengdes alvo-especifico.
Diversos polimorfismos envolvidos em processos como metabolismo e
transporte de farmacos estao sendo relatados como marcadores para se tentar
aperfeicoar o resultado do tratamento (DE MATTIA; TOFFOLI, 2009).

O polimorfismo C677 T da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) é um dos alvos estudados e analisados para identificar fatores
preditivos da resposta aos agentes anti-folato (ULRICH et al., 2001; ROBIEN et
al., 2004; DE MATTIA; TOFFOLI, 2009;). O gene responsavel pela codificacdo
da enzima MTHFR foi primeiramente descrito por Goyette et al. (1994), esta
localizado no cromossomo 1 regido 1p36.3 e € constituido por 11 éxons
(GOYETTE et al. 1998). A proteina resultante é formada por 656 aminoacidos e
possui peso molecular aproximado de 150KDA. Possui um dominio catalitico
do tipo amino-terminal dependente de flavina-adenina dinucleotideo (FAD)

responsavel pela conversao irreversivel do metilenotetrahidrofolato em
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metiltetrahidrofolato (UELAND; HUSTAD; SCHNEEDE; REFSUM; VOLLSET,
2001). Esta conversao atua como doador do radical metil para remetilacédo da
homocisteina em metionina. Esta enzima recebeu grande atencdo apods a
descoberta de uma variavel termolabil associada com incidéncia de doenca
cardiovascular e acumulo de homocisteina plasmatica (KANG; PASSEN;
RUGGIE; WONG; SORA, 1993).

As mutagdes no gene da MTHFR implicam em deficiéncia de acido folico
e a partir do isolamento da por¢ao codificadora do gene da MTHFR, mutagdes
puderam ser identificadas (GOYETTE et al., 1994). O &cido fdlico executa
fungdes importantes no organismo, participando de varias reagées metabdlicas.
Essas funcbes sao catalisadas por diversas enzimas, entre elas a 5,10-
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR). A enzima MTHFR é uma enzima-
chave, pois catalisa a reducdo de 5,10-metilenotetraidrofolato para 5-
metiltetraidrofolato, que é a forma primaria e predominante do acido folico na
circulagdo. Atua ainda como doadora de radicais metil para a remetilacdo de
homocisteina (Hci) para metionina (Met), catalisada na maioria dos tecidos pela
metionina sintase, que requer como cofator vitamina B12 (FROSST et al.,1995;
GOYETTE et al., 1995). Um polimorfismo comum na enzima MTHFR ocorre na
posicdo 677 com a substituicho de uma citosina por uma timina (C->T),
resultando na troca de uma alanina por uma valina, no cédon 222, da proteina
processada (FROSST et al., 1995), reduzindo a atividade dessa enzima e
tornando-a termolabil (FROSST et al., 1995; VAN DER PUT et al., 1995).
Quanto a atividade especifica da enzima, comparando-se o0s gendtipos
mutantes com o gendtipo normal (C/C), sabe-se que ocorre redugdo da

especificidade de 35% no gendtipo (C/T) e de 70% no gendtipo (T/T) (KANG et
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al., 1988). A frequéncia dos polimorfismos na enzima MTHFR varia de acordo
com a area geografica apresentando maior incidéncia em brancos e asiaticos
(aproximadamente 25% - 45%), enquanto sdo raras em negros (9,5%)
(BOTTO; YANG, 2000; YNOUE et al., 2007). Na populagao brasileira foram
encontradas diferengas significativas entre diferentes grupos étnicos e a
prevaléncia de homozigotos para o alelo com a mutagdo “T" entre
descendentes de caucasoides foi de 10%, enquanto em negros de 1,45% e
entre indigenas de 1,2% (ARRUDA et al., 1998; FRANCO et al., 1998).

Porém, recentemente, a analise dos hapldétipos da enzima tem mostrado
que os sitios de mutagdo no gene podem apresentar alteragbes combinados
com outras mutacdes. Uma hipotese recente aponta menores atividades da
enzima em individuos homozigotos para o alelo mutante T quando associado a
presenga de gene homozigoto mutante C da mutagdo A1298C da mesma
enzima (ISOTALO; WELLS; DONNELLY, 2000; CHEN et al., 2002; RADY et
al., 2002; URANO et al.,, 2002; MARTIN; BOERSMA; HOWE, 2006;
GOEKKURT et al., 2007; ULVIK et al., 2007). A presenca das duas mutag¢des
juntas poderia apresentar efeito sinérgico quando combinadas (BOTTIGER et
al., 2007; ULVIK et al. 2007), porém ndo ha um estudo epidemiolégico com
grande numero de pacientes inseridos que comprove esta teoria (DE MATTIA;
TOFFOLI, 2009).

A anadlise dos haplétipos da enzima tem mostrado que os sitios de
mutacdo no gene podem apresentar alteracbes combinados com outras
mutacdes. Uma hipbtese recente reserva menores atividades da enzima em
individuos homozigotos para o alelo mutante T quando associado a presencga

de gene homozigoto mutante C da mutagcdo A1298C da mesma enzima



28

(ISOTALO et al., 2000; CHEN et al., 2002; ULVIK et al., 2007; URANO et al.,
2002; RADY et al., 2002; MARTIN; BOERSMA; HOWE, 2006; GOEKKURT et
al., 2007). A enzima MTHFR pode apresentar modificagdo conformacional de
acordo com a presenca de mutagoes, por exemplo, C677T e A1298C, isoladas
ou quando combinadas (ULVIK et al., 2007). Os individuos que apresentam a
mutacao C677T podem apresentar consequéncias importantes no metabolismo
de folato decorrente da idade, habitos (etilismo e tabagismo) por modificarem
desequilibrio do metabolismo (LARSSON; GIOVANNUCCI; WOLK, 2006;
BOCCIA et al., 2008; KIM, 2007). A presenca do polimorfismo C677T pode
resultar em modificagdes fenotipicas da enzima diretamente afetadas pelos
niveis de folato, sendo sugerido que a estabilidade da agao € significativamente
modificada pelos niveis de folato. Uma alteragdo tridimensional da estrutura
pode levar as alteragdes termolabeis (BAYLEY; GREGORY, 1999; ULVIK et
al., 2007) descritas por KANG et al. (1988) e ocasionando uma reducdo na
atividade da enzima.

A relagdo mais discutida atualmente sobre os polimorfismos da enzima
MTHFR dizem respeito a mutagdo C677T e o metabolismo do metotrexate,
aumentando sua toxicidade. O que se sabe é que n&do ha dados que suportem
a relagdo da enzima MTHFR, tanto C677T quanto A1298C, levando a uma
concentracdo aumentada dos metabdlitos de metotrexate séricos (WESSELS
et al., 2006; SHIMASAKI et al., 2006; AGGARWAL et al., 2006; SUGIMOTO et
al., 2008).

Atualmente encontram-se descricbes de modulagdo genética
relacionada ao risco de mucosite oral (ULRICH et al., 2001; ROBIEN et al.,

2004). Os individuos que expressam fendtipos que resultam na deficiéncia de
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enzimas necessarias para o metabolismo de drogas especificas apresentam
risco aumentado de toxicidade (SONIS et al., 2004). O polimorfismo C677T que
modifica a produgcdo da enzima MTHFR pode predispor os individuos
submetidos ao TMO e que fizeram uso de metotrexate como profilaxia da
DECH aos efeitos téxicos da droga, como aumento da gravidade de mucosite

oral (ULRICH et al., 2001).

2.5 Metotrexate

O metotrexate (MTX) é uma droga utilizada como antagonista do acido
félico e € composto por aminopterina e seu uso é relatado desde a década de
1940 quando foi empregado no tratamento de leucemia aguda em criangas
(KREMER et al., 2004). O MTX compete com o folato intra-celular pela ligagcao
com a enzima dihidrofolato redutase (DHFR), resultando na deplecéao total de
substratos do acido folico, tais como, tetrahidrofolato e 5,10
metilenotetrahidrofolato (FRIDLAND, 1974; GENESTIER et al., 1998).
Alteracdo na eficiéncia da enzima MTHFR estd associada com niveis
aumentados de homocisteina e consequentemente, doenga cardiovascular,
neuropatia, coagulopatia (CRONSTEIN, 2005). Ha algum tempo os autores tem
discutido que mutagdes associadas a variabilidade da enzima MTHFR podem
tornar mais susceptivel ao MTX, bem como, aumento dos efeitos toxicos
gastrointestinais e na medula 6ssea (CRONSTEIN, 2005). Os polimorfismos

genéticos podem ocorrer em >1% da populagao e a prevaléncia em genes que
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codificam enzimas metabolizadoras tanto do folato quanto do metotrexate faz
com quem alguns destes polimorfismos possam estar associados a diferentes
respostas clinicas e efeitos toxicos (KREMER et al., 2005). Um dos genes
primeiramente investigados na relagéo de atividade versus polimorfismo foi o
gene transportador do folato para o interior da célula (RFC-1) (6). Depois se
comegou a estudar a relagdo da enzima MTHFR na ocorréncia de efeitos
adversos ao MTX, culminando, em alguns casos, em suspensdo da
terapéutica. Esta enzima apresenta um gendtipo selvagem CC e duas
mutacgdes CT (heterozigoto para o alelo) e TT mutante para ambos os alelos
(STAMP et al., 2006).

Atualmente é utilizado nos pacientes submetidos ao TMO alogénico para
profilaxia da doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (STORB et al.,
1986) e os efeitos secundarios do seu uso incluem mucosite e mielossupressao
(BOLWELL et al., 2004). Pode ser administrado via oral, intramuscular ou
intravenoso e sua biodisponibilidade varia de paciente para pacientes atingindo
quase 70% (CRONSTEIN, 2005). Aproximadamente 10% do metotrexato é
convertido no figado em 7-hidroximetotrexato e a excregédo é feita via renal
(65% - 80%) (CUTOLO et al.,, 2001;CRONSTEIN, 2005). A sua meia-vida
sérica € de 10 horas, sendo indetectavel apds 24 horas da administragéo.
Porém, os niveis séricos ndo sao considerados um bom indicador da eficacia,
pois a droga é convertida em derivados de poliglutamatos e ficam reservados
no interior das células (VAN EDE et al.,, 1998). O mecanismo de acéo do
metotrexate ainda ndo é completamente conhecido, mas sabe-se que causa a
inibicdo da enzima dihidrofolato redutase levando a uma diminuicdo da

concentracido de folato intracelular com consequente redugdo do metabolismo
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das purinas e pirimidinas e sintese de acidos nucléicos. Da mesma forma, atua
inibindo o metabolismo da metionina e homocisteina por inibicdo da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR).

A utilizacdo do metotrexate como profilaxia da doenga do enxerto contra
o hospedeiro nos pacientes submetidos ao transplante de medula dssea
aumenta o risco de toxicidades, como a ocorréncia de mucosite. A mucosite
pode apresentar mediana de duracdo de 9,5 dias em pacientes que fizeram
uso de metotrexate contra 4,5 dias comparando com aqueles pacientes que
nao fizeram uso (CUTLER et al., 2005). A utilizagcdo do metotrexate apresenta
um risco de ocorréncia de mucosite de quase 70% comparado com 30,2% que

nao fizeram uso da droga (OHBAYASHI et al., 2008).

2.6 Prevencao e tratamento da mucosite

O uso de protocolos de prevencao de infecgbes orais em pacientes que
serdo submetidos transplante de medula d&ssea, como erradicagao de
potenciais focos de infeccdo previamente ao transplante, tem demonstrado
diminuigdo de culturas positivas de bactérias de 35% para 5,4% ao final do
transplante, associado com reducao da incidéncia de mucosite. (GALILI;
TAGGER; GARFUNKEL, 1995). Posteriormente, foi descrita a associagao de
bactérias da flora bucal com a bacteremia que ocorreu em pacientes
submetidos ao transplante autdlogo, e que desenvolveram lesdes ulceradas de

mucosite, (RUESCHER et al., 1998).
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Ainda n&o existe um protocolo padrao ouro para tratamento e/ou profilaxia
da mucosite. A remocao de focos infecciosos dentarios e/ou periodontais,
remogao de caries ativas e manutencdo da escovagcdo e higiene oral
associados com solugao topica de clorexidina € um dos protocolos encontrados
(SCHUBERT; WILLIAMS; LLOID; DONALDSON;CHAPKO, 1992; MELKOS et
al., 2003).

E consenso que a utilizacdo da clorexidina como coadjuvante na
prevencao de infecgdes oportunistas oriundas da mucosa oral € util e valida
(SCHUBERT; WILLIAMS; LLOID; DONALDSON;CHAPKO, 1992; DONNELLY
et al., 2003; SONIS et al. 2004). A agéo da clorexidina pode apresentar menor
reducdo nas lesbes em criangas tratadas para leucemia linféide aguda
(RATKAUSKAS E DAVIES, 1993).

Outra possibilidade de intervencdo para profilaxia da mucosite é a
utilizacdo de laser de baixa poténcia. Estudos referem redug¢do na incidéncia e
na gravidade das lesbes além de contribuir para uma possivel reparagao
tecidual. Estudos brasileiros também demonstraram a eficacia clinica do uso do
laser de baixa poténcia na prevencdo de mucosite oral (SANTOS; DAVI;
CASTRO; BARROS, 2006; ANTUNES et al., 2008; EDUARDO et al., 2008;

KHOURI et al., 2009).
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3 PROPOSICAO

e Realizar um estudo observacional do tipo caso-controle para avaliar a
incidéncia e a gravidade da mucosite oral e comparar com o0s
polimorfismos C677T do gene da enzima metilenotetrahidrofolato
redutase.

o0 Avaliar a incidéncia e gravidade da mucosite nos sujeitos que
fizeram uso de metotrexate durante o transplante de medula
Ossea alogénico e comparar com aqueles que foram tratados com

TMO autélogo (sem MTX).

e Analisar a relacdo da condicdo de saude bucal no desenvolvimento da
mucosite nos pacientes submetidos ao transplante de células tronco
hematopoéticas.

o Avaliar os indices de saude bucal — indice de placa, indice
gengival e CPOD (dentes cariados, perdidos e obturados) e

determinar se ha relagdo com a incidéncia da mucosite.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Insercdo dos pacientes

Para a realizacdo deste estudo foram analisados pacientes a partir do
momento que aguardavam o transplante de medula 6ssea no Servigo de
Transplante de Medula Ossea da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
durante o periodo de fevereiro de 2008 a abril de 2009. Os pacientes nao foram
submetidos a nenhum transplante de medula prévio para serem inseridos no
estudo. O regime de condicionamento consistiu de altas doses de
quimioterapia, sem radioterapia corporal total. As drogas utilizadas foram
bussulfano (3 mg/kg/dia nos dias -5, -4, -3 e -2) e melfalano 100 mg/m? (no dia
-1), para os candidatos ao transplante autélogo, e bussulfano 4 mg/kg/dia (por
4 dias — dias -5, -4, -3 e -2) e melfalano 140 mg/m? (dia -1), para os candidatos
ao transplante alogénico. Para os pacientes portadores de doenga de Hodgkin
o regime de condicionamento consistiu de altas doses de quimioterapia
segundo o protocolo BEAM (doses cumulativas: becenum 300 mg/m?,
etoposide 800 mg/m?, citarabina 1600mg/m? e melfalano 140 mg/m?). Nenhum
dos pacientes recebeu radioterapia corporal total ou radioterapia em linfonodos
como parte do regime de condicionamento. Os pacientes do grupo de estudo
(GE) foram submetidos ao transplante alogénico de medula 0ssea e que

utilizaram metotrexate na profilaxia da doenca do enxerto contra o hospedeiro
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nao dosagem de 15mg/kg no dia+1 e 10mg/kg nos dias +3,+6 e +11. Foi
constituido um grupo controle (GC) com pacientes submetidos ao transplante
autélogo, que, portanto, ndo se utilizou metotrexate para critérios de
comparagao. Procurou-se parear os regimes de condicionamento com os

pacientes do GE.

4.2 Aspectos Eticos

O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — processo
n.° 0122/07 (ANEXO A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo — processo n°187/06 (ANEXO B).
Todos os pacientes foram esclarecidos e aqueles que aceitaram participar do
estudo assinaram o termo de consentimento esclarecido determinado para este

protocolo.

4.3 Avaliacéao clinica odontologica
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Os pacientes inseridos no estudo foram submetidos a avaliacdo clinica
através de uma consulta durante o periodo pré-transplante com o objetivo de
se realizar um levantamento epidemiolégico das condicbes de saude bucal de
cada um deles. Foram coletados os dados referentes a saude bucal,
representados por:

1. Indices de Placa (IP), descrito por LOE (1967);

2. Indice Gengival (IG), descrito por SILNESS e LOE (1966).

3. indice CPOD, avaliando as condi¢cdes dentarias — dentes cariados,
perdidos e obturados preconizado pela Organizagao Mundial da Saude

(OMS — 1977).

indice Gengival (IG): com este indice, foi avaliada a gravidade da
gengivite e sua localizacdo em quatro sitios avaliando um segmento da boca
ou um grupo de dentes (LOE, 1967). O tecido gengival ao redor de cada dente
foi dividido em quatro unidades mensuraveis (papila distovestibular, margem
vestibular, papila mesio-vestibular e toda margem lingual). A mensuragao foi
feita através de método visual e, quando julgado necessario, utilizou-se sonda
periodontal de ponta romba. As quatro unidades gengivais foram avaliadas
segundo os critérios descritos por CARRANZA & NEWMAN (1996). Para esse
trabalho foi convencionado avaliar seis dentes indices (primeiro molar superior
direito, incisivo central superior direito, primeiro molar superior esquerdo,
primeiro molar inferior esquerdo, incisivo central inferior esquerdo e o primeiro
molar inferior direito). O resultado obtido da soma dos valores de cada regiao
mensurada e da divisdo dos mesmos pelo numero de dentes examinados sera

considerado como valor do |G do paciente. Os valores numéricos do |G serdao
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associados clinicamente a diferentes graus de gengivite. A Tabela 4.1 mostra

os critérios clinicos do indice gengival, segundo SILNESS & LOE (1966) e a

Tabela 4.2 mostra os valores numéricos associados ao grau de gengivite

(adaptada de CARRANZA & NEWMAN 1996).

Tabela 4.1 - Critérios para definigado do indice Gengival (SILNESS ; LOE, 1966)

Graduacéo Correlagao clinica
0 Gengiva normal
1 Leve inflamacao; pequena alteragdo de cor, pouco edema, nenhum
sangramento a palpacao
2 Inflamacao moderada; rubor, edema e superficie brilhante, sangramento
a palpacao
3 Inflamagédo grave; rubor intenso e edema, ulceragdes, tendéncia a

ocorrer sangramento espontaneo.

Tabela 4.2 - Valores numéricos associados ao grau de gengivite (adaptada de CARRANZA ;

NEWMAN 1996)

Score Grau de Gengivite
0,1-1 Leve
11-2 Moderada
21-3 Grave

indice de Placa (IP): com este indice, foi avaliada por método visual a

distribuicdo da placa bacteriana (dentaria) na area gengival do dente. Por ter

sido desenvolvido como um componente de comparacao do IG de SILNESS &
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LOE (1966), este indice também examina as mesmas unidades de contagem
dos dentes: disto-vestibular, vestibular, mésio-vestibular e lingual. Os mesmos
dentes indices utilizados para o |G foram utilizados neste exame. Da mesma
maneira, o resultado obtido da soma dos valores de cada regidao dentaria
mensurada e da divisdo dos mesmos pelo numero de dentes examinados foi
considerado o valor do IP do paciente. Os valores numéricos do IP serao
associados, clinicamente, a quantidade de placa dentaria, conforme descrito na

Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Critérios para definicdo do indice de Placa (SILNESS ; LOE, 1966)

Graduagéao Correlagao clinica

0 Nenhuma placa na area gengival

1 Pelicula de placa aderida na margem gengival livre e na area
adjacente do dente
Acumulo moderado de residuos moles dentro da bolsa gengival, na

2 margem gengival e/ou na superficie adjacente do dente, podendo ser
vista a olho nu.

. Acumulo de grande quantidade de residuos moles dentro da bolsa

gengival e/ou margem gengival e na superficie adjacente do dente

indice CPOD: é um indice epidemioldgico padrdo da Organizagéo
Mundial da Saude cujo objetivo foi avaliar a média do numero total de dentes
permanentes cariados (C), perdidos (P) (extraidos ou com extragdo indicada) e
obturados (O) em um grupo de individuos. A letra “D” adicionada ao final
significa “dente” para diferenciar de outros indices existentes, como por
exemplo, aquele que estuda as superficies dentarias (S) (CPOS). Os
resultados obtidos através dessa avaliacdo sdo apresentados considerando-se

o total de dentes CPO segundo seus componentes e ndo dente por dente como
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nos levantamentos epidemioldgicos locais tradicionais (OMS, 1997). Neste
estudo foi considerado dente cariado aquele elemento que apresentou
evidéncias clinicas de descalcificacdo, existindo uma cavidade definida com
descoloragdo ou opacidade ao longo das margens em quaisquer faces
(vestibular, lingual, palatina, mesial, distal ou oclusal). Dentes com manchas
brancas (fase inicial do processo de descalcificagdo do esmalte) ndo cavitadas
e fissuras/cicatriculas pigmentadas nédo foram considerados como cariados.
Dentes restaurados que apresentaram infiltragdes ou outros pontos cavitados
também foram considerados como dentes cariados. Foram considerados
dentes obturados aqueles que apresentaram um material restaurador
reconstituindo-os, ndo apresentando infiltragées nem fraturas ou qualquer outra
alteragdo que pudesse ser sugestiva da presenga de carie. As auséncias de
dentes no arco foram avaliadas como dentes perdidos, assim como os restos
radiculares (presenga somente da raiz dentaria). Em caso de duvidas sobre a
auséncia do dente, foi questionado ao paciente o motivo da extracédo e,
também, avaliou-se a presenga do dente homadlogo.

Nenhum dos pacientes inseridos foi submetido a preparo bucal pré TMO
como protocolo de adequagao do meio bucal e remocéo de focos de infecgao e

agentes locais.

4.4 Avaliacdo da mucosite oral — escala Organizacdo Mundial da Saude
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A mucosite foi avaliada baseada na escala da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) que avalia a presenca de ulceragcdo e pseudomembrana bem
como a capacidade dos individuos de deglutir alimentos sélidos e liquidos
(Tabela 4.4). Os pacientes foram avaliados durante o periodo de internagao
para o transplante, comegando no primeiro dia do regime de condicionamento
e continuando até o D+30 pds-transplante. Sabendo-se que a mucosite oral
apresenta pico de incidéncia entre os dias +7 e +11 e resolugao ao redor dos
dias +18 ao +21 poés-transplante foram feitas avaliagdes clinicas para se avaliar
a incidéncia nestes periodos. Com o intuito de se facilitar a coleta e analise dos
dados convencionou-se dividir os dias de avaliagdo pos transplante em 5
periodos, sendo:

a) dos dias +1 a +5;

b) dos dias +6 ao +10;
c) dos dias +11 ao +15;
d) dos dias +16 ao +21;

e) dos dias 21 ao +30.

Tabela 4.4 - Graduagao da mucosite baseada nos critérios da Organizagdo Mundial da Saude
(1979)

Grau Aparéncia Clinica

0 Sem alteracdes

1 Eritema, dor

2 Eritema, ulceragdes, alimentacdo com sélidos

3 Ulceragbes grande, por vezes coalescentes, somente dieta liquida

4 Ulceragdes grandes com impossibilidade de alimentagao
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4.5 Dosagem de acido félico pré TMO

Foram realizadas segundo normas do Laboratério Central do Instituto
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. O sangue
foi coletado em tubo seco e mantido em temperatura ambiente para posterior
envio ao laboratério. Os exames foram feitos pelo método da
eletroquimioluminescéncia e considerados como valores de referencia aqueles
situados entre 3 a 17 ng/ml. Os valores entre os referenciais de normalidade
foram considerados normais e aqueles valores fora destes referenciais foram

considerados anormais para o parametro.

4.6 Dosagem de metotrexate sérico

Foram realizadas segundo normas do Laboratério Central do Instituto
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. Foi
realizado através de um exame bioquimico para analise do pico de
concentracao apos a administracao da droga. O sangue foi coletado no dia+12,
até 10 horas apos administracdo do metotrexate, em tubo com EDTA a 7% e
mantido em temperatura ambiente e protegido da luz até a entrega no
laboratério. O método utilizado foi por ImunoFluorescéncia polarizada por
imunensaio de ligacdo competitiva por reagdo a um antigeno marcado

(fluorescente) e o antigeno do paciente competem pelos sitios de ligacdo de
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um anticorpo. O antigeno fluorescente ligado a uma molécula grande de
anticorpo nao se encontra livre e, desta maneira, retém a polarizacado da luz de
excitagao. Quando a reagao competitiva entrou em equilibrio com uma amostra
de paciente que contém baixa concentragdo de antigeno, a concentragdo de
antigeno fluorescente ligado ao anticorpo foi alta, sendo também alta, a
polarizacdo. Se a amostra do paciente apresentou alta concentracdo de
antigeno, houve baixa concentracdo de antigeno fluorescente ligado e a
polarizacao foi baixa. A relacdo precisa entre polarizacdo e concentragao, de
uma droga, foi estabelecida medindo-se os valores de polarizacdo de
calibradores com valores de concentragdo conhecidos. Os valores de
referéncia foram considerados como: concentragdes toxicas para os valores

>0.02 umol/L.

4.7 Coletas do sangue e purificacdo do material genético

As amostras de sangue periférico foram coletadas no Servico de
Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo — S&o Paulo/SP pela equipe de
Enfermagem do Servigo, e através de cateter venoso central implantado nos
pacientes desde o periodo pré-transplante. As amostras foram conservadas em
geladeira, por até 15 dias e, posteriormente, processadas no laboratério de
Patologia Molecular da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao

Paulo. Foi utilizado método de purificacdo a base de coluna de silica (DNA
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QlAamp tech, Quiagen®) cujo mecanismo de acao é a ligacdo especifica do
DNA a uma membrana e a passagem dos contaminantes por ela. Sob
condicdes salinas e de pH ajustados do lisado, e com a ligagdo do material
genético a membrana de silica, as proteinas e outros contaminantes que
interfeririam na reacdo de PCR nao ficam retidos. Ao contrario, o DNA contido
no lisado com as solugcbes tampao apresentam afinidade ibnica com a
membrana e consequentemente permite uma ligagcdo estavel. Portanto, os
inibidores da reacdao de PCR, tais como cations bivalentes e proteinas, sao
completamente removidos apds as duas eluicbes com solugdo tampéo,
seguidas por centrifugagdes. A Figura 4.1 representa esquematicamente as
fases de ligagdo do DNA a membrana de silica e posterior lavagens para

remogao dos contaminantes.

Il
|

Lise Ligagdo com
membrana
de silica

Eluicdo DNA

Figura 4.1 - Representacéo da técnica de purificacdo do material genético (QlAamp DNA Mini
and Blood Handbook, Qiagen)

O protocolo para purificagdo do material genético foi realizado a
temperatura ambiente seguindo as recomendacgdes do fabricante:
1. Etapa de lise dos leucécitos: colocacao de protease seguida de 200ul de
amostra de sangue e finalizando com 200ul do tampao de lise;
2. Ativacdo da protease para iniciar quebra das proteinas: incubacido do

produto do item 1 em banho maria a 56°C durante 10 minutos;
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3. Passagem do produto para as colunas contendo a membrana de silica,
fornecidas pelo fabricante;

4. Centrifugagcao com velocidade de 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 minuto
para redugao da contaminacéo existente;

5. Adicao de 500ul do primeiro tampao de lavagem e centrifugagdo com
velocidade de 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 minuto;

6. Adicdo de 500ul do segundo tampao de lavagem e centrifugagdo com
velocidade de 20.000 x g (14.000rpm) por 3 minutos;

7. Adicao de 200ul do tampéao de eluigao e centrifugagdo com velocidade
de 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 minuto. Este passo tem por objetivo

realizar a passagem do DNA pela membrana para posterior estocagem.

4.8 Reacdo da Polimerase em Cadeira (PCR) para determinacdo dos

polimorfismos

Apds o0 material genético das amostras serem extraidos, foram
conservados em freezer -20°C para posterior genotipagem. As amostras foram
submetidas a reagao da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real, onde a
determinagcdo dos polimorfismos foi dada pela Curva de Melting de alta
resolugdo (HRM - high resolution melting) utilizando-se o equipamento
RotorGene 6000 (Corbett Research). Esta metodologia baseia-se na diferenca
de temperatura necessaria para dissociacdo da dupla fita de DNA, isto &, a

temperatura que se faz necessaria para dissociar a fita dupla em fita simples.
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Durante a reacdo, ha captacédo dos sinais fluorescentes com grande precisao
Optica e térmica que permite a leitura pelo aparelho. Dentre as formas
comerciais da fluorescéncia, para este estudo optou-se pelo EvaGreen (Fast
EvaGreen® Master Mix para gPCR e HRM; Biotium, Hayvard, CA). A reacao de
gPCR utilizada foi aquela preconizada pelo fabricante da fluorescéncia utilizada
e consistiu dos seguintes parametros: (1) 96°C por 2 minutos para ativagao da
enzima Taq polimerase seguidos por (2) 45 ciclos de repeticdo a 96°C por 5
segundos para desnaturagao inicial da dupla fita de DNA seguido por 60°C por
30 segundos para associagdo dos nucleotideos. Para analise da curva de
dissociagao (HRM) utilizou-se o seguinte parametro apés a amplificagdo por
gPCR: elevacao da temperatura de 65°C até 95°C elevando-se 0,1°C a cada 2
segundo. As reagdes foram realizadas numa concentracdo de 125ng/ul de
amostra de DNA, 1ul de cada iniciador (senso e anti-senso) a 10nM e 10ul da
fluorescéncia EvaGreen. Os iniciadores foram desenhados e sintetizados de
acordo com os dados do GeneBank, sendo o iniciador senso: 5'
CTTTGAGGCTGACCTGAAGC 3' e 0 anti-senso: 5'

GAAAAGCTGCGTGATGATGA 3.
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4.9 Andlise Estatistica

A avaliagao da influéncia do grupo de estudo versus grupo controle, e dos
gendtipos da enzima MTHFR sobre as avaliagdes temporais de mucosite foi
feita através do ajuste de Modelos Lineares Generalizados para Medidas
Repetidas. A estatistica de Wilk’'s foi empregada para a analise multivariada. A
comparagao das médias observadas de acido félico nos grupos foi feita usando
a técnica de Analise de Variancia — ANOVA, com a estatistica F - Fischer.
Intervalos simultaneos de confianga foram ajustados com base no Método de
Bonferroni para comparacdes multiplas. O coeficiente de confianga adotado foi
de 95%. Curvas de vida foram construidas para aplicagdo da Metodologia de
Kaplan- Meier visando obter a sobrevida para os grupos de estudo e grupo
controle. O teste comparativo foi feito usando a estatistica de Breslow. O nivel
de significancia adotado em todos os testes foi de 5%. O nivel descritivo p foi
calculado e apresentado em todos os testes. O Equilibrio de Hardy-Weinberg
foi avaliado para ambos os grupos e em ambos pode ser aceito (grupo controle

p=1,0; grupo de estudo p=0,179).
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5 RESULTADOS

Foram inseridos no estudo, 97 pacientes portadores de doengas onco-
hematoldgicas, candidatos ao transplante de medula éssea (35 pacientes do
grupo de estudo e 62 pacientes do grupo controle). A mediana de idade dos
pacientes foi de 41,5 anos (18-65). Destes, 54 (56,7%) sdo do género
masculino e 43 (43,3%) sdo do género feminino. As doengas de base dos
pacientes foram: 26 (26%) pacientes com mieloma multiplo, 22 (23%) com
leucemia mieldide aguda, 12 (14%) com linfoma ndo Hodgkin, 12 (12%) com
doenga de Hodgkin, 9 (9%) portadores de outras doengas (carcinoma de
testiculo, leucemia linfoide aguda, leucemia mielomonocitica crénica,
mielofibrose), 7 (7%) portadores de sindrome mielodisplasica, 5 (5%)
portadores de anemia aplastica grave e 4 (4%) pacientes com leucemia
mielbide crénica. Os dados demograficos dos pacientes bem como as doengas

de base estao representados na Tabela 5.1 e no Grafico 5.1.



Tabela 1.1- . Caracteristicas clinicas dos pacientes inseridos no estudo.
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Numero de pacientes 97
Masculino 54 (56,7%)
Feminino 43 (43,3%)

Mediana de Idade (range):

41,5 anos (18-65)

Doencga de base:

Anemia Aplastica Grave 5
Doenca de Hodgkin 12
Leucemia Mieldide Aguda 22
Leucemia Mieloide Cronica 4
Linfoma n&o Hodgkin 12
Mieloma Multiplo 26
Sindrome Mielodisplasica
Outras doencgas 9
Tipos de Transplante
Alogénico 35
Autologo 62

Grafico 5.1- Distribuicdo das doengas de base (nimero absoluto) (LMA: leucemia mieldide
aguda; LNH: linfoma ndo Hodgkin; DH: doenga de Hodgkin; Outras: carcinoma de

testiculo, leucemia

aguda, leucemia mielomonocitica

cronica,

mielofibrose; SMD: sindrome mielodisplasica; AAG: anemia aplastica grave; LMC:
leucemia mieldide aguda; MM: mieloma multiplo
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5.1 Avaliacdo da Mucosite - Escala OMS

A mucosite foi avaliada baseada na escala da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) que avalia a presenca de ulceragdo e pseudomembrana e,
também, a capacidade dos individuos de deglutir alimentos sdélidos e liquidos.
De acordo com os dados obtidos das 5 mensuragdes da mucosite, a média da
incidéncia nos pacientes submetidos ao transplante alogénico foi de: 0,9 (entre
os dias +1 e +5); 1,7 (entre os dias +6 e +10); 1,8 (entre os dias +11 e +15);
1,2 (entre os dias +16 e +20) e 0,3 (entre os dias +21 e +30). Para os pacientes
submetidos ao transplante autélogo, a média da incidéncia da mucosite foi de
1,0 (entre os dias +1 e +5); 1,0 (entre os dias +6 e +10); 1,0 (entre os dias +11
e +15); 0,0 (entre os dias +16 e +20) e 0,0 (entre os dias +21 e +30). Notou-se
uma discreta tendéncia a menor gravidade e menor tempo de duragao nos
pacientes submetidos ao transplante autoélogo.

A Figura 5.1 ilustra dois casos de mucosite no D+9 pés transplante
autélogo (mucosite grau Il — OMS) e no D+13 pds transplante alogénico

(mucosite grau IV - OMS).
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Figura 5.1: Apresentacao clinica da mucosite: A e B: paciente no D+9 pds transplante autélogo
(mucosite grau Il — OMS); C e D: paciente no D+13 pos transplante alogénico
(mucosite grau IV - OMS)

As médias de incidéncia da mucosite mostraram-se semelhante aos
dados encontrados na literatura, com pico entre os dias +6 ao +15 (Gréfico
5.2). As avaliagdes distinguindo os grupos de estudo e controle mostrou
diferencas estatisticamente significantes (P<0.001), onde foi notada maior

incidéncia nos pacientes submetidos ao transplante alogénico (Grafico 5.3).
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Grafico 5.2 - Evolugao global da mucosite pos-transplante nos periodos de avaliagéo
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Grafico 5.3 - Evolugdo da mucosite pds-transplante separadas por tipo de transplante, nos
periodos de avaliagéo

A incidéncia da mucosite apresentou comportamento diferenciado durante
os periodos de avaliagéo, sendo que a incidéncia global bem como a incidéncia
encontrada nos periodos de avaliacdo foi maior nos pacientes submetidos ao
transplante alogénico (p<0,001), salientando que houve grande variagdo na

incidéncia.

5.2 Dosagem de acido fdlico pré TMO

Os niveis de acido félico foram dosados a partir do soro nos pacientes
inseridos na pesquisa antes do inicio do regime de condicionamento. A
mediana dos niveis de acido folico nos pacientes inseridos foi de 9,8ng/mi
(variagao: 0,0ng/ml — 80,9ng/ml). Os valores de referéncia adotados para as

dosagens de acido folico foram 3 - 17 ng/ml. O Grafico 5.4 representa a relacao
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dos niveis de acido folico com a incidéncia da mucosite nos grupos de estudo e

controle.

Escore Médios de Mucosite segundo Acido Folico
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Grafico 5.4 - Representagao da incidéncia da mucosite nos grupos de estudo e controle de
acordo com os niveis de acido félico obtidos previamente ao transplante

Embora nao tenha ocorrido uma diferenga estatisticamente significante na

relacdo dos niveis de acido félico entre os pacientes de ambos os grupos, a

incidéncia da mucosite foi maior nos pacientes do grupo de estudo com niveis

séricos de acido folico fora dos limites de normalidade.

5.3 Dosagem de Metotrexate pés TMO

A profilaxia da doenca do enxerto contra o hospedeiro foi realizada,

segundo protocolo Institucional, nos D+1, D+3, D+6 e D+11 pds-transplante.

Baseados nestes dados e na metabolizagcdo da droga, os niveis de metotrexate
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foram dosados no D+12 pds TMO. Dos 35 pacientes submetidos ao transplante
alogénico inseridos no estudo, as dosagens de metotrexate sérico obtidas
foram <0,02umol/L exceto em: 1 paciente em que foi indetectavel; 1 paciente
apresentou 0,03umol/L e 1 que foi a ébito antes do D+12.

Mesmo ndo havendo método de comparacdo dos niveis séricos de
metotrexate em decorréncia dos valores obtidos serem idénticos ou muito
semelhantes, a maior incidéncia de mucosite neste grupo de pacientes foi

francamente observada.

5.4 Resultados da avaliacéo clinica odontoldgica Pré-TCPH

indice Gengival (IG): A mediana do indice gengival encontrada foi de
0,42 (variagao: 0,0 a 1,90).

indice de Placa (IP): A mediana do indice de placa encontrada foi de
0,42 (variagao: 0,0 a 1,67).

indice CPOD: O indice CPOD mostrou uma mediana de 15,5 (variacdo O-
32), considerado como um valor alto pela Organizacao Mundial da Saude,

porém valor este encontrado nas populagdes dos paises em desenvolvimento.

Para a avaliagdo dos indices de saude bucal e sua possivel relagdo com
a incidéncia da mucosite foram considerados os 3 indices isoladamente e,
também, o possivel efeito sinérgico entre eles. Somente foi significante para

explicar a incidéncia da mucosite o indice gengival (p=0.04). Porém quando
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analisada a relacdo entre os indices de saude bucal no periodo de maior
incidéncia da mucosite (dia+9 ao dia+15), os indices de placa (p=0.04) e
gengival (p=0.01) apresentaram relagao significativa com a mucosite. O indice
CPOD em nenhuma das andlises apresentou relagcdo com a incidéncia da
mucosite. Estas informagdes estdo representadas no Grafico 5.5, onde é
notada a relagdo de maior indices de placa e gengival com a ocorréncia de

mucosite graus 3 e 4.

indice Bucal Médio em fungéo do escore de Mucosite

IPelG
CPOD

2 3 4
Escore OMS

==lP =G === CPOD

Grafico 5.5 - Representagao dos indices de saude bucal e a relagdo com a mucosite

5.5 Anélise dos polimorfismos C677T e a relagdo com a mucosite

Na populagdo estudada (n=97) foram encontrados 47 pacientes do

gendtipo selvagem da enzima MTHFR (CC); 38 pacientes heterozigotos para o
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alelo T (CT) e 12 pacientes homozigotos mutantes (TT). Esta frequéncia esta

similar com os dados obtidos na populagao brasileira (ARRUDA et al., 1998 ). A

Tabela 5.2 representa a ocorréncia dos genoétipos na populagao e a Tabela 5.3

e o Gréfico 5.6 representam a frequéncia dos gendtipos por grupo de estudo.

Tabela 5.2 -. Freqliéncia dos polimorfismos na populagao estudada

Populagéo
(n=97) (%)
CC 47 48,4%
CT 38 39,2%
1T 12 12,4%

Tabela 5.3 - Freqiéncia dos polimorfismos na populagédo estudada, por grupo de pacientes

35

30

25

20

15

10

(p=NS)
Grupo de Estudo Grupo Controle
(n=35) (n=62)
CcC 18 (51,4%) 29 (46,8%)
CT 11 (31,5%) 27 (43,5%)
TT 6 (17,1%) 6 (9,7%)

29

27

CcC cT

B Grupo de Estudo

B Grupo Controle

Grafico 5.6 - Representagdo do numero de gendtipos encontrados por grupo de pacientes
(eixo Y: numero absoluto de pacientes)
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O Grafico 5.7 representa a relagao entre os gendtipos da enzima MTHFR
e a incidéncia global da mucosite em ambos os grupos de estudo. Nao houve
relacdo estatisticamente significante entre estes gendtipos e a incidéncia da
mucosite.

Escores de Mucosite segundo o Gendtipo MTHFR
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Grafico 5.7 - Incidéncia global da mucosite dividida pelo genétipo MTHFR, em ambos os
grupos

Nao foi observada relagdo estatisticamente significante quando
comparado os genotipos da enzima MTHFR com a incidéncia da mucosite
(p=NS). De acordo com os dados a mucosite apresentou um pico de incidéncia
por volta do dia+10 pds-transplante com reducido por volta do dia+20 com
queda significativa perto do dia+30. Quando comparados os 3 gendtipos com
esta incidéncia da mucosite, foi observado um comportamento similar entre

eles, tanto para o grupo controle quanto para o grupo de estudo (Grafico 5.8).
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Grafico 5.8 - Representacdo da relagdo dos genodtipos da enzima MTHFR e a incidéncia da

mucosite

Com o objetivo de avaliar a atividade residual da enzima para os

individuos portadores do gendtipo TT, comparou-se os gendtipos CC+CT
versus TT. N&o foi vista relagdo significativa entre a ocorréncia da mucosite

(escores: CC+CT=0.98; TT=0.72) (Grafico 5.9).
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da mucosite
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Uma limitagdo desta analise foi o numero de pacientes portadores do
gendtipo TT, sendo necessario um aumento da casuistica para poder confirmar
esta hipotese.

A avaliagdo complementar da enzima MTHFR no metabolismo do acido
félico foi analisada para buscar relagcdo com a atividade. Quando comparado o
nivel de acido folico com os gendtipos da enzima MTHFR nao se encontrou
relacdo entre eles, bem como quando analisada a atividade residual (CC+CT
versus TT) da enzima nos niveis de acido folico (p=0.56). Pode-se inferir que a
atividade da enzima nao influenciou o metabolismo do acido félico. Embora o
nivel de metotrexate ndo possa ser avaliado devido a assumirem o0 mesmo
valor pés metabolizacdo, € sabido que ele este € um agente responsavel pela
ocorréncia da mucosite. Portanto, podemos assumir que a maior incidéncia da
mucosite no grupo de estudo € causada pela administragdo do metotrexate. A

Figura 14 mostra a incidéncia global de mucosite divididos pelos gendtipos.

5.6 Implicacdes clinicas da mucosite oral

A incidéncia da mucosite oral teve grande influéncia na sobrevida dos
pacientes avaliados. A analise da sobrevida foi feita pelo método de Kaplan e
Meier e o produto analisado pelo “log-rank sum test”. A sobrevida global foi
estatisticamente diferente quando comparado os grupos de estudo e o grupo
controle (p<0.0001). De acordo com a incidéncia de mucosite, graus 1-2 e 3-4,

0s pacientes que apresentaram mucosite grave (graus 3 — 4) apresentaram
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menor sobrevida comparados com aqueles com mucosite leve (graus 1 — 2)

(Graficos 5.10 € 5.11).
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Grafico 5.11 - Sobrevida dos pacientes estudados de acordo com o grau da mucosite, a
porcentagem de sobrevida (em dias pés-transplante)

A ocorréncia da quebra da barreira mucosa pode ser responsavel pela

entrada de microorganismos da flora bacteriana da cavidade oral para a

corrente sanguinea. Este processo pode ser responsavel pelo aumento do
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numero de infecgdes e ocorréncia de febre nos pacientes. Quando analisamos
a incidéncia da mucosite no periodo do nadir da neutropenia, de acordo com o
tipo de transplante, observou-se que o transplante alogénico apresentou maior

incidéncia (p<0.0001) (Grafico 5.12).
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Grafico 5.12 - Incidéncia da mucosite no nadir de acordo com o tipo de transplante
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6 DISCUSSAO

Este € um estudo prospectivo do tipo caso-controle cujo objetivo
principal foi identificacdo de uma possivel relagdo entre o polimorfismo da
enzima metilenotetrahidrofolato redutase na incidéncia da mucosite oral. Na
literatura ha uma caréncia de estudos prospectivos e caso-controle que
corroborem com a relagdo dos polimorfismos da enzima MTHFR com a
incidéncia da mucosite oral. Ha controvérsia em relagao a este assunto, onde
alguns autores referem que ha uma relagdo (ROBIEN et al., 2004) e outros néo
a encontraram (RUIZ-ARGUELLES et al., 2007). A caréncia na literatura de
estudos prospectivos e estudando um grupo que fez uso de metotrexate
juntamente com um grupo que néo utilizou esta droga, nos faz acreditar que os
resultados aqui obtidos possam auxiliar no entendimento da fisiopatologia da
mucosite.

Sabemos que a mucosite € a complicagdo mais comum dos regimes de
tratamento do cancer e é considerada uma condi¢cao grave, principalmente
para os pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea (SONIS et al.,
2001). O transplante é precedido por um regime de condicionamento no qual
sdo empregadas altas doses de quimioterapia (associada ou ndo a
radioterapia) que tem como fungdo combater a doenca de base, causar
mieloablagao e, ao mesmo tempo, um grau de imunossupressao permitindo a
enxertia das células transplantadas. A pratica clinica com enfoque nos
pacientes oncolégicos e submetidos ao transplante de células tronco

hematopoéticas proporciona o convivio e nos faz presenciar as complicacées
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produzidas por estas modalidades de tratamento. Nos pacientes submetidos ao
TCTH a mucosite oral pode necessitar de analgésicos narcéticos para controle
da dor e, quando a ingestao oral estda comprometida, ha a necessidade de
nutricdo parenteral total ou prolongada. Devido a neutropenia causada pelo
regime de condicionamento associada a quebra da barreira mucosa, a
mucosite oral pode predispor o individuo a infecgao sistémica e até obito
(SONIS et al., 2001; BELLM et al., 2000; RUESCHER et al., 1998). O unico
dado que pudemos observar neste estudo em relacdo a sobrevida dos
pacientes foi que naqueles que houve a presenca de lesbes graves de
mucosite, a sobrevida foi menor do que nos demais (P<0.0001). N&o fez parte
desta metodologia a busca detalhada das fontes de infec¢ées nem se o 6bito
foi decorrente de infeccdo, porém os pacientes com lesbes maiores de
mucosite apresentaram maior quantidade de dias de febre (dado néo
mostrado). Isto foi um achado clinico que pode ser observado durante a
conducgao deste estudo.

A compreenséo da fisiopatologia da mucosite oral, bem como os fatores
preditivos permite a acdo do profissional com medidas especificas para
prevencao e/ou terapéutica, proporcionando maior efetividade no tratamento
destas alteracdes (SONIS et al., 2001).

O diagndstico clinico precoce da mucosite é complexo, pois €
multifatorial e por apresentar diversas apresentacdes clinicas desde eritema de
graus variados até ulceragdes (principalmente nas areas de mucosa livre como
o freio lingual, lingua, mucosa labial e jugal, pilares amidalianos e assoalho da
boca). Durante a coleta dos dados na execucdo deste estudo pudemos

observar que o0s pacientes apresentavam graus variados de mucosite e,
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clinicamente, notamos a presenca de ulceragodes, eritema, leucoedema e, em
alguns casos, dificuldade para deglutir. Esta dificuldade maior nos reflexos
fisiologicos de degluticdo que, algumas vezes estavam associados com a dor,
foi observada com maior intensidade nos pacientes submetidos ao transplante
alogénico.

O conhecimento da fisiopatologia da mucosite e as suas fases de
desenvolvimento permitem melhor atuacdo profissional com medidas
especificas de prevengao e terapéutica em cada uma das fases (SONIS et AL.,
2004).

Alguns estudos tém avaliado a incidéncia da mucosite oral de acordo
com o tipo de transplante, regime de condicionamento e outros fatores
associados. Um dos aspectos € a rotina de cuidados bucais prévios ao
transplante. Alguns autores dizem que nado € significante na incidéncia da
mucosite oral (Ohbayashi et al., 2008). Segundo Borowski et al (1994) o
preparo bucal antes do inicio do regime de condicionamento tem por objetivo
reduzir os indices de complicagcdes bucais e sistémicas durante o periodo de
imunossupressao. Neste estudo, nenhum dos pacientes inseridos recebeu
cuidados bucais prévios como rotina e a incidéncia da mucosite foi bastante
variavel na amostra. Em um estudo prévio realizado por nosso grupo pudemos
observar que os cuidados odontologicos prévios ao transplante ndo esta
relacionado com menor incidéncia da mucosite, porém, relaciona-se com
menor tempo de duragdo do processo (SANTOS et al., submetido). Embora
nossos pacientes tenham apresentado os indices de placa e gengival muito
semelhantes, e o indice CPOD considerado alto pela Organizagdo Mundial da

Saude, os resultados da incidéncia da mucosite mostraram leve tendéncia a
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serem maiores quanto maiores os indices de saude oral IP e IG. O indice
CPOD, nesta coorte, nao foi significativo para explicar a incidéncia da
mucosite.

O tempo de duracdo da mucosite neste estudo foi semelhante, sendo
maior no transplante alogénico do que no transplante autélogo. O tipo do
regime de condicionamento é outro fator importante no desenvolvimento da
mucosite. Aqueles regimes onde sao utilizados altas doses de melfalano
associados com ciclofosfamida ou bussulfano apresentam menor incidéncia de
mucosite quando comparado com os regimes de condicionamento contendo
carmustina . Na nossa amostra, a grande maioria dos pacientes foi
condicionada com busulfano associado a melfalano ou busulfano associado a
ciclofosfamida enquanto 24 pacientes foram condicionados com regime
contento carmustina. Neste grupo de pacientes que utilizaram regimes a base
de carmustina pudemos observar, clinicamente, uma incidéncia significante de
mucosite, porém com menor periodo de duragao (dado n&do mostrado). Embora
nao tenhamos visto diferenca estatistica, clinicamente € um fator importante a
se considerar na pratica clinica. O tipo de transplante também foi um fator de
significancia estatistica no desenvolvimento da mucosite, sendo que os
pacientes submetidos ao transplante alogénico apresentaram maior gravidade
€ maior tempo de duracdo da mucosite.

Segundo dados de um trabalho conduzido por Sonis et al. (2001), a
maior ocorréncia de mucosite nos pacientes submetidos ao transplante
alogénico pode ser atribuida, em parte, a administragdo do metotrexate como
profilaxia da doenga do enxerto contra o hospedeiro. Este dado foi observado

neste estudo, pois os pacientes submetidos ao transplante alogénico
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apresentaram maior gravidade e maior tempo de duragdo da mucosite. Porém,
a relagcado entre a metabolizacdo do metotrexate € controversa na literatura
onde alguns autores relacionam o metabolismo do metotrexate com a
gravidade da mucosite oral (ROBIEN et al.,, 2004; ROBIEN et al., 2001), e
outros autores nao colocam este fator como preponderante na toxicidade e
desenvolvimento da mucosite (RUIZ-ARGUILLES et al., 2007).

ROCHA et al. (2009) estudaram a metabolizacdo de diferentes
quimioterapicos, e sua associacdo com a toxicidade e o desenvolvimento da
doenca do enxerto contra o hospedeiro, nos pacientes submetidos ao
transplante de medula éssea. O polimorfismo C677T foi avaliado e apresentado
como fator preditivo para a ocorréncia da doenca do enxerto contra o
hospedeiro e ndo para a mucosite. Para os autores, a toxicidade e,
consequentemente, a mucosite foi relacionada com as enzimas da familia do
citocromo P450 (ROCHA et al., 2009). Nesse estudo, pudemos observar que a
ocorréncia da mucosite nos pacientes ndo foi relacionada com os
polimorfismos da enzima MTHFR.

Ha evidéncias da menor producédo de co-fatores do acido félico com o
polimorfismo C677T da enzima MTHFR, devido a redug¢do na producédo do 5-
metiltetrahidrofolato pela enzima (BAGLEY; SELHUB, 1998). Alguns relatos
referem que a concentracdo plasmatica de folato esta reduzida em individuos
portadores do gendtipo TT da enzima MTHFR (BRATTSTROM et al., 1998;
NELEN et al., 1998; JACQUES et al., 1996; VAN DER PUT et al., 1995). Estes
dados sdo semelhantes aqueles que encontramos e pudemos observar que 0s
pacientes do grupo de estudo que possuiam niveis séricos de acido folico

dentro dos limites da normalidade apresentaram menor incidéncia de mucosite.



66

Nos pacientes do grupo controle, esta relagdo € mais ténue. Nossos pacientes
apresentaram a mediana dos niveis de acido folico dentro dos limites da
normalidade. Neste estudo a relagcdo da atividade da enzima MTHFR com os
niveis de acido félico nao foram significantes. Procurando avaliar a relagao do
gendtipo TT tanto com os indices de acido folico quanto com a incidéncia da
mucosite, analisamos os gendtipos CC+CT versus TT, e ndo foi encontrada
relagao entre eles e os niveis do acido folico e a mucosite

Os niveis de acido folico pré-transplante pode ser um fator indicador da
incidéncia da mucosite nos pacientes submetidos ao transplante alogénico e
deve ser considerado na pratica clinica para possivel predicado da condi¢ao. A
ingestdo de folato na dieta é citada como responsaveis pela reducdo da
incidéncia da mucosite nos pacientes avaliados por RUIZ-ARGUILLES et al.
(2007). Como este estudo ndo objetivou avaliar a ingestdo de folato pelos
pacientes, pesquisas futuras envolvendo a dieta rica ou pobre em folato
deveriam ser conduzidas para melhor elucidacao, também, da relacéo do folato
ingerido com o metabolizado pela enzima MTHFR.

Os niveis do metotrexate ndo puderam ser avaliados em decorréncia da
uniformidade dos resultados, onde em todos os pacientes submetidos ao
transplante alogénico foi igual (<0,02), exceto em 2 pacientes que
apresentaram 0,03 e concentracdo nao quantificada. Esta uniformidade nos
valores pode ser atribuida a farmacocinética da medicagdao. Optamos por fazer
a coleta dos exames de dosagem de metotrexate sérico no D+12 (12 horas
apo6s a administragéo), por ser um tempo importante no ciclo de metabolizagéo
do farmaco. Como resultado deste estudo prospectivo caso-controle da relacéo

do polimorfismo C677T da enzima metilenotetrahidrofolato redutase sugerimos
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que pode nao haver uma relagao entre a ocorréncia deste com a mucosite.
Porém, o tamanho reduzido da amostra pode ter influenciado nesta analise.

A condicdo de saude bucal, embora nao significativa nesta coorte,
mostrou uma tendéncia a aumentar a incidéncia da mucosite. Os indices de
placa e gengival foram fatores que podem estar relacionados com a incidéncia
da mucosite oral e, portanto, a avaliacdo e cuidados bucais antes do
transplante poderia reduzir a mucosite. Sobremaneira, € importante, também,
salientar a relagdo da quebra da barreira mucosa com transporte de
microorganismos da flora bucal para a corrente sanguinea e possivel infec¢ao
nestes pacientes imunocomprometidos. Portanto, a presenga de um cirurgido
dentista na equipe multiprofissional é de grande importancia para que uma
adequada conduta clinica seja adotada e assim reduzir esta incidéncia. Este
dado é corroborado por outro trabalho do nosso grupo que mostrou que os
cuidados bucais pré-transplante reduziram o tempo de duracdo da mucosite
nos pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea.

Embora a relacdo do polimorfismo C677T n&o tenha demonstrado
influéncia no desenvolvimento da mucosite oral, novos estudos devem ser
conduzidos, com numero maior de pacientes, para tentar elucidar esta relacio.
Além do polimorfismo C677T associado com menor atividade da enzima
MTHFR, WIESBERG et al. (1998) descreveram o polimorfismo A1298C como
coadjuvante neste efeito. Este polimorfismo A1298C da enzima MTHFR
provocaria uma alteragcdo adicional no gene, levando assim a uma alteragao
conformacional mais importante na estrutura da enzima, e afetando de forma
mais efetiva a sua atividade. Uma analise simultdnea de ambos os

polimorfismos, associados com a ingestdo e metabolizagdo do acido félico
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poderia ser util na explicacdo do desenvolvimento da mucosite. Estudos

adicionais ja estdo sendo conduzidos nesse sentido.
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7 CONCLUSOES
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A mucosite apresentou comportamento diferenciado nos periodos de
avaliagcao, sendo maior a incidéncia no grupo que fez uso do metotrexate;

O comportamento da mucosite foi similar para os 3 gendétipos, sendo que os
escores foram relativamente maiores no grupo de estudo (nos pacientes
que fizeram uso de metotrexate);

Os niveis de acido folico nao foram influenciados pelos genétipos, nem pela
atividade residual da enzima MTHFR, e, também, sem relacdo com a
mucosite;

Em relacdo aos indices de saude bucal somente o indice gengival
apresentou relagdo com a incidéncia da mucosite;

Quando analisada a incidéncia da mucosite no periodo de nadir (maior
neutropenia), os indices de placa e gengival tiveram relagao positiva com a
incidéncia;

A sobrevida dos pacientes foi influenciada pela ocorréncia de mucosite

grave, porém nao o foi pelos gendtipos da enzima MTHFR.
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Abstract: Oral mucositis remains as a painful condition with potentially life-
threatening sequelae leading to an adverse impact on the quality of life of
patients. This disease is frequently associated with allogeneic bone marrow
transplantation. Also, mucositis is related to an increased risk of systemic
infections, mainly after HSCT, escalating the cost with drugs, hospitalization
and the risk of dead by sepsis. Recently, single nucleotide polymorphisms in
genes that codify enzymes metabolizing chemotherapeutic drugs were related
to increase the incidence and severity of oral mucositis. Few papers in the
literature have described the genetic risk of oral mucositis development and
relating to the variable response to the toxicity of chemotherapeutic drugs. The
focus of this article is to examine the current literature relative to the role of

genetic mutations resulting in deficiencies of metabolism of specific
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chemotherapeutic drugs, particularly methotrexate. Furthermore, specific
approaches to prevent or minimizes oral mucositis remains a challenge to
clinicians, what encourages researchers to investigate its molecular
mechanisms and clinicians to contribute to its management. Since new
concepts of oral mucositis development has been published, it is important for
clinicians and researchers to be aware that individual changes in metabolizing

drugs are closely related to mucositis development and severity.

Abstract

Oral mucositis remains as a painful condition with potentially life-
threateningsequelae leading to an adverse impact on the quality of life of
patients. This disease is frequently associated with allogeneic bone marrow
transplantation. Also, mucositis is related to an increased risk of systemic
infections, mainly after HSCT, escalating the cost with drugs, hospitalization
and the risk of dead by sepsis. Recently, single nucleotide polymorphisms in
genes that codify enzymes metabolizing chemotherapeutic drugs were related
to increase the incidence and severity of oral mucositis. Few papers in the
literature have described the genetic risk of oral mucositis development and
relating to the variable response to the toxicity of chemotherapeutic drugs. The
focus of this article is to examine the current literature relative to the role of
genetic mutations resulting in deficiencies of metabolism of specific
chemotherapeutic drugs, particularly methotrexate. Furthermore, specific
approaches to prevent or minimizes oral mucositis remains a challenge to
clinicians, what encourages researchers to investigate its molecular

mechanisms and clinicians to contribute to its management. Since new
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concepts of oral mucositis development has been published, it is important for
clinicians and researchers to be aware that

individual changes in metabolizing drugs are closely related to mucositis
development and severity.

Keywords:

mucositis, drug therapy, single nucleotide polymorphism, bone marrow

transplantation

1. Introduction

Oral mucositis is a painful condition with potentially life-threatening sequelae,
often develops in association with allogeneic bone marrow transplantation. This
condition has an adverse impact on the quality of life of patients undergoing
marrow transplantation therapy. The severe pain often necessitates the use of
systemic opioid analgesics and the patients with severe mucositis have great
difficulty in swallowing and may need parentheral nutritional support1. Recently,
mutations in genes that codify enzymes metabolizing chemotherapeutic drugs
were related in promoting an increase in the incidence and severity of oral
mucositis. Thus, the focus of this article is to examine the current literature
relative to the role of genetic mutations resulting in deficiencies of metabolism of
specific chemotherapeutic drugs, particularly methotrexate. Since new concepts
of oral mucositis development has been published, it is important for clinicians
and researchers to know that individual changes in metabolizing drugs are
closely related to mucositis development and severity.

2. Epidemiology
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Oral mucositis can affect up to 100% of patients undergoing high-dose
chemotherapy and hematopoietic stem cell transplantation, around 80% of
patients with malignancies of the head and neck receiving radiation therapy,
and a wide range of patients receiving different chemotherapic drugs?.

3. Pathogenesis

Oral mucositis is characterized by a toxic reaction that affects the entire
gastrointestinal tract as a result of exposure to chemotherapy agents and/or
ionizing radiation’-3. In the mouth, mitosis of basal cells is affected and the
epithelium suffers, becomes atrophic and ulcerated, exposing the subjacent
connective tissue. The consequence is intense pain, secondary infection, and
difficulty in feeding and speaking. Such symptoms may increase the risk of
morbidity and mortality among patients undergoing antineoplastic treatment’-?
and even leads to interruption of the treatment?.

The first hypothesis for mucositis development was proposed in 1998 by Sonis
and was based on animal and clinical data'. Mucositis was described as a four
interdependent phases process, consequence of a series of processes
mediated by cytokines, direct drug effects on epithelium, oral flora and bone
marrow status: inflammatory/vascular, epithelial, ulcerative/ bacteriological and
healing’. New hypothesis of mucositis, also developed by Sonis et al (2004), is
based on a five phase’s process: initiation, with generation of reactive oxygen
species by chemotherapeutic agents or radiation, upregulation and generation
of messenger signals, signaling and amplification of mucosal injury. This
hypothesis is also based mainly on the release of proinflamatory cytokines,
ulceration and healing®. At first, the pathobiology of mucositis was considered to

be limited to direct epithelial injury. Nowadays, mucositis is the culmination of a
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series of biologically complex and interactive events that occur in all tissues of
the mucosa®.

4. Scoring oral mucositis

The most used oral toxicities scale is based on World Health Organization and
measures anatomic, symptomatic, and functional components of oral mucositis.
Severity is graded from 0 (no mucositis) to 4 (alimentation not possible and the
patient needs total parenteral feeding)4. The Oral Mucositis Assessment Scale
(OMAS) provides an objective assessment based on score

of the degree of ulceration/ pseudomembrane (score, 0 to 3) and erythema
(score, 0 to 2) on the labial mucosa, right and left buccal mucosa, right and left
ventral and lateral tongue, floor of the mouth, soft palate/fauces, and hard
palate5. The OMAS has been shown to be highly reproducible between
observers, responsive over time, and to accurately record the elements
considered to be associated with mucositis. Other scale used score oral
mucositis is the National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-CTC)
that provides a rating of the severity of oral mucositis on a scale of 0 (none) to 4
(most severe)6.

5. Risk Factors

It is important that the pathobiology of mucositis is fully determined and clarified
so that treatment and management strategies can be developed. Efficacy and
toxicity of anticancer agents vary greatly among patients. These differences in
response to agents are attributable to the activities of drug metabolizing
enzymes and to alterations of target molecules in tumors cells. Polymorphisms
of the genes encoding these proteins are known to cause heterogeneity in drug

response7. Recently, two classes of drugs are under investigation,
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methotrexate and melphalan. Methotrexate is an anti-folate agent and largely
used in cancer chemotherapy as well as in graft-versus-host disease (GVHD)
prophylaxys following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT). Methotrexate is metabolized by 5,10 methilenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) that converts it into an active form. Melphalan is a
chemotherapy drug belonging to the class of nitrogen mustard alkylating agents
metabolized by gluthatione-S-transferase.

6. Methotrexate and methylenetetrahydrofolate reductase gene Methotrexate is
used in cancer therapy as an antagonist of folic acid. In HSCT patients,
methotrexate is used to GVHD prophylaxis in association to cyclosporine after
allogeneic HSCT8,9. Folate is required as donor methyl group to convert
homocystein to methionine as well as to nucleotide synthesis and it needed for
DNA synthesis and cell repair. Tissues with rapidly dividing cells (as
gastrointestinal tract cells) represents the usual site of toxicities10. MTHFR has
an important role in the metabolism of folate and methionine11. MTHFR
synthesizes 5-methyltetrahydrofolate, the primary circulatory form of folate,
which serves as a methyl donor for homocysteine remethylation to
methionine'?.

The enzyme MTHFR activity received more interest after the work published by
Kang (1993) associating a termolabile MTHFR variant with cardiovascular
disease followed by a study conducted by Frosst describing the C677T
polymorphisms in MTHFR genel13. Twenty nine other mutations
(misense/nonsense) are listed in the Human Gene Mutation Database at The
Institute of Medical Genetics in Cardiff (http://www.hgmd.cf.ac.uk) including

homocysteinuria14-18, methylenetetrahydrofolate reductase deficiency19-20,
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as well as, association with cardiovascular disease, association to additional
risk of neural tube defect and association with preeclampsia’?'. Nowadays, a
few papers have described the genetic risk of oral mucositis development and
relating to the variable response to the toxicity of chemotherapeutic drugs®2*.
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) affecting enzymes needed for
metabolism of chemotherapeutic agents, were identified as important prognostic
determinants of response to chemotherapy25 and individuals who express
different phenotypes can have increased risk of drugs toxicities®. Two common
SNPs of metilenetetrahidrofolate reductase (MTHFR - C677T and A1298C)
have been described as having opposite effects on cancer patients, reducing
cancer susceptibility and increasing drug-related toxicities, when methotrexate
are used?*?°. C677T is characterized by cytosine to valine change in codon 222
causing an alanine to valine substitution in DNA coding sequence?*. The clinical
relevance of this SNP on HSCT patients is related to a decrease of enzyme
activity, reported as 30% in homozygous mutant genotype (TT) and 60% in
heterozygous genotype (CT)**?°. A1298C polymorphism clearly reduces
enzyme activity, albeit to a lesser extent than the C677T ',

7. Melphalan and Glutatione-S-transferase

Melphalan is another drug with wide range use on cancer therapy. High dose
melphalan and autologous bone marrow transplantation is used in some cases
of multiple myeloma. Clinical studies have demonstrated that response to
treatment increases with dose, however there is an increase on the incidence
and severity of side effects28,29. Glutatione-S-transferase (GST) is responsible
to metabolize the complex melphalan-glutatione30. GST gene carries two

polymorphisms [lle [1Val (codon 105) and Ala - Val (codon114)] that reduce
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enzyme activity31,32. In a recent study, Kihne et al analyzed whether
melphalan’s side effect (diarrhea, mucositis and leucopenia) might be reduced
according to drug metabolism (pharmacokinetic measurements). In this cohort
of 84 patients treated with melphalan, the incidence of grade 4 oral mucositis, of
WHO scale, reached a plateau and was observed lower carriers of GSTP1
valine104 variant®.

8. Clinical Aspects and Outcomes

Mucositis represents a severe complication after HSCT favoring the entry of
microorganisms, mainly in the period of myelosuppression, and predisposing to
infection®. Furthermore, it is consensus that the extent and severity of oral
mucositis is highly related to days of injectable narcotics, total parenteral
nutrition, injectable antibiotics, infections, hospital days and charges and
mortality>. Seven to 10 days after chemotherapy or at cumulative radiation
doses of 30 Gy, ulcers develop, resulting in marked discomfort. Chemotherapy
induced mucositis generally heals spontaneously by 21 days after infusion,
while radiation-induced mucositis stays at a peak for at least 2 weeks following
the completion of radiotherapy (typically 6070 Gy)**.

9. Future Perspectives

Mucositis is related to an increased risk of systemic infections mainly after
HSCT; consequently the cost with drugs and hospitalization will be higher. It is
well known that oral mucositis also increase the morbidity and mortality
following bone marrow transplantation and decrease the quality of life. Specific
approaches to prevent or minimizes oral mucositis remains a challenge to

clinicians, what encourages researchers to investigate its molecular

mechanisms and clinicians to contribute to its management. Predicting
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response to possibly life-threatening toxic effects is highly important.
Pharmacogenetic research using the pharmacological-pathway approach and

research using the genomic or proteomic approaches will complement each
other™®. Very few studies were performed to establish the relationship between
drugs related toxicities and genetic alterations. It has been reported that single
nucleotide polymorphisms in the gene encoding methylenetetrahydrofolate
reductase (C677T and A1298C), could increase the incidence and occurrence
of oral mucositis in patients treated with methotrexate. Recently, there is no
data on the literature comparing these SNPs in patients treated with and without
MTX. Studies relating drugs toxicity with genetic alterations or gene expression
will better explain mucositis pathogenesis thus contributing to improve clinical
protocols and patients quality of life. New investigations are in progress to
understand the pathobiology of regimen-related toxicities, and to use genetic

testing as a predictor of toxicity risk.
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ANEXO F - Coépia do Manuscrito enviado para o periodico Clinical

Transplantation

IMPACT OF ORAL CARE PRIOR TO BMT ON THE SEVERITY

AND CLINICAL OUTCOMES OF ORAL MUCOSITIS

Santos PSS; Coracin FL; Barros JCA; Dulley FL; Nunes FD; Magalhaes MG

Keywords:
adverse effects, mouth diseases, bone marrow transplantation, stomatitis, drug

therapy

Abstract:

The patients who underwent BMT frequently experience gastrointestinal toxicity
as a result of the preparative regimen. The most frequent manifestation is oral
mucositis (OM) and diarrhea. We have studied the effects of oral care prior to
BMT on the severity of OM. The purpose of this study was to assess and
compare the incidence, severity and time elapsed of oral mucositis in patients
who receive oral care before BMT (Study Group SG), and without oral care
before BMT (Control Group CG). Seventy patients suffering from hematological
malignancies who undergone to allogeneic or autologous BMT under-
conditioning chemotherapy without radiotherapy, were evaluated by two
previously calibrated dentists using the WHO scale for assessing the severity of
OM, divided into 2 groups (35 patients - SG, 35 — CG). The results showed no
differences (p=0.20) in the incidence or severity of OM among the groups.

Indeed, SG showed shorter time elapsed (p<0.001) comparing with the CG.



103

This study show the importance of simple, inexpensive preventive intervention
to control the time elapsed of OM, reducing morbidity as well as time in the
hospital and cost of the treatment. Our results suggest that it is important

to include dentists in the organ and tissue transplant teams.

INTRODUCTION

Oral mucositis (OM) is one of the most frequent adverse effects of bone marrow
transplantation (BMT). It is characterized by a toxic reaction that affects the
entire gastrointestinal tract as a result of exposure to chemotherapy agents
and/or ionizing radiation. In the mouth, mitosis of basal cells, which normally
undergo rapid cell division, is affected. When cell division is compromised, the
epithelium suffers, becomes atrophic and ulcerated, and exposes the subjacent
connective tissue',?2. This causes intense pain, secondary infection, and
difficulty when eating or speaking. Such symptoms may increase the risk of
morbidity and mortality among patients receiving antineoplastic treatment1,2
and even interrupt the treatment. Pre-existing oral diseases act as reservoirs of
opportunistic and pathogenic organisms and may be risk factors for local and
systemic infections in transplant patients. Immunosuppression or neutropenia
may lead to infections3 which in turn may worsen OM and cause local and
systemic complications. The most common signs and symptoms of OM are
erythema, edema, burning sensation, increased sensitivity to hot and spicy
foods, white patches on mucous membranes of the cheeks, lips, tongue and
palate, and subsequent painful ulcers. The latter makes it hard to swallow,

which leads to malnutrition and dehydration, consequently affecting mucosal
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regeneration4. Oral lesions usually disappear after recovery, and there is no
scar formation unless OM is worsened by severe infection5. Sonis et al (2001)
established a relationship between OM and bacteremia, and showed that poor
oral care could lead to infected oral ulcers and disseminated infection. Oral care
protocols prior to BMT have been increasingly recommended and discussed in
scientific literature. These protocols include careful clinical and radiographic
examination of the mouth and the removal of all infectious foci before
transplantation. Some authors have demonstrated that proper oral care before
BMT reduces the severity of OM during the immunosuppression period6,7. But
few authors have conducted prospective and comparative studies. The purpose
of this study was compare the incidence and severity of OM between a group of
patients submitted to BMT who received proper oral care prior to transplantation
and a group of patients underwent to BMT who did not receive any dental

treatment.

METHODS

Seventy patients suffering from hematological malignancies and undergone to
allogeneic and autologous BMT were included in this study. The patients were
divided into 2 groups: the Study Group (SG) was composed of 35 patients with
chronic myeloid leukemia (CML) who received allogeneic BMT and the Control
Group (CG) was composed of 35 patients suffering from hematological
malignancies who received allogeneic and autologous BMT. The patients in the
SG received homogeneous type of combination chemotherapy, which included

Busulfan (4 mg/kg/day) for four days and Cyclophosphamide (60 mg/kg/day) for



105

two days, and prophylaxis of Graft-versus-Host-Disease (GVHD), i.e.,
methotrexate and cyclosporine. The CG conditioning regimen was performed
using Bussulfan (3 mg/kg/day) for four days, plus Melphalan (100mg/m?) (for
autologous transplantation for multiple myeloma), Busulfan (4 mg/kg/day) for
four days plus Melphalan (140mg/m?) (for allogeneic transplantation) and, in
one case, Fludarabina (25mg/m?day) for five days plus Melphalan
(90mg/m?/day) for two days (in non-myeloablative transplantation). Oral
examinations prior to transplantation were performed always by the same two
trained oral health care professionals, with the patient on a gurney, under
artificial light, using a dental mirror and a dental probe. Panoramic radiographs
of all study group patients were taken. All information were transcribed to a form
especially designed to this study. Clinical examination of patients from SG
focused the presence of caries and periodontal disease, as well as integrity of
restorations and prosthesis. Opportunistic infections were assessed both
clinically and through exfoliative cytology. The SG patients received general
dental treatment according to their individual needs. The CG patients did not
receive any dental treatment prior to BMT. After hospital admission for
transplantation, all patients (SG and CG) were monitored by the oral health care
professionals and the nursing staff. After hospital admission, oral care was
carried out with alcohol-free chlorhexidine mouth rinse (0.12%), and oral
hygiene using the Stillman method. When oral mucositis was detected, topical
treatment with anesthetic and anti-inflammatory solutions of benzidamine
(1.5mg/six times a day) was given. In cases of grade 3 and 4 oral mucositis,

systemic analgesics such as morphine were used.
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The incidence, the severity according to the WHO classification, and time
elapsed of OM were compared between the SG and CG. The incidence of OM
between the groups was analyzed by the Fisher's exact test. The severity of OM
in both SG and CG was analyzed by the t-student statistical test. The time
elapsed of OM for both the SG and CG was compared and analyzed by the

Two-Sample T Test.

ETHICAL FEATURES
This study was approved by the Research Ethics Committee of the School of

Dentistry, University of Sdo Paulo, Brazil.

RESULTS

Among the 35 patients from SG, 30 (85.71%) showed signs and symptoms of
oral mucositis. Of these, 25 (71.42%) had grade 1 or 2 OM, which meant that
they could still eat, and 5 patients (14.28%) had grade 3 or 4 OM, which made
food intake impossible, thus requiring prolonged parenteral nutrition. Among the
35 patients from CG, 34 (97.14%) showed signs and symptoms of oral
mucositis. Of these, 13 (74.28%) had grade 1 or 2 OM, which allowed them to
be fed, and 5 (25.71%) had grade 3 or 4 OM. There was no statistical difference
in the incidence between the groups( Fisher's exact test, p=0,20) and no
statistical difference in the severity of OM between the SG and CG (t-student
statistical test, p>0.05). The time elapsed of OM for both the SG (median=10
days) and CG (median=20 days) was compared and the SG showed shorter

time elapse (Two-Sample T-Test; p<0.001).
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DISCUSSION

The results obtained by this study show that the incidence of oral mucositis in
patients with chronic myeloid leukemia who received oral care prior to BMT
(SG) was percentually lower in the group without oral care prior to BMT (CG).
According severity there was no statistical difference between the groups. But
fewer cases of severe OM (grades 3 and 4) were observed in SG. Our study
suggests that patients with the same primary disease, submitted to the same
chemotherapy regimen and who received standardized oral care prior to bone
marrow transplantation showed lower incidence and no differences in severity
(p=NS), although the time elapsed of oral mucositis was shorter (p<0.001). Oral
care prior to BMT was statistically significant in the time elapsed in OM in the
study group. When we compared with the international literature, the incidence
of grade 3 (8.57%) and 4 (5.71%) OM among patients from SG was lower than
that reported by other authors8. Aslan (2003) noted that 19.64% of the
transplant patients Who developed grade 4 OM were not given oral care prior to
BMT, but received topical care over the period following hospital admission for
transplantation. Hwang et AL (2004) noted that 63.33% of the patients from a
group that did not receive prophylaxis for oral mucositis developed grade 3 or 4
OM. Although it is accepted that prior oral care is important to promote better
well being after chemotherapy11 there are not many studies demonstrating its
effect. Melkos ET al (2003) carried out a comparative study of patients
submitted to BMT, with and without prior oral care, and observed that patients
who were treated before transplantation suffered less from severe OM (36.20%
of patients with grade 3 or 4 OM). In this study, the study group was

standardized, composed of patients who were diagnosed with the same
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disease, submitted to the same chemotherapy regimen and monitored by the
same team of oral health care providers. Therefore, it was difficult to compare
the results we obtained with those found in the literature, especially because of
the lack of homogeneity of the samples in those studies, composed mostly of
patients with different primary diseases who required different types of
chemotherapy regimen. This makes it difficult to accurately assess the role of
prior oral care because important variables such as the chemotherapy drug
used were not the same in all cases. In this study, the underlying diseases
showed difficulties in standardizations. However the conditioning regimens
showed more similarities and it could affect the time elapsed of OM in both
groups but not the severity of OM. During a systematic review of The Cochrane
Library, Clarkson et al (2003) foundonly two studies that assessed oral care and
its relationship with oral mucositis, namely the studies conducted by Borowski
(1994) and Shieh (1997). The former analyzed patients submitted to BMT, but
did not use the WHO classification for oral mucositis. The latter was related to
radiotherapy. The study conducted by Clarkson et al (2007) reported that oral
care prior to radiotherapy or chemotherapy had little impact on preventing oral
mucositis. This literature review did not assess the relationship between prior
oral care and the severity of oral mucositis. In addition to the oral care prior to
HSCT recent research investigated the clinical effects of low-power laser
therapy (LPLT), showing that there is indication for the use of upfront LPLT in
patients who have undergone HSCT is a powerful instrument in reducing the
incidence of OM17,18. Our present study shows the importance of simple,
inexpensive preventive intervention to control the time elapsed of OM, reducing

morbidity as well as time in the hospital and cost of the treatment. In addition,
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the results we obtained suggest that it is important to include dentists in the

organ and tissue transplant teams.

REFERENCES:

1. Horowitz MM, Oster G, Fuchs H. Oral Mucositis Assessment Scale (OMAS)
as a predictor of clinical and economic outcomes in bone marrow transplant
patients. Blood 1999;94(suppl 1):399a.

2. Sonis ST, Oster G, Fuchs H, Bellm L, Bradford WZ, Edelsberg J, et al. Oral
mucositis and the clinical and economic outcomes of hematopoietic stem-cell
transplantation. J Clin Oncol 2001;19(8):2001-2005.

3. Duncan M, Grant G. Review article: oral and intestinal mucositis — causes
and possible treatments. AP&T 2003;18(9):853-874.

4. Sonis ST. The pathobiology of mucositis. Cancer Nature Reviews
2004;4:277- 284.

5. Kostler WJ, Hejna M, Wenzel C, Zielinski CC. Oral mucositis complicating
chemotherapy and/or radiotherapy: Options for prevention and treatment. CA
Cancer J Clin 2001;51:290-315.

6. Schubert MM, Williams BE, Lloid ME, Donaldson G, Chapko MK. Clinical
assessment scale for the rating of oral mucosal changes associated with bone
marrow transplantation. Cancer 1992;69(10):2469-2477.

7. Woo SB, Treister N. Chemotherapy-Induced oral mucositis. Available from
URL: www.emedicine.com/derm/topic682.htm [2005 Feb. 10].

8. Wardley AM, Jayson GC, Swindel R, Morgenstern GR, Chang J, Bloor R, et

al. Prospective evaluation of oral mucositis in patients receiving myeloablative



110

conditioning regimens and haematopoietic progenitor rescue. Br J Haematol
2000;110(2):292-299

9. Aslan, O.; Oztiirk, U.; Bulut, Z.; Arpaci, F.; Ozet, A. Oral care in bone marrow
transplanted patients who develop mucositis Bone Marrow Transplantation
2003;31(Suppl 1):S280.

10. Hwang HYK; Koh LP; Ng HJ; Tan PHC; Chuah CTH; Fook SC, et al. A
randomized trial of amifostine as a cytoprotectant for patients receiving
myeloablative therapy for allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
Bone Marrow Transplantation 2004; 34: 51-56.

11. McGuire DB, Correa MEP, Johnson J, Wienandts P. The role of basic oral
care and good clinical practice principles in the management of oral mucositis.
Support Care Cancer 2006;14:541-547.

12. Melkos AB, Massenkeil G, Arnolde R, Reichart PA. Dental treatment prior to
stem cell transplantation and its influence on the prost transplantation outcome.
Clin Oral Invest 2003;7:113-115.

13. Clarkson JE, Worthington HV, Eden OB. Interventions for preventing oral
mucositis for patients with cancer receiving treatment (Cochrane Review). In:
The Cochrane Library, Issue 1, 2003;3:CD000978.

14. Clarkson JE, Worthington HV, Eden OB. Interventions for preventing oral
mucositis for patients with cancer receiving treatment. Cochrane Database Syst
Rev. 2007;18(2):CD001973.

15. Borowski B, Benhamou E, Pico JL, Laplanche A, Margainaud JP, Hayat M.
Prevention of oral mucositis in patients treated with high-dose chemotherapy
and bone marrow transplantation: a randomised controlled trial comparing two

protocols of dental care. Eur J Cancer B Oral Oncol 1994;30B(2):93-97.



111

16. Shieh SH, Wang ST, Tsai ST, Tseng CC. Mouth care for nasopharyngeal
cancer patients undergoing radiotherapy. Oral Oncology 1997;33(1):36-41.

17. Migliorati CA, Oberle-Edwards L, Schubert MM. The role of alternative and
natural agents, cryotherapy, and/or laser for management of alimentary
mucositis. Support Care Cancer 2006;14(6):533-540.

18. Antunes HS, Azevedo AM, Bouzas LFS, Adao CAE, Pinheiro CT, Mayhe R,
ET al. Low-power laser in the prevention of induced oral mucositis in bone
marrow transplantation patients: a randomized trial. Blood 2007;109(5):2250-

2255.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	FOLHA DE APROVAÇÃO
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS ESPECIAIS
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS
	SUMÁRIO
	INTRODUÇÃO
	REVISÃO DA LITERATURA
	PROPOSIÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS

