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RESUMO

CURRA, Marina. Analise de fatores de risco associados a mucosite bucal em
pacientes submetidos a transplante de células progenitoras hematopoiéticas e em
pacientes oncologicos pediatricos. 2016. Tese (Pés Graduagdo em Odontologia com
énfase em Patologia Bucal) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

A mucosite bucal (MB) é uma complicagdo comum no tratamento do cancer e o
desenvolvimento de intervencdes efetivas para sua prevencao e tratamento s&o vistos
como prioridade nos cuidados de suporte ao paciente oncoldgico. O objetivo do presente
estudo foi investigar fatores de risco relacionados a incidéncia de mucosite bucal em
pacientes submetidos a transplante de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH) e em
pacientes oncoldgicos pediatricos. Foram realizados dois estudos: o primeiro analisando a
relagdo entre a incidéncia de mucosite bucal e o estado de saude bucal, neutropenia,
leucopenia e niveis de IL-13 em pacientes submetidos ao TCPH; e, o segundo, avaliando
a incidéncia de mucosite bucal em pacientes oncopediatricos submetidos a diferentes
protocolos quimioterapicos e sua relagao com toxicidade hematoldgica, hepatica e renal.
Estudo 1: Foram avaliados 54 pacientes submetidos ao TCPH coletados dados
demograficos e de a historia médica foram coletados. Todos os pacientes foram avaliados
quanto a saude bucal através da analise do indice de placa (IP), indice gengival (1G),
numero de dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD) e exame da mucosa bucal.
Todos os pacientes receberam tratamento dentario e orientagcées de higiene bucal prévio
bem como, fotobiomodulagdo (FBM) com laser de diodo InGaAlP como protocolo
preventivo para mucosite bucal. Os pacientes foram avaliados diariamente desde o
condicionamento ate o final do transplante. Avaliagbes de mucosite bucal, niveis de
neutrofilos e leucocitos e andlise de IL-13 foram realizados nos periodos de
condicionamento, D+3 e D+8. Os pacientes que apresentaram gengivite severa anterior
ao condicionamento para o transplante e que apresentaram neutropenia grave e
leucopenia mostraram associacdo com o desenvolvimento OM. Os pacientes com
mucosite bucal apresentaram niveis mais baixos de IL-13. Estudo 2: Foram
acompanhados 172 ciclos de quimioterapia realizados em 40 pacientes pediatricos.
Dados de toxicidade hematolégica (niveis de plaquetas, leucécitos, neutréfilos e
hemoglobina), hepatica (niveis de bilirrubina, TGO, TGP) e renal (creatinina e uréia) nos
periodos D1, D5, D10 e D15 foram coletados. Avaliagdo do grau de mucosite bucal foi
realizado diariamente a partir de D1 até D15. Os pacientes que desenvolveram mucosite
receberam FBM 3 vezes por semana como tratamento. Os resultados mostraram que a
mucosite bucal em pacientes oncoldgicos pediatricos tem relagdo com o tipo de protocolo
quimioterapico utilizado, com a diminuicdo nos niveis de plaquetas, leucécitos e
hemoglobina bem como, com o aumento dos niveis de bilirrubina. Os niveis de plaquetas
e de bilirrubina podem ser considerados como fatores de risco para predizer o
desenvolvimento de mucosite bucal. Conclui-se que ambos os trabalhos vieram a
contribuir para a elucidagao de fatores envolvidos no desenvolvimiento de mucosite bucal
em pacientes submetidos ao TCPH e em pacientes oncopediatricos.

Palavras-chave: Mucosite bucal. Fatores de risco. Saude bucal. Transplante de células
progenitoras hematopoiéticas. Oncopediatria. Protocolos quimioterapicos.
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ABSTRACT

CURRA, Marina. Analysis of risk factors associated with oral mucositis in patients
undergoing to hematopoietic stem cell transplantation and pediatric oncology
patients. 2016. Tese (Pés Graduacao em Odontologia com énfase em Patologia Bucal) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
2016.

Oral mucositis (OM) is a common complication in cancer treatment. The
development of effective interventions for prevention and treatment are seen as priority in
supportive care cancer patients. The aim of this study was to investigate risk factors
related to the incidence of oral mucositis in patients undergoing to hematopoietic stem
cells transplantation (HSCT) and in pediatric oncology patients. Two studies were
performed: the first analyzing the relationship between oral mucositis incidence with oral
health status, neutropenia, leukopenia, and IL-1B levels in patients undergoing to HPCT;
and the second, evaluating the incidence of oral mucositis in pediatric oncological patients
undergoing to different chemotherapy protocols and their relationship with toxicity
haematological, of liver and of kidney. Study 1: A total of 54 patients undergoing to HSCT
were collected demographic data and medical history. All patients were evaluated for the
oral health through plaque index (Pl), gingival index (Gl), number of decayed, missing and
filed (DMF) and oral mucosa examination. All patients received prior dental and oral
hygiene as well as photobiomodulation (PBM) InGaAIP diode laser as a preventive
protocol for oral mucositis. Patients were evaluated daily from the conditioning until the
end of transplantation. Reviews of oral mucositis, neutrophil ans leukocytes levels and IL-
1B analysis were performed in periods of conditioning, D+3 and D+8. Patients with
previous severe gingivitis to conditioning for transplantation and who had severe
neutropenia and leukopenia showed association with OM development. The oral mucositis
patients had lower levels of IL-1B. Study 2: Wewre analyzed a total of 172 cycles of
chemotherapy conducted in 40 oncological pediatric patients. Haematological toxicity data
(levels of platelets, leukocytes, neutrophils, and hemoglobin), liver (bilirubin, GOT, GPT)
and renal (creatinine and urea) in the periods D1, D5, D10 and D15 were collected. oral
mucositis grade evaluation was performed daily from D1 to D15. Patients who developed
oral mucositis received three times a week PBM as treatment. The results showed that
oral mucositis in pediatric oncology patients is related to the type of chemotherapy protocol
used with the decrease in the levels of platelets, leucocytes and hemoglobin as well as
with the increase of the bilirubin level. The levels of platelets and bilirubin may be
considered as risk factors to predict the development of oral mucositis. We conclude that
both studies contributed to the elucidation of factors involved in the development of oral
mucositis in patients undergoing HSCT and pediatric oncology patients.

Keywords: Oral mucositis. Risk factors. Oral health. Hematopoietic stem cells
transplantation. Pediatric oncology. Chemotherapy protocols.
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1. INTRODUCAO

O cancer constitui uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos
junto com as enfermidades cardiovasculares. Espera-se nas proximas décadas um
aumento no numero de casos de cancer, portanto € necessario uma melhora nas
abordagens diagndsticas e terapéuticas desta doenca (FERLAY, et al., 2010). Segundo a
OMS (WHO - IARC) houveram 14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2 milhdes de
mortes e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com cancer em todo o mundo, em 2012

(http://globocan.iarc.fr/Default.aspx). No Brasil, o cancer tem sido considerado um

problema de saude publica sendo que a estimativa para o ano de 2014 (valida também
para o ano de 2015) aponta para a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos
de céncer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforgando a magnitude do
problema do cancer no pais. Estima-se que destes casos em torno de 3% acometam
criangas, sendo portanto mais comum em adultos

(http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/index.asp?ID=2 ).

Dentre as principais formas de tratamento para o cancer estio cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e transplante de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH) (TEIXEIRA,
et al., 2016; NIEDERWIESER, et al., 2016; WOO, et al., 1997; STORB, 1994). Quando
nao sao observadas metastases, a cirurgia pode levar a remogédo de tumores de forma
eficaz. Contudo, muitas vezes a radioterapia é usada em conjunto com a cirurgia a fim de
aumentar a eficiéncia do tratamento. Mesmo de forma isolada, a radioterapia pode, além
de diminuir tumores grandes, diminuir a recorréncia e a incidéncia de metastase. Através
dessas medidas, um tergco dos pacientes conseguem ficar livres de doenga (LIU, et al,,
2016; NIEDERWIESER, et al., 2016; CHABNER, et al.,1995). Nos demais casos, se faz
necessaria uma abordagem sistémica, utilizando quimioterapia. Outra modalidade de
tratamento utilizada, principalmente para tumores hematoldgicos, € a realizagdo do TCPH.
Para realizacdo deste é necessario regime de condicionamento que consiste em
quimioterapia e/ou radioterapia (TEIXEIRA, et al., 2016; NIEDERWIESER, et al., 2016;
STORB,1994).

A quimioterapia utilizada tanto paro o condicionamento do TCPH como tratamento
antineoplasico, atua de forma nao-seletiva. Isto porque, os quimioterapicos atuam em
células com alto perfil profilerativo tumorais ou n&o tumorais (LALLA, et al., 2014; VERA-
LLONCH, et al., 2007; SONIS, 2004). Esses farmacos exibem, de modo geral, estreitas
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janelas terapéuticas, e, portanto as diferengas entre as doses que produzem o efeito
antitumoral e as que causam toxicidade sido bastante pequenas. Assim sendo, a
quimioterapia tem sido associada a uma série de efeitos adversos dentre eles: vomitos,
diarreia, dermatites, mielossupresséo, hepatotoxicidade, e mucosite bucal (CSORDAS, et
al., 2014; LIU, et al., 2014; TULSYAN, et al., 2014). O aprimoramento da quimioterapia
esta relacionado ao aumento da distancia entre as curvas ‘dose x resposta’ e ‘dose x
toxicidade’.

Os mecanismos exatos através dos quais as drogas quimioterapicas citotoxicas
provocam a mucosite ndo foram completamente elucidados. SONIS (1998) e SONIS
(2004) foram os primeiros a estudar a patobiologia da mucosite. SONIS (2004) descreveu
a mucosite cinco fases, que sao: iniciacdo, resposta ao dano primario, fase de
amplificacdo, fase de ulceracdo e por fim, reparacdo. Na mucosite induzida pela
radioterapia observam-se os primeiros sintomas logo na terceira ou quarta semana,
quando as doses atingem 200 cGy (centigray). As lesbes de mucosite, quando ligadas a
radioterapia tendem a surgir voltadas para o local onde o feixe de radiagdo é recebido,
essas lesdes permanecem no decorrer do tratamento e reparam apds a conclusao
completa do tratamento radioterapico. Na quimioterapia, observam-se o0s primeiros
sintomas entre 5 e 10 dias, sendo o décimo dia o pico da mucosite e logo em seguida
inicia o processo de reparacdo, que deve estar completo entre o 14° e 21° dia apds o
inicio do tratamento. Quando a mucosite esta associada a quimioterapia as superficies
bucais envolvidas sao preferencialmente as ndo-ceratinizadas (mucosa jugal, palato mole,
assoalho bucal e superficie ventro-lateral da lingua) (NEVILLE, et al., 2009; NEVILLE, et
al., 2004).

A ocorréncia de mucosite bucal ndo é um evento uniforme, apresentando uma
incidéncia que pode variar de 15 a 100%; contudo € predominante em pacientes
submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco, quimioterapia de altas doses e em
pacientes submetidos a TCPH (KWON, 2016; SURESH, et al., 2016). Dentre esses
pacientes 70 a 100% desenvolvem esta complicacdo (CHAVELI-LOPEZ, BAGAN-
SEBASTIAN, 2016; HOHLOCH, et al., 2016; FLIEDNER et al., 2007). Entretanto, nos
pacientes que recebem quimioterapia mieloblastica agressiva para leucemias, linfomas e
radioterapia para tumores da cabecga e pescoco, esta toxicidade acomete cerca de 30 a
50% (LALLA, et al., 2014; VERA-LLONCH, et al., 2007). Nos pacientes submetidos a
tratamento para tumores solidos, mais de 40% desenvolvem mucosite bucal,

principalmente quando o protocolo inclui 5-fluorouracil (5-FU), metrotexato (MTX),
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cisplatina em altas doses, ciclofosfamida e doxurrubicina (WANG, et al., 2016; HUANG, et
al., 2016; SCULLY & EPSTEIN, 1996; SCULLY et al., 2006).

Clinicamente, a mucosite bucal se manifesta como eritema ou ulceragdes em
varios graus de intensidade, que podem ser exacerbadas por fatores locais, e essas
lesbes podem ser acompanhadas, ou ndo, de desconforto bucal (SILVA, et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2006; NOVIKOFF, 2005). Em graus severos, a mucosite pode levar a
modificagao do tratamento antineoplasico ou até mesmo a necessidade da interrupgao do
mesmo, promovendo, assim, uma reducdo da qualidade de vida e/ou sobrevida do
paciente (SONIS, 2004; ELTING et al, 2003). Estudos prévios mostram que se a
mucosite ulcerativa ocorre durante a terapia antineoplasica, uma média de 5,8 dias
adicionais de uso de narcéticos e 1,9 dias adicionais de nutricido parenteral sao
necessarios. Além disto, a mucosite bucal tem sido associada ao aumento de infeccbes
sistémicas e fadiga, o que faz com que o paciente necessite de cuidados de suporte
adicionais pela equipe de enfermagem, médica e dentistas especialistas em oncologia. O
custo total destes cuidados em pacientes com mucosite grau 3 e 4 pode ser superior a
US$42,749 por paciente. Para quimioterapia sem transplante, se ocorrer mucosite grau 3
e 4, 35% dos pacientes receberado a dose do quimioterapico com atraso, 60% reduzirdo a
dose e 30% terdo sua quimioterapia suspensa (ELTING et al., 2003; SONIS et al., 2001).
BEZINELLI et al. (2015) realizaram recentemente um estudo semelhante no Brasil,
demonstrando que o acompanhamento da equipe odontolégica pode reduzir de US$
10.557,74 a US$ 16.297,13 por paciente.

Fatores responsaveis por aumentar o risco de incidéncia de mucosite bucal vem
sendo amplamente estudados. Dentre eles, estdo: tipo de tratamento a que o paciente é
submetido (SURESH, et al., 2016; WOHLSCHLAEGER, et al., 2004); saude bucal prévia
ao tratamento antineoplasico (SURESH, et al., 2016; KHAW, et al., 2014; SABATER-
RECOLONS, et al., 2006); idade do paciente (DEVAJARU, et al., 2009; PICO, et al.,
1998); marcadores de imunidade local como mediadores inflamatérios e de
imunossupressao (SURESH, et al., 2016; PATUSI et al., 2014; AL-DASOOAQI, et al,
2013), variagdo na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de farmacos
(MARTINS, WAGNER, LINDEN, 2013; LEE, MCLEOD, 2011).

Diante disto, o conhecimento da patobiologia e dos fatores de risco para mucosite
bucal se faz necessario para o desenvolvimento de intervengdes efetivas durante o

suporte ao paciente oncologico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A seguir, sera apresentada uma revisdo de literatura abordando aspectos
relacionados a mucosite bucal. Primeiramente sera descrita a relacdo dos diferentes
grupos quimioterapicos com a incidéncia de mucosite bucal. Posteriormente, serdo
abordados os apectos clinicos, patobiologia , fatores de risco, formas de prevencgao e

tratamento da mucosite bucal.

2.1 Quimioterpia

A quimioterapia (QT) é a principal modalidade para o tratamento do cancer
(CSORDAS, et al., 2014; ALMEIDA, et al., 2004). O objetivo primario da quimioterapia é
destruir as células neoplasicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos
agentes quimioterapicos atua de forma nao-especifica, lesando tanto células malignas
quanto normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos
efeitos adversos da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as
infecgoes (KWON, 2016; CSORDAS, et al., 2014; LALLA, et al., 2014; LIU, et al., 2014;
TOHKIN, 2010; VERA-LLONCH et al., 2007; ROBIEN, et al., 2004; SONIS, 2004;

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo). A fim de que os beneficios sejam

confrontados com a toxicidade, procura-se um indice terapéutico favoravel, procurando

atingir o maior numero de morte celular possivel (CHABNER, et al., 1995). Teoricamente,

em tumores com peso estimado de 1 grama (cerca de 109 células), cada ciclo de QT
elimina cerca de 99% das células; sendo portanto necessarios multiplos ciclos para

exterminar todas as células tumorais. Entretanto, em tumors maiores, com peso estimado

de 100 g (101‘I células), mesmo com a eficiéncia do agente antineoplasico de 99,9%,
ainda permaneceriam células neoplasicas residuais em quantidade suficiente para
supercar o efeito do tratamento. Com os protocolos quimoterapicos atuais, observa-se
uma melhora significativa na expectative de vida dessa populagdo (ALMEIDA et al., 2005;
CHABNER, et al., 1995).

O mecanismo de agao dos quimioterapicos podem ser de duas formas: sobre as
células que se encontram em determinadas fase do ciclo celular (farmacos ciclo-celular
especificos - CCS) (RAJSKI, WILLIAMS, 1998) ou exterminando as células tumorais

independente de estarem atravessando o ciclo celular ou em repouso na fase G da mitose
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(farmacos ciclo-celular ndo especificos — CCNS) (SPENCE, JONHSTON, 2001) (Figura
1). Um dos grupos de farmacos CCS sdo os agentes antimetabdlitos, que agem
bloqueando bioquimicamente a sintese de DNA (restritos a fase S). As subclasses que
compdem esse grupo sao os analogos do acido fdlico (ex. MTX), os analogos das
pirimidinas (ex. 5-FU e citarabina) e os analogos das purinas (ex. fludarabina).
Qumioterapicos deste grupo sdo frequentemente associados ao desenvolvimento de
mucosite bucal (KWON, 2016; CSORDAS, et al., 2014; ALMEIDA et al., 2005; RAJSKI,
WILLIAMS, 1998).

Dentre os farmacos CCNS estdo os agentes alquilantes, os produtos naturais e os
complexos derivados da platina. Os agentes alquilantes sdo capazes de formar ligagbes
interfilamentosas com o DNA, sendo essas as mais citotdxicas, uma vez que a alquilagao
do DNA exige mecanismos mais complexos de reparagao e pode até inibir sua replicagao;
nesta classe ressaltam-se o0s quimioterapicos ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan e
bussulfan. Este grupo também comumente causa mucosite bucal. Outro grupo de
farmacos CCNS sao os produtos naturais, estes apresentam 3 mecanismos de acao:
formagao de ligagbes com os grupos fosfolipideos da membrana celular alterando sua
fluidez e transporte de ions; formacédo de radicais livres do oxigénio e da semiquinona
através de reducdo enzimatica; formacédo de ligagdes interfilamentosas com o DNA
levando ao bloqueio da sintese de DNA e RNA. Algumas subclasses que compdem este
grupo sao os alcaloides da vinca (vincristina), epipodofilotoxinas (etoposide), analogos da
camptotecina (irinotecan) e antibidticos (doxorrubicina, daunorrubicina) (ALMEIDA et al.,
2005; RAJSKI, WILLIAMS, 1998).

Sabe-se que a toxicidade do quimioterapico esta relacionada com a forma de agao,
com a dose, além de interagdes entre as drogas recomendadas em um protocolo
(SURESH et al., 2010). O risco para mucosite bucal é maior em pacientes que
apresentam neoplasias hematoldgicas do que tumores solidos devido ao perfil de
toxicidade das drogas indicadas neste grupo de neoplasias (PICCO, 1998).

Os protocolos de tratamentos quimioterapicos consideram em geral a origem/tipo
do tumor, disseminacdo da neoplasia, o volume tumoral e caracteristicas laboratoriais
com implicancia prognostica. A tabela 1 cita os principais agentes quimioterapicos
indicados no tratamento das neoplasias mais frequentes e a intensidade da toxicidade
bucal esperada.

Embora existam na literatura muitos trabalhos evidenciando o alto risco de

mucosite bucal associado a protocolos de transplante de células progenitoras
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hematopoiéticas e protocolos utilizando 5-FU e MTX em altas doses; ainda n&o se tem

estudos suficientes para mapear a toxicidade bucal gerada por muitos protocolos

quimioterapicos durante o tratamento de neoplasias.

Tabela 1: Agentes quimioterapicos indicados nas principais neoplasias e sua

toxicidade bucal

Neoplasia Quimioterapicos Grupo Farmacolégico Toxicidade bucal
Leucemias vincristina Alcaldides da vinca Nao reportada
metotrexato Analogos do acido foélico Alta (altas doses)
ciclofosfamida Agente alquilante Alta
carmustina Agente alquilante Alta
doxorrubicina Antibidticos Nao reportada
daunorrubicina Antibidticos Nao reportada
citarabina Analogo das pirimidinas Alta
etoposide epipodofilotoxinas Baixa
Linfomas Doxorrubicina Antibidticos Nao reportada
ciclofosfamida Agente alquilante Alta
ifosfamida Agente alquilante Alta
vincristina Alcaldides da vinca Nao reportada
citarabina Analogo das pirimidinas Alta
bleomicina Antibiético natural Nao reportada
Sarcomas cisplatina Complexos derivados de Baixa
platina
ciclofosfamida Agente alquilante Alta
doxorrubicina Antibidticos Nao reportada
metotrexato Analogos do acido foélico Alta
vincristina Alcaldides da vinca Nao reportada
Neuroblastomas ciclofosfamida Agente alquilante Alta

doxorrubicina

Antibioticos

Nao reportada
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Figura 1: Esquema de Almeida et al., 2004 demonstrando a agado dos quimioterapicos

durante o ciclo celular.
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2.2 Aspectos clinicos da mucosite bucal

Clinicamente, a mucosite bucal se manifesta como eritema ou ulceragdes em
varios graus de intensidade, que podem ser exacerbadas por fatores locais, e essas
lesbes podem ser acompanhadas ou nao de desconforto bucal (SILVA, et al., 2015;
RABER-DURLACHER, ELAD, BARASCH, 2010; OLIVEIRA et al., 2006; NOVIKOFF,
2005). Diversas escalas para avaliacdo das manifestagdes clinicas da mucosite oral sao
descritas na literatura, sendo as mais utilizadas a da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), a do National Cancer Institute (NCI) e a do Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG) (Tabela 2).

O RTOG desenvolveu uma escala para avaliagcdo da mucosite bucal desenvolvida
a partir do tratamento radioterapico. Esta classificagdo € baseada em alteracbes
anatomicas (tamanho e caracteristicas da ulceragdo) da mucosa bucal. Ja, as escalas
desenvolvidas pelo NCI e OMS, consideram aspectos clinicos e nutricionais dos
pacientes. O NCI criou os Critérios Comuns de Toxicidade (CTC, do inglés Common
Toxicity Criteria) para ajudar no reconhecimento e classificagéo da gravidade dos efeitos
adversos causados por tratamentos quimioterapicos. Segundo essa escala, a mucosite
bucal é dividida de grau 0 a 5.

O sistema de graduagao mais utilizado para a avaliag&o clinica da mucosite bucal é
o da OMS. Esta considera critérios objetivos e subjetivos, envolvendo aspectos clinicos
bucais além do estado nutricional do paciente (PARULEKAR, et al., 1998). Esta escala é
considerada de facil aplicabilidade, e de acordo com esta classificagdo, a mucosite varia
de grau 0 a 4 (Figura 2).

Conforme o grau, a mucosite bucal pode ocasionar modificacbes negativas da
qualidade de vida do paciente durante o tratamento, visto que pode comprometer a
degluticdo, a ingestdo de alimentos e a capacidade de comunicacéo do paciente (VAYNE-
BOSSERT, et al., 2010; RYAN, LIN, ATAYEE, 2009; LOGAN, et al., 2007). Devido a
neutropenia causada pelo regime antineoplasico associada a quebra da barreira
mucosa, a mucosite bucal pode predispor o individuo a infecgao sistémica e até o obito
(SONIS, et al., 2001; BELLM, et al., 2000; RUESCHER, et al., 1998). A mucosite bucal
também pode resultar em aumento do tempo de permanéncia do paciente internado no
hospital, necessidades de cuidados especiais, incluindo infusdo intravenosa de
barbituricos, outros farmacos, nutricdo parenteral o que juntos levam a um custo
econdmico mais elevado (BEZINELI, et al., 2015; BEZINELI, et al., 2014).
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Tabela 2: Escalas utilizadas para avaliagdo de mucosite

severidade.

Grau
mucosite

OomMsS

NCI

bucal

de acordo com sua

RTOG

0
1

Sem alteracoes

Inflamagéao e eritema

Eritema e ulceracao

Ulceracao — paciente
nao consegue ingerir
sélidos

Ulceracdo — nao é
possivel se alimentar
pela boca

Sem alteracoes

Ulceras indolores,
eritema, dor leve na
auséncia de lesoes

Eritema doloroso,
edema ou ulceras,
alimentacgao possivel

Eritema doloroso,
edema, ou ulceras
que requerem
hidratacao

Ulceragao grave ou
com necessidade de
suporte nutricional
parenteral ou enteral
ou intubacao
profilatica

Morte relacionada a
toxicidade

Sem alteracoes

Irritagdo, pode sentir dor
ligeira, n&o necessitando de

analgésico

Mucosite irregular, pode

produzir secregao de
serosa e sangue; dor
moderada exigindo
analgesia

Ulcera confluentes,

mucosite fibrinosa, dor
intensa que exige narcotico

Ulceragao, hemorragia e

necrose
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MUCOSITE BUCAL - OMS

GRAU 1

Figura 2: Aspecto clinico da mucosite bucal de acordo com a classificacdo da OMS.
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2.3 Patobiologia da Mucosite Bucal

SONIS (1998) e SONIS (2004) foram os primeiros a estudar a patobiologia da
mucosite, no primeiro trabalho SONIS (1998) classificou a mucosite em quatro fases:
inflamataoria/vascular, epitelial, ulcerativa/microbiolégica e cicatrizadora, ja no segundo
trabalho SONIS (2004) descreveu a mucosite cinco fases, que sao: iniciagao, resposta ao
dano primario, fase de amplificagdo, fase de ulceragcéo e por fim, cura (Figura 3). Nesta
classificacdo os autores levam em consideragao o papel dos radicais livres, endotélio e
mesénquima na patobiologia desta doenga que n&o anteriormente relatados.

A fase de iniciagdo ocorre logo apdés a administragdo da quimioterapia ou
radioterapia. Estes tratamentos antineoplasicos agem no DNA das células da camada
basal do epitélio e alteram seu funcionamento normal. Ao mesmo tempo aparecem os
radicais livres derivados do oxigénio (ROS, do inglés “reactive oxygen species”),
desencadeando o processo de desenvolvimento da mucosite, através de diminui¢cao da
renovagao celular, alteracdo no epitélio e nos vasos sanguineos (SONIS, 2004). Na fase
de resposta ao dano primario ocorre a ativagdo dos fatores de transcricdo (NF-kB, do
inglés “nuclear fator of kappa B”) e de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a ,IL-18 e IL-6),
estes estimulam enzimas que produzem a apoptose e acabam por bloquear o mecanismo
de crescimento e diferenciagdo celular. O dano gerado ao tecido conjuntivo e ao endotélio
reduz a oxigenacéo epitelial resultando na morte de células epiteliais (SONIS, 2004).

Na fase de amplificacdo de sinal ocorre a ativagao de fatores de transcricdo que
guiam a regulagdo ascendente dos genes e modulam a resposta ao dano. Inicia entdo a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, essas causam agressdes adicionais ao tecido e
geram um feedback positivo das citocinas inflamatérias que amplificam o dano iniciado
pela radiagdo ou agente quimioterapico (LOGAN, et al., 2007; SONIS, 2004). A fase
ulcerativa da mucosite € bastante significativa do ponto de vista clinico. A perda da
integridade da mucosa resulta em lesdes dolorosas e propensas a colonizagédo bacteriana
superficial. No caso de pacientes neutropénicos, a ruptura da mucosa serve como porta
de entrada para numerosos microorganismos da cavidade bucal e que muitas vezes
podem levar a bacteremia e sepse. Além disso, com a penetracdo das bactérias na
submucosa, ocorre ativagdo de intenso infiltrado inflamatério, composto por macréfagos,
plasmocitos e linfocitos, que por sua vez potencializa a lesao tecidual (SURESH et al.,
2016; SONIS, 2004). A fase de cura na maioria dos casos ocorre de forma esponténea e
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cerca de 2 a 3 semanas apos o término da radioterapia ou por trés semanas apdés
administragao de quimioterapia (KWON, 2016; SONIS, 2004).

Normal Initiation () Primary damage response and signal amplification (Iil)
- Radiation/
= g 2 mo
e =3 R
- e ® T i, T
e = gimt
- o s% '

Ulceration (IV) Healing (V)

© Reactive oxygen species (ROS)
+ Pro inflamemstory cytokines proteins
9

© Interoukin 16,11
® Coramice synthase

Patvay

8asal epithelium cell
Fibroblast .

— F-

oy Wy

Lethal DNA damage

e ¥ c
Genryinct 05 sctates

= \/ »os\.. ‘.. \/‘ .: .:.;nu .a:n .
L& = b m\ L 'é;\ ™ee

e

Production of
NeiBacied ONAdsmage, g P Mlmmamvy
cytoki

Froducton of
TN, proteins

—okelldulh —//

™ acivates
ore NFxB.

an el denth

Bacterla

( Macrophage
o

Pseudomembrane

e

Signals from the extracelllar matrbx
direct basal epithelial cells o migrate,
‘proliferate, and differentiate

Figura 3: Esquema de Sonis et al.,

mucosite bucal

2004

ilustrando as 05

fases da

patobiologia da

30



2.4 Fatores de risco relacionados a mucosite bucal

Além do conhecimento da fisiopatologia da mucosite bucal, é importante entender
que sua incidéncia e grau de severidade pode sofrer alteragbes quando associada a
fatores de risco. Alguns desses fatores ja estdo bem relatados na literatura, outros ainda
precisam ser mais estudados. Dentre estes fatores podemos citar o tipo de quimioterapico
utilizado, conforme foi discutido no topico 2.1, alguns grupos sdo de alto risco para
toxicidade bucal.

Além da natureza do tratamento (tipo de qumioteraico, dose, frequencia e dose de
radiagdo), a mucosite bucal pode variar de acordo com diagndstico primario e estadio da
doenga no momento do diagnéstico (SURESH, et al., 2016; WOHLSCHLAEGER, et al.,
2004). No entanto, a manifestagdo da mucosite pode variar entre individuos submetidos
ao mesmo protocolo radio ou quimioterapico. Alguns autores descrevem essa variagao
associando-a a fatores como higiene bucal; sugerindo que quando satisfatoria pode, além
de prevenir, acelerar a cicatrizagao de mucosite bucal. Fatores como doencga periodontal
cronica e xerostomia pré tratamento oncologico podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento de mucosite bucal (SURESH, et al., 2016; BONAN, et al., 2005;
MENDONCA, et al., 2005; WOHLSCHLAEGER, et al., 2004; PICO, et al., 1998). PICO et
al. (1998) realizaram uma revisdo demonstrando que a condi¢ao bucal pré TCPH parece
aumentar a incidéncia de mucosite bucal. No estudo de RECOLONS et al.,, (2006)
pacientes com gengivas saudaveis apresentaram mucosite em 46,2% dos casos;
pacientes com inflamacao leve, em 60,0%; pacientes com inflamacdo moderada, 69,2%; e
pacientes com inflamacéo grave, apresentaram 100% de mucosite bucal. Recentemente,
KHAW et al. (2014) investigaram a experiéncia de doenga periodontal e gravidade de
mucosite bucal induzida por radiagdo; encontraram uma tendéncia para uma maior
proporgao de pacientes com doenga periodontal nos grupos que desenvolveram mucosite
bucal.

Outro fator relacionado a incidéncia de mucosite bucal € a idade do paciente.
Enquanto alguns autores associam maior incidéncia de mucosite a pacientes mais velhos
devido a menor capacidade de cicatrizagdo (DEVAJARU, et al., 2009); alguns autores
defendem que pacientes mais jovens apresentam um risco maior a incidéncia de mucosite
devido a uma taxa mitdtica epitelial mais rapida (PICO, et al., 1998). Embora haja
discussao sobre o assunto, é importante relembrar que a incidéncia de mucosite bucal

esta relacionada com o agente antineoplasico de escolha, e este com o diagndstico e

31



estadiamento; logo, existem tumores mais associados a pacientes pediatricos e outros a
pacientes adultos, com tratamentos que apresentam diferentes comportamentos.

Estudos recentes tém demonstrado a correlagdo entre mucosite bucal e
marcadores de imunidade local. Dentre estes marcadores estdo estado nutricional do
paciente (refletido por niveis de albumina), histérico de consumo de tabaco, e taxas de
leucdcitos (SURESH, et al.,, 2016). Alguns autores evidenciam que taxa de leucdcitos
abaixo de 3.000/uL aumenta o risco de ocorréncia de mucosite. Isso pode ser explicado,
principalmente, pela contagem de neutréfilos, que uma vez reduzida, diminui a
capacidade de resposta inflamatoria adequada para os efeitos citotoxicos da
quimioterapia na mucosa bucal. Contudo, alguns autores (PATUSI et al, 2014
BUELTZINGSLOEWEN et al., 2006) correlacionam a mucosite bucal como efeito indireto
do tratamento antineoplasico, assim como o aumento da susceptibilidade de infeccbes
secundarias, o que ocorre concomitante ao periodo de Nadir (periodo que representa as
menores contagens de plaquetas e de células brancas do sangue). Sendo assim, sao
necessarios mais estudos que analisem se a mielossupressao € um fator de risco para
mucosite bucal ou se existe apenas uma associagao.

Além desses fatores, alguns autores tem associado a variagdo na incidéncia de
mucosite bucal a variagdo na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de
farmacos (MARTINS, WAGNER, LINDEN, 2013; LEE, MCLEOD, 2011). Estudos sobre
farmacogenética em oncologia tém focado na linha dos polimorfismos génicos envolvidos
no metabolismo dos quimioterapicos que sdo mais utilizados na pratica clinica e que
mostram maior quantidade e severidade de efeitos adversos (MARTINS, WAGNER,
LINDEN, 2013). O polimorfismo genético é definido como a ocorréncia de multiplos alelos
num Jocus, no qual pelo menos dois alelos aparecem com frequéncias superiores a 1%.
Diversos polimorfismos em genes que regulam os processos de metabolismo e transporte
de farmacos estdo sendo relatados como marcadores para predizer a eficacia de
tratamento (TOHKIN, 2010; CORACIN, 2009; MATTIA, TOFFOLI, 2009). Estes estudos
tém objetivado aperfeigoar o tratamento antineoplasico diminuindo as suas complicagdes
apos a identificacdo de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes que
regulam enzimas metabolizadoras, transportadoras ou receptoras de diferentes
quimioterapicos que sao identificadas a partir da avaliagdo do perfil genético de cada
individuo (CSORDAS, et al., 2014; GONZALES et al., 2008; ABRAHAM et al., 2006;
REIS, 2006). Nosso grupo esta pesquisando os polimorfismos relacionados com
mucosite bucal em genes responsaveis pelo metabolismo e transporte de neoplasicos
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através de uma proposta translacional com abordagem multidisciplinar que realizara a
transferéncia de novos conhecimentos adquiridos a partir da pesquisa génica para a area

clinica, na busca do manejo mais eficaz e seguro de drogas quimioterapicas.
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2.5 Prevencao e tratamento da mucosite bucal

O controle da mucosite bucal esta se tornando cada vez mais importante e o
desenvolvimento de intervengbes efetivas sdo vistos como de alta prioridade nos
protocolos de suporte ao paciente oncologico. Os tratamentos para mucosite bucal, de
modo geral, sdo apenas paliativos, visando refrear os sintomas e controlar possiveis
quadros infecciosos e/ou hemorragicos. Por muito tempo, atuou-se principalmente no
tratamento da mucosite bucal. Hoje, devido a uma série de estudos na area, os protocolos
estdo voltados para a prevencdo da mucosite bucal. Dentro disso, os guidelines tem
importancia fundamental na atualizagdo das principais condutas frente a esta
complicagéao.

Esforcos sdo voltados a busca continuada por novas terapias para mucosite
(LEBORGNE, et al.,, 1998; TOCHNER, et al., 1990). Ao falarmos de tratamento para
mucosite bucal, os mais comuns s&o: antimicrobianos tépicos, citocinas para estimulagao
da medula, vitaminas, fatores de crescimento, bochechos com corticoides e colutorios ndo
alcodlicos, aminoacidos suplementares, crioterapia, fitoterapicos como a camomila, e
mais recentemente, tratamento com luz laser (LALLA, et al., 2014; CURRA, et al., 2013;
CHOR, et al., 2010; LOPES, et al., 2010; ZANIN, et al., 2010; ANTUNES, et al., 2007;
SHUBERT, et al., 2007; EDUARDO, et al., 2009; KHOURI, et al., 2009; KEEFE, et al.,
2006).

Dentre os tratamentos utilizados, o uso da medicina baseada em plantas
(fitoterapia) tem sido proposto no tratamento da dor e na promogao do reparo tecidual.
Estudos recentes descrevem a composi¢cao do extrato preparado a partir de rizomas ou
flores, e as agdes que estas substancias possam ter isoladamente. Como € o caso dos
flavondides, que parecem interferir nas propriedades funcionais em células de mamiferos,
como por exemplo: mastdcito, basofilo, linfécito, musculo liso e plaquetas. Alguns autores
créem que, com base nestas interferéncias, estes compostos possam apresentar
atividades antiinflamatorias, antialérgicas, antivirais e anticarcinogénicas.

Os fitoterapicos tem tido ampla aceitacdo, uma vez que estdo relacionados ao
reparo acelerado e nao oferecem toxicidade ou interacdo com outras medicag¢des. Nosso
grupo tem pesquisado diferentes fitoterapicos relacionando-os a resposta da mucosite
bucal. Um dos fitoterapicos estudados € a camomila, uma planta medicinal conhecida ha
milénios que possui acgdo antiinflamatéria, antimicrobiana e possui propriedades

cicatriciais no tratamento de lesdes ulceradas. Os principais constituintes das flores da
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camomila incluem diversos compostos fendlicos, primeiramente os flavondides,
aspergenina, quercetina, patuletina e seus glicosideos. Os componentes principais do
oleo essencial extraido das flores sdo o alfa-bisabol dos terpendides, seus Oxidos e
azulenos, incluindo o camazuleno (ZANOLI, et al., 2000; KYOKONG, et al., 2002;
GLOWANIA, et al., 1987; JAKOVLEV, et al., 1983; JAKOVLEYV, et al., 1979). Sendo assim
nosso grupo pode observar como a camomila agiu clinicamente acelerandono o reparo da
mucosite bucal (PAVESI, et al., 2010). Além disso, pudemos estudar o porqué deste
reparo acelerado, analizando fatores pro-inflamatorios relacionados com a severidade de
mucosite bucal, e corroborando o efeito anti-inflamatério da camomila por reduzir niveis
de IL-1B e TNF-a (CURRA, et al., 2013).

Além da camomila, estudiosos tem demonstrado o efeito cicatricial da curcumina.
(ELAD, et al., 2013; LUER, et al., 2011; RAJASEKARAN, 2011; RAMSEWAK, DeWITT,
NAIR, 2000). A curcumina € o componente mais ativo e abundante da Curcuma longa L.
As propriedades anti-inflamatéria e antitumoral da curcumina despertaram para o
interesse na investigacdo dos mecanismos moleculares associados a estas atividades
biolégicas (RAJASEKARAN, 2011). Estudos tém demonstrado que fenois e grupos metoxi
sdo os responsaveis pelas propriedades biolégicas da curcumina, ja que este &€ um
composto polifendlico e estes sado essenciais para a inibicdo de prostaglandinas e
leucotrienos (LI, et al., 2011; MAHESHWARI, et al., 2006; RAMSEWAK, DeWITT, NAIR,
2000; AHSAN, et al., 1999). Outra agao antiinflamatéria da curcumina se da pela
inibicdo do fator de transcricdo kappa B (NF-kB), que regula a liberagao das citocinas pro-
inflamatorias (LUER, et al., 2011). Pesquisas tem demonstrado o efeito anti-inflamatorio
da curcumina na mucosite; contudo os estudos que associam a relacdo da curcumina
com a mucosite bucal sdo escassos (LUER, et al., 2014; ELAD, et al., 2013). Nosso grupo
vem estudando o efeito da curcumina no reparo da mucosite bucal quimioinduzida em
hamster através de analise clinica e histologica. Além disso iremos analisar como é o
reparo da mucosite através do estudo de fatores de reepitelizagao pela via mTOR.

Outro fitoterapico que vem sido estudado é o prépolis. Foi demonstrado por
BENKOVIC et al. (2008) e ORSOLIC et al. (2007) em experimentos com modelo animal
que, por meio dos seus flavonoides, o prépolis possui propriedades radioprotetoras.
Segundo esses autores, os flavonoides além de potentes antioxidantes, sdo dotados de
atividades anti-inflamatérias e antifungicas; e dessa forma podem contribuir para o

controle da mucosite.
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Apesar do surgimento constante de novas terapias para o controle da severidade
da mucosite bucal, o ideal &€ impedir que a manifestacdo desta. Atualmente, a
fotobiomodulacdo (FBM) tem demonstrado efetividade n&o s6 no reparo acelerado destas
lesbes, mas também na prevengdo. A FBM tem sido amplamente utilizada em varios
processos patologicos, dentre os quais a cicatrizagdo de feridas e condigdes
inflamatorias. Basicamente, a fototerapia trata-se de um tratamento alternativo, nao
invasivo e auxiliar na aceleragcédo de processos cicatriciais, modulagdo celular e analgesia.
Estes efeitos podem estar relacionados com a agao do laser aumentando o metabolismo
celular, o potencial regenerativo dos tecidos, a neovascularizagdo e a formagao de tecido
cicatricial (CRIVELO, 2010; MARQUES, et al., 2004; PEREIRA, et al,. 2002; ALMEIDA-
LOPES, et al., 2001; KARU, et al. 1989).

A terapia com FBM é baseada na utilizacdo de irradiacdes de luzes capezes de
influenciar no comportamento celular, a luz é absorvida por moléculas do tecido alvo
(cromoforos ou fotoreceptores) que possuam afinidade por determinado comprimento de
onda. A absorgéo de luz da energia luminosa ocorre em nivel atémico, os elétrons captam
a energia luminosa e partem para um estado exitado de enregia, esta energia é utilizada
pelas células nas suas fungbes metabdlicas e a energia luminosa é transformada em
outro tipo de energia, a qual a célula € capaz de reconhecer e responder (CRIVELO,
2010; KARU 1987). Apds as reagdes primarias, de fotorrecepgao, € desencadeada uma
cascata de reagdes secundarias que ocerrem na auséncia de luz, aplificando as reacdes
primarias. Existem diversas teorias, que ndo estdo completamente elucidaddas, para
explicar essas reagdes na auséncia de luz (CRIVELO, 2010). Entre essas teorias esta a
Teoria de Karu 1987, que utiliza a cadeia respiratoria, a nivel mitocondrial, para explicar
essas reagdes secundarias. Segundo KARU (1987), apos a absor¢do de luz do laser de
baixa poténcia pelos componentes celulares da cadeia respiratéria nas mitocondrias,
ocorrem diversas reacdes bioquimicas em toda célula que traduzem o estimulo sofrido e
sinalizam ao nucleo, propiciando a resposta biolégica (CRIVELO, 2010; KARU, 1997).

A FBM, também conhecida como laseres de baixa intensidade ou baixa poténcia, é
utilizada em terapias, ao contrario dos de alta intensidade, que sdo usados com finalidade
de corte ou cirurgica. Os laseres de baixa poténcia mais utilizados sao os de Hélio-Nebnio
e o laser de Diodo, que emitem luz na faixa do visivel (vermelho) e na faixa do
infravermelho, respectivamente. A onde emitida na faixa do vermelho apresenta um
comprimento entre 630 e 690 namométros (nm), e o infravermelho esta situado na faixa
de 760 e 850 nm, sendo o mais utilizado o de 830 nm (ALMEIDA-LOPES, 2012;
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CRIVELO, 2010). O laser vermelho apresenta finalidade de reparagdo de tecidos mais
superficiais, pois seu comprimento de onda ndo permite uma permeabilidade da luz nos
tecidos profundos. Ja o laser infravermelho é utilizado quando ha a necessidade de
influenciar tecidos mais profundos, ou quando se espera efeito analgésico (CRIVELO,
2010).

Pesquisadores tém realizado estudos para avaliar os efeitos da FBM, isoladamente
ou em combinacdo com outras terapéuticas para tratamento e prevengao da mucosite
bucal. Resultados apresentam ndo somente a diminuigdo da intensidade da dor, como a
diminuicdo da severidade da mucosite, sem apresentar efeitos colaterais (CHOR, et al.,
2010; EDUARDQO, et al., 2009; KHOURI, et al., 2009; ZANIN, et al., 2010; ANTUNES, et
al., 2007; CRUZ, et al., 2007; JAGUAR, et al., 2007; SCHUBERT, et al., 2007; ARUN
MAIYA, et al., 2006; SANDOVAL, et al., 2003; MIGLIORATI, et al., 2001; BENSADOUN,
et al., 1999; COWEN, et al., 1997; BARASCH, et al.,1995). Em junho de 2011, foi
publicado um estudo de Revisdo Sistematica em que BJORDAL et al. (2011) mostram a
validade da FBM, aplicado com doses de 1 a 6 J por ponto, mostrando que o FBM foi
estatisticamente eficaz na prevengcdo da mucosite bucal, promovendo reducido da
severidade, dor e tempo de duracéo das lesdes.

Nosso grupos vem trabalhando com FBM em mucosite bucal. Recentemente
observamos a ac&o do laser na patobiologia da mucosite através do modelo animal.
Analisamos protocolos preventivo, terapéutico e combinado, confirmando que a FBM
diminui a severidade da mucosite bucal por ativar o fator de transcricdo NF-kB (CURRA,
et al., 2015).

O Mucositis Study Group of the Multinational Association of Supportive Care in
Cancer and International Society of Oral Oncology (MASCC/ISOOQ) publicou diretrizes de
pratica clinica para controle da mucosite bucal (LALLA, et al., 2014). Este grupo de
estudiosos apresenta grande influéncia no controle dos efeitos adversos da terapia
antineoplasica e € amplamente seguido pelos profissionais do mundo inteiro. Este
guideline publicado em 2014 recomenda: (1) 30 minutos de crioterapia oral para
prevencado de mucosite em pacientes submetidos a quimioterapia com 5-fluouracil; (2) uso
de fator de crescimento de queratindcitos humanos recombinados (KGF-1/palifermina)
para prevencdo de mucosite em pacientes recebendo altas doses de quimioterapia ou
radioterapia de todo corpo submetidos a TCPH; (3) FBM (comprimento de onda a 650 nm,
poténcia de 40 mW, e cada centimetro quadrado tratado com o tempo necessario de dose

de energia para um tecido de 2 J/cm2) para prevencdo de mucosite em pacientes
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recebendo condicionamento para TCPH com altas doses de quimioterapia, com ou sem
irradiacdo de todo corpo; (4) controle da analgesia com morfina para tratar a dor
relaionada a mucosite em pacientes submetidos a TCPH; (5) e uso de enxaguatério com
benzidamina para prevenir a mucosite em pacientes com cancer de cabeca e pescogo
recebendo doses moderadas de radiacdo (acima de 50 Gy) sem quimioterapia
concomitante. Além disso, € sugerido que seja realizado um cuidado bucal basico, com
escovacgao dentaria, uso de fio dental e enxaguatérios bucais para prevengado de mucosite
em todos os pacientes com risco de desenvolvé-la.

Neste guideline, além da FBM, é sugerido o uso de crioterapia quando for realizada
quimioterapia com o antineoplasico 5-FU. A crioterapia bucal consiste na aplicacao de de
gelo a mucosa durante a administragdo de agentes quimioterapicos. Este tratamento
provoca vasoconstricdo local e diminuicdo do fluxo sanguineo para a mucosa bucal,
resultando em diminuicdo da exposi¢cdo da mucosa oral a farmacos citotdéxicos. Em
contraste com outras estratégias e agentes, crioterapia bucal € um método que apresenta
facil aplicagdo e baixo custo (WANG, et al.,, 2015, KARAGOZOGLU, FILIZ ULUSOY,
2005). Existem evidencias que, n&o sO para o 5-FU, mas para outros protocolos que
incluem quimioterapicos como melfalan e etoposide, a crioterapia pode diminuir a
incidéncia e severidade da mucosite bucal (WANG, et al., 2015; KANUGA, 2013;
WORTHINGTON, et al., 2011). A escolha desta técnica deve compreender ndo so o tipo
de quimioterapico que esta sendo utilizado, mas também o tempo de infusdo. Protocolos
em que o queimioterapico € infundido por um longo period faz com que a crioterapia nao
seja exequivel. Sendo assim, a crioterapia bucal proporciona profilaxia facilmente
realizavel e com bons resultados, desde que empregada corretamente.

Outra forma de prevengao da mucosite bucal relatada no guideline € o cloridrato de
benzidamina. Este € uma solugdo alcodlica composta por agente anti-inflamatério nao
esteroidal, de uso tdépico que possui propriedades analgésicas, anestésicas e
antibacterianas. Estudos recentes demonstram que a benzidamina possui capacidade de
reducdo da mucosite em fungdo da diminui¢cdo da produc¢ao de TNF- q, fator importante
na patobiologia da mucosite bucal. Varios estudos clinicos sugerem que a benzidamina,
aplicada topicamente, é eficaz na diminuicdo da severidade de condigbes inflamatérias,
como a mucosite bucal induzida pelo tratamento antineoplasico (radio ou quimioterapia).
A benzidamina contribui ndo apenas para retardar a progressdao da mucosite, mas,
também, reduz a intensidade da dor e, portanto, € mais eficiente no controle da mucosite

induzida por radiagdo; sendo o unico agente topico que demostra essa caracteristica
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(NICOLATOU-GALITIS, et al., 2013; RODRIGUEZ-CABALLERO, et al., 2012; EILERS &
MILLION 2011; SONIS, 2011; ROOPASHRI, et al., 2011; ROSENTHAL, et al., 2009;
RUBENSTEIN, et al. 2004; EPSTEIN, et al. 2001).

Também usados como método preventivo, estdo os fatores de crescimento, como
o fator de crescimento de queratindcitos humanos recombinante (KGF, a palifermina).
Recentemente a palifermina recebeu autorizacdo da ANIVSA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para ser utilizada no Brasii (RESOLUCAO DA DIRETORIA
COLEGIADA - RDC N° 64, DE 17 DE OUTUBRO DE 2014); no entando, devido ao seu
alto custo, dificilmente é utilizada. A ac&o da palifermina esta no fato de proteger a
mucosa de altas doses de quimioterapia. Muitos autores tem demonstrado que a
palifermina administrada em carater preventivo esta associado redugdo do grau de
severidade de mucosite bucal apresentando melhor qualidade de vida (LUCCHESE, et al.,
2016; NGUYEN, et al., 2015; LAURITANO, et al., 2014; FINCH, et al., 2013; VADHAN-
RAJ, et al., 2013).

Embora existam muitos grupos trabalhando com tratamentos e prevencédo de
mucosite bucal, devemos continuar mantendo o foco nos fatores associados ao
desenvolvimento dessa lesdo, a fim de oferecer protocolos cada vez mais efetivos no

controle da sua incidéncia e gravidade.
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OBJETIVOS

ARTIGO 1

Geral

Analisar a incidéncia e severidade de mucosite bucal em pacientes submetidos a
TCPH e que receberam cuidados bucais e FBM como protocolo preventivo de mucosite
bucal.

Especificos

Analisar a incidéncia de mucosite bucal e sua relagdo com o estado de saude bucal
em pacientes submetidos ao TCPH e que receberam cuidados bucais e FBM como
protocolo preventivo de mucosite bucal.

Analisar o desenvolvimento e severidade de mucosite bucal com niveis de leucécitos
e neutrofilos em pacientes submetidos ao TCPH e que receberam cuidados bucais e FBM
como protocolo preventivo de mucosite bucal.

Analisar a incidéncia e severidade de mucosite bucal e sua associagdo com niveis
de IL-1p com o desenvolvimento da OM em pacientes submetidos ao TCPH e que

receberam cuidados bucais e FBM como protocolo preventivo de mucosite bucal.

ARTIGO 2

Geral

Analisar a incidéncia e severidade de mucosite bucal em pacientes oncopediatricos.

Especificos

Analisar a incidéncia de mucosite bucal e sua relagdo com o protocolo
quimioterapico utilizado em pacientes oncopediatricos.

Analisar a incidéncia de mucosite bucal e sua relagdo com o toxicidade
hematolégica (nivel de plaquetas, leucocitos, neutrofilos e hemoglobina) em pacientes
oncopediatricos.

Analisar a incidéncia de mucosite bucal e sua relagdo com toxicidade hepatica
(niveis de bilirrubina, TGO e TGP) e renal (niveis de creatinina e ureia) em pacientes
oncopediatricos.
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ARTIGO CIENTIFICO 1*

A prospective study of incidence of oral mucositis and it association with gingivitis,
neutropenia, leukopenia and IL-1B8 serum level in patients undergoing hematopoietic

stem cell transplantation submitted to preventive oral mucositis protocol

Este trabalho da tese esta escrito em forma de artigo e seguiu as normas da revista
Support Care Cancer. Fator de impacto atual 2.36. Qualis Capes- A1- Odontologia
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Abstract

Objectives: The aim of the present study was to analyze the incidence of oral mucositis
(OM) and the relationship between oral health status, neutropenia, leukopenia and IL-1f3
levels with the development of OM in patients submitted to hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT).

Methods: This prospective cohort single-center study included 54 consecutive patients
submitted to HSCT. Data regarding demographics and medical history were collected.
Oral health measurements including plaque index (Pl), gingival index (Gl) and number of
decayed, missing and filled teeth (DMFT) and oral mucosal surfaces examination were
performed. Previous to HSCT, all patients received dental treatment and
photobiomodulation (PBM) with InGaAIP diodo laser as OM preventive protocol. Patients
were daily assessed during HSCT. OM scores (World Health Organization - WHO scale),
neutrophils and leukocytes count and IL-13 analysis were performed on conditioning, D+3,
D+8. Possible associations OM with oral health measurements neutrophils and leukocytes
count and IL-1B were analyzed using conditional Fisher’'s exact test.

Results: Oral mucositis was observed in 34 patients (62.9%) classified as: Grade 1: 13
(24.1%) patients; Grade 2: 14 (25.9%) patients; Grade 3: 3(5.5%), Grade 4: 4 (7.4%).
Allogeneic HSCT patient’s exhibited higher grade of OM compared to autologous. On D+3,
association between the severe OM and severe gingivitis (p=0.01), neutropenia (p=0.03)
and leucopenia (p=0.04) were observed. Patients with OM showed significant association
with lower levels of IL-1f, it was observed at conditioning (p=0.048), D+3 (p=0.01) and
D+8 (p=0.005).

Conclusions: Patients submitted to HSCT with severe gingivitis previous to chemotherapy
and that presented severe neutropenia and leukopenia exhibited association with OM
development. Further investigation will be necessary to better understand the exact role

that IL-1P3 plays in the context of mucositis pathobiology.

Key-words: oral mucositis, hematopoietic stem cell transplantation, oral status,
neutropenia, leukopenia, IL-1

42



Introduction

Patients undergoing to hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) can present
several side effects [1,2]. One of the most common and painful is oral mucositis (OM). This
complication develops in approximately 75% to 100% of patients submitted to HSCT [3-7].
Clinical manifestation of oral mucositis varies from erythematous, erosive and/or ulcerative
lesions with mild to severe pain [8,9]. Severe mucositis can lead to significant impairment
of quality of life, prolongation of hospital stay, increases in re-admission rates,
compromises the patient’s nutritional status as well as discontinuation of cancer therapy
and occasionally death [10-12].

The pathobiology of OM is not fully understood and encompasses a multifactorial
cascade of biological events explained by a sequence of five stages: initiation,
upregulation/activation, signal amplification, ulceration, and healing. It is thought to involve
direct and indirect mechanisms. Direct mucosal injury by radiotherapy (RT) and
chemotherapy (CT), while indirect damage results from the release of inflammatory
mediators, therapy induced neutropenia, oral microbiome and environment. Although
several aspects of OM development have been defined, accumulating data demonstrate
that there are more complexity than was originally described.

The most described risk factors of developing OM are the potential aggressiveness
of antineoplastic agent, the therapeutic regimen, duration of treatment, dose intensity and
use of others drugs concomitant or previous treatment [1,13,14]. High incidence of severe
oral toxicity is observed in patients with multiple myeloma (MM), non-Hodgkin’s lymphoma
(NHL), acute myeloid leukemia (AML) who underwent high-dose dose melphalan, BEAM
(carmustine, etoposide, cytarabine and melphalan), and BuCy (bussulfan plus
cyclophosphamide) conditioning regimens, respectively and autologous ou allogeneic
HSCT [4,6,15]. Usually, the combined treatment radiotherapy (RT) and chemotherapy
(CT) may increase the severity of OM [16]. Lower doses of CT in prolonged or repetitive
administration have been associated with an increased risk for OM when comparing to
bolus infusions.

The intensity and prevalence of OM can also vary depending on indirect factors as
defects of certain metabolic enzymes or impaired renal or hepatic function that delayed
elimination of antineoplastic agents, malnutrition, degree of immunosuppression, oral
hygiene status, xerostomia and genetic polymorphisms [17-20].

Nowadays, it has been described that preventive protocol using photobiomodulation
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(PBM) is an important tool to reduce the incidence and severity of OM in patients receiving
high doses of CT or chemoradiotherapy before HSCT [21,22]. However, some patients still
presenting OM and risk factors associated to this condition need to be evaluated. Other
important aspect is the hypothesis that OM pathogenesis is partly related to a microbial
interaction with the oral tissues [23-25]. In this way, control of plaque and periodontal
diseases previously to chemotherapy could influence OM development. Here, we aimed to
analyze the incidence of OM and the relationship between some risk factors as oral health
status, neutropenia, leukopenia and IL-13 serum levels with the development of OM in
patients submitted to HSCT that received oral care before CT and PBM as a preventive
protocol for OM.

Patients and methods

The present prospective cohort study received approval from the Human Research
Ethics Committee (HCPA protocol 12-0173). All participants signed a statement of
informed consent prior to any clinical procedure.

Fifty-four consecutive patients older than 13 years old submitted to HSCT were
enrolled in the study between June 2012 and October 2013. Exclusion criteria included
patients that received antibiotic prophylaxis before any medical/dental procedures, recent
periodontal therapy (within the previous 6 months), children and edentulous.

Figure 1 displays the study flowchart. Upon enroliment, demographics and medical
history were assessed through interview during initial consultation. Oral health
measurements including plaque index (Pl), gingival index (GIl) and number of decayed,
missing and filled teeth (DMFT) (WHO, 1997) and oral mucosal surfaces examination were
performed.

Full-mouth periodontal and dental variables were assessed by 02 examiners
(JUCMCB e MC). The plaque and gingival index were recorded by assigning a score from
0-3 to each surface and calculating the full-mouth mean score. PIl, which is a measure for
oral hygiene (Loe 1963) were scored on a scale of 0 to 3 (no plaque, plaque seen after
probe on, moderate visible plaque, and abundance of plaque). Gl, a measure for gingival
inflammation (Silness & Loe, 1966) was classified as: grade 0 (no alteration), grade 1 (mild
inflammation, erythema and edema without bleeding on palpation), grade 2 (moderate
inflammation, redness, edema and shiny surface with bleeding on palpation) and grade 3
(severe inflammation, intense redness and edema with spontaneous bleeding). An

analysis of all measurements was performed and the 75th percentile was considered the
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cut-off point.

After the measurement of the above indexes all the patients received oral care
previous to chemotherapy that consist of: (1) restoration of carious lesions that do not
need endodontic treatment; (2) corrections of ill-fitting restorations and/or prosthesis; (3)
extractions of teeth with poor prognosis (periodontal involvement, the need for endodontic
treatment, residual roots or major coronary destructions); (4) full-mouth non-surgical
periodontal treatment (i.e. scaling and root planning); (5) oral hygiene instructions (tooth
brushing with soft brushes, rinsing with chlorhexidine digluconate (0.2%).

Chemotherapy conditioning to HSCT were initiated from 3 (D-3) to 7 (D-7) days
before of stem cells infusion. The HSCT occurred in day 0 (DO). The entire patients were
evaluated every day during all cancer treatment. As recommended by oral mucositis
guideline [26] photobiomodulation (PBM) as a preventive and treatment for oral mucositis
measure were used. All patients received PBM daily, from the beginning of conditioning to
D+15 for autologous transplant and D+21 for allogenic transplant. PBM was applied using
a continuous wave diode laser (InGaAIP; MM Optics, Sado Carlos, SP, Brazil) with a
wavelength of 660 nm (visible-red). The irradiation parameters were, as follows: spot size
of 0.04cm?, power output of 40 mW, energy density of 6 J/cm?, 6-s exposure time per
point, and 0.24 J of total energy per point.

OM was clinically examined by dentist and described on conditioning (D3 or D-7),
D+3, D+8, D+15 and D+21 according the World Health Organization (WHO) scale (grade
0 = no mucositis; grade | = erythema without lesions; grade Il = ulcers, but able to eat;
grade |ll = painful ulcers but able to consume liquid food (nutrition), with analgesia for
support; grade IV = requires parenteral or enteral support and continuous analgesia). In
the same periods of analysis, blood samples were obtained for absolute neutrophils and
leukocytes count and IL-1B analysis. The mean and standard deviation of neutrophils and
leukocytes count were analyzed in each period. Neutropenia was classified as: severe
(<500cells/mm?), moderate (500 to >1000 cells/mm?®) or low (21000 to <1500 cells/mm?).
Leukopenia was classified as: severe (<200cells/mm?®), moderate (<200 to >500

cells/mm?®) or low (=500 cells/mm?).
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* Oral health measurement:
Pl, GI, DMFT, oral mucosa
* Oral care protocol

v —

Conditioning: D-7 to D-3

* PBM daily
660nm, 40mW, 6J/cm?,
6s, 0.24J/point

HSCT autologous — DO HSCT allogeneic — DO * Blood Analysis
(n=29) (n=25) | 1L-18
Neutrophils count
l l Leukocytes count
D+3 * Oral mucositis
D+8 D+8 analysis (WHO)

D+15 D+15
D+21 —

Figure 1: Flowchart showing subject enroliment and all the evaluations performed.

Enzyme-Linked Imnmunosorbent Assay (ELISA)

Levels of IL-13 were quantified by ELISA using commercial kits (Kit DuoSet for
determination of human IL-13, ELISA, DV-201, R&D) in accordance with the
manufacturer’s instructions.

The reading of the reaction was performed in a microplate reader (iMark Microplate
Absorbance Reader With Microplate Manager Software, BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA) at 620 nm (A620nm). The experiment was done in duplicate samples. A five-

parameter curve was constructed for quantification of IL-1f3.

Statistical Analysis

Basic statistical univariate analyses were carried out using Stata software (Version
10.1, Stata Corporation, College Station, Texas USA). Possible associations of cases
(patients with oral mucositis) or controls (patients without oral mucositis) with gingivitis
were analyzed using conditional Fisher’s exact test. The P < 0.05 values compared the

presence and absence of characteristics were considered as indicating statistically
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significant differences.
Results
Patient characteristics and oral assessment outcomes

As shown in Table 1, the 54 patients who underwent HSCT in this study were
distributed in the range of 13 to 71 years old (39.7 + 13.5). The male gender accounted for
29 cases (53.7%) and the female for 25 cases (46.3%). About 87% were Caucasian. The
most frequent diseases were multiple myeloma (31.5%) and acute myeloid leukemia
(18.5%). Among the patients that were submitted to autologous HSCT, 58.6% presented
multiple myeloma and 36% of allogeneic transplantation had the diagnosis of acute
myeloid leukemia. The most common conditioning regimens used were melphalan
(33.4%), busulfan plus cyclophosphamide (BuCy- 22.2%) and carmustine, etoposide,
cytarabine and melphalan (BEAM- 22.2%).

Oral assessment outcomes of the overall population showed DMFT of 15.9 + 7.2,
mean of Pl (0.31) and Gl (0.25). Pl was higher in allogeneic HSCT (P1=0.45) and Gl was
higher in autologous HSCT (GI=0.27) (Table 1).

Oral mucositis was observed in 34 patients (62.9%) classified as: Grade 1: 13
(24.1%) patients; Grade 2: 14 (25.9%) patients; Grade 3: 3(5.5%), Grade 4: 4 (7.4%)
(Table 1).

Table 2 and 3 demonstrates the patient’s distribution according to OM grading and
period of evaluation in autologous and allogeneic HSCT, respectively. Our results
demonstrate that on D+8, patients submitted to allogeneic HSCT exhibited higher grade of
mucositis compared to patients submitted to autologous HSCT (Figure 2).
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Table 1. Patient distribution according to demographic characteristics, diagnosis, type of
HSCT, conditioning regimen and oral health outcomes.

Variable Absolute Relative
frequency (n°) frequency (%)
Number of patients 54 100
Gender
Male 29 53.7
Female 25 46.3
Age (mean £ SD) 39.7 £13.5
Ethnic
Caucasian 47 87.0
Non Caucasian 7 13.0
Smoking Status
Yes 5 9.3
No 49 90.7
Alcool comsuption
Yes 4 7.4
No 50 92.6
Diagnosis
Multiple myeloma 17 31.5
Acute myeloid leukemia 10 18.5
Non-Hodgkin lymphoma 08 14.8
Hodgkin lymphoma 07 13.0
Acute lymphoblastic leukemia 06 111
Chronic myeloid leukemia 02 3.7
Myelodysplastic syndrome 02 3.7
Outros 02 3.7
Donor type
Autologous 29 53.7
Allogeneic 25 46.3
Conditioning regimen
Melphalan 18 33.4
BuCy* 12 22.2
BEAM** 12 22.2
Cyclophosphamide + TBI* 08 14.8
Fludarabine + Melphalan 04 7.4
DMFT (mean £ SD) 156972
Periodontal Diseases
No gingivitis/low 40 741
Severe gingivitis 14 25.9
Oral Mucositis Scores
Grade 0 20 371
Grade 1 and 2 27 50
Grade 3 and 4 7 12.9

*BuCy -Busulfan + Cyclophosphamide
**BEAM- carmustine+etoposide+cytarabine+melphalan
* TBI- total body irradiation
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Table 2. Autologous patient’s distribution according to oral mucositis score and period of

evaluation.
GO Gl G2 G3 G4
Conditioning 26 3 0 0 0
D+3 17 8 4 0 0
D+8 18 5 4 2 0
D+15 28 0 1 0 0

Table 3. Allogeneic patient’s distribution according to oral mucositis score and period of

evaluation.
GO Gl G2 G3 G4
Conditioning 22 3 0 0 0
D+3 15 7 2 1 0
D+8 10 2 8 1 4
D+21 20 2 1 1 1
1,6
1,4
= =*Allogeneic HSCT
é 1.2 <& Autogous HSCT
2 1
.‘7"
S 08
=
=
5 06
()]
T
S 04
o
0,2
0
Conditioning D+3 D+8 Final

Figure 2. Oral mucositis scores in allogeneic and autologous since conditioning to the final

of treatment.

Severe Mucositis is associated with Severe Gingivitis
OM is an inflammatory condition that may be associated with deregulation of
inflammatory responses as periodontal disease [26]. In the present study among the 54

patients, 40 (74.1%) exhibited no/low gingivitis and 14 (25.9%) presented severe gingivitis.
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However, we observed an association between the occurrence of severe mucositis and
severe gingivitis (p=0.01, Fischer's exact test) (Figure 3). It indicates that patients who
experience severe mucositis during the post-HSCT period presented severe gingivitis at

the initial exam.

80
No Gegivitis/Low

70 R
B Severe Gengivitis

60

50

40

30

20 I

10

Percentage of patients

(%)

No Mucositis/Low Severe Mucositis

Figure 3. Analysis of mucositis in Day +8 (percentage) and gingivitis in patients submitted
to HSCT (p=0.01, Fischer’s exact test).

Oral Mucositis development is associated with neutropenia and leukopenia

Usually, patients submitted to HSCT received conditioning chemotherapy protocol
that lead to NADIR after 7-12 days, which represents the “lowest point” of platelets and
white bloods cells [27]. In our patients, the means of neutrophils on conditioning period
was 4,861.56 cel/mm?® and presented a significant reduction on D+3 (433.62 cell/mm®)
and D+8 (130.90 cell/mm?). At D+3 we observed that patients with OM presented lower
neutrophils count (417.13 cellssmm?®) than patients without OM (813.93 cells/mm?). A
significant association among presence of OM and severe neutropenia was observed

(p=0.03). On D+8 all patients showed severe neutropenia indicating the NADIR period.
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Other important finding was the difference in neutrophils cells number observed
between autologous and allogeneic HSCT. Patients submitted to allogeneic HSCT showed
lowest level of neutrophils on D+3 (p=0.01) and D+8 (p<0.001).

Similar results were observed on leukocytes analysis. Leukocytes on conditioning
period were 6,947 .46cel/mm?® and a significant reduction was detected on D+3 (546.98
cel/mm?®) and D+8 (126.71 cell/mm?®). At D+3 we observed that patients with OM showed
lower leukocytes count (292.85 cells/mm?®) than patients without OM (801.11cell/mm?®). A
significant association among presence of OM and severe leukopenia was observed
(p=0.04). On D+8 all patients showed severe leukopenia indicating the NADIR period.

Patients submitted to allogeneic HSCT had a significant lower level of leukocytes
than those recipients included in the autologous program on Day +3 (p=0.01) and D+8
(p=<0.01).

Oral Mucositis development is associated with reduction in IL-18 levels

Changes in levels of pro-inflammatory cytokines in serum and their association with
non-hematological side effects of HSCT have been described [28]. Here, we evaluated IL-
18 mean level of all patients on conditioning period, D+3 and D+8. Analyzing in separate
patients with and without OM we observed that the group without OM presented similar
high mean of IL-18 during the period analyzed (conditioning, D+3 and D+8) (Huynh-Feldt,
test, p= 0.57). Patients with OM showed significant reduction of IL-1 B8 since the condition
through D+8 (Table 4). An important association between OM and lower levels of IL-1f
was observed at conditioning (p=0.048), D+3 (p=0.01) and D+8 (p=0.005). These results

indicate that patients with OM exhibited lower IL-1f levels.

Table 4: Mean level of IL-1B (pg/dL) in patients with and without oral mucositis during
conditioning, D+3 and D+8.

Conditioning D+3 D+8 p value
OM Absence 6.3 6.2 6.05 0.86
OM Presence 24 0.55 0.15 0.57
p value 0.048 0.01 0.005
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Discussion

OM is a very common debilitating adverse effect related to toxicity and
myelosuppression stemming from cancer treatment, such as CT, head and neck RT or
conditioning to HSCT. Clinical manifestations of OM include signs and symptoms of an
inflammatory process, ranging from mild erythema, edema and soreness to extreme pain
and ulceration [8,9]. Severe OM (WHO scale, grade 3 and 4) can negatively influence
daily activities such as speaking, eating and swallowing, as well patient’'s prognosis and
have important economic impact, resulting from costs associated with management of the
symptoms and prolonging hospitalization [10-12,29,30]. The knowledge of pathobiology
and risk factors to OM are necessary to progress in its treatment and prevention.
Therefore, the aim of the present study was to analyze the relationship between oral
health status previous to HSCT, neutrophils and leukocytes counts, and IL-13 levels with
the development of OM in patients submitted to allogeneic and autologous HSCT. We
performed a prospective cohort study and evaluated 54 patients undergoing to HSCT
submitted to oral care and PBM protocols. Our main results indicate a lower incidence and
severity of OM compared to the literature. Also, our findings showed that the development
of OM, specially the severe grade, were associated with presence of severe gingivitis prior
to HSCT, severe immunosuppression (neutropenia and leukopenia) and lower levels of IL-
1B at D+3 after HSCT.

The incidence and severity of OM in patients undergoing HSCT depends of several
factors as HSCT type (allogeneic or autologous), conditioning regimen and the use of
methotrexate (MTX) for prophylaxis of graft versus host disease (GVHD) [1,13,14]. In
general, 75% to 100% of patients submitted to HSCT showed some degree of OM of
which, 50 to 75% are classified as OM grade 3 or 4 [4-7]. In the present study, in
agreement with literature, allogeneic HSCT patient’s exhibited higher grade of mucositis
compared to autologous [31]. However, OM was observed in 34 patients (62.9%) and only
7 patients (12.9%) presented severe OM. This important reduction in the incidence and
severity of OM was expected based in fact that; all patients received oral care previous to
chemotherapy and daily PBM as a preventive and treatment protocol for OM. Since 2010
our service used these protocols as a routine in all patients submitted to HSCT based in
positive effects described in literature [32-35]. According to Sabater-Recolons et al 2006
[35] the maintenance of healthy oral cavity during oncological treatment, associated with

absence or less intensive plaque or gingival inflammation, is a factor that would condition a
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lower and less serious incidence of mucositis. In parallel, several clinical studies have
shown the positive effect of PBM to prevent and reduce OM severity [36-39]. Based on
these studies, MASCC/ISOO (Multinational Association of Supportive Care) clinical
practice guideline recommends PBM to prevent OM in patients receiving high doses of CT
or chemoradiotherapy before HSCT. Also, some studies demonstrate an economic value
to PBM based in fact that this tool reduce costs that result in US$ 5000 per oral mucositis
case prevented [10,12,40]. This cost could be explained in general by the fact that patients
with severe OM need treat pain and fungal/bacterial infections and, at sometimes, needs
gastrostomy feeding tubes and prolonged hospitalization.

Despite the reduction in OM with the oral care and PBM protocols used, our study
describes interestingly findings regarding OM and periodontal diseases. We observed an
important association between the occurrence of OM and gingivitis indicating that patients
who experience severe mucositis during the HSCT period presented severe gingivitis
before chemotherapy. OM represents an inflammatory response of mucosal lining to
chemotherapy and/or radiotherapy damage. While, periodontal diseases are also
inflammatory responses related with bacterial challenge and represents a local barrier
damage due to open sores in the mucosa and consequent infiltration by pathogens,
bacterial endotoxins, and proinflammatory cytokines [25]. Therefore, it is lawful to assume
that OM and periodontal diseases may be correlated as they represent a dysregulation of
the inflammatory response. In case of HSCT, patients experience an important
immunosuppressive condition induced by CT and the presence of some degree of
periodontal diseases previously or during the CT can act as source of microorganism and
stimuli to mucosal breakdown leading to oral mucositis [18,19,25]. Recently, Khaw et al
(2014) investigated periodontal diseases experience and severity of radiation-induced OM.
These authors demonstrated that patients with healthy gingival status presented mucositis
in 46.2% of cases; patients with slight inflammation, in 60.0%; patients with moderate
inflammation, 69.2%; and patients with severe inflammation, presented 100% mucositis.
These results are in accordance with our study, establishing that healthy gingival status
during conditioning is associated with a lower severity of OM and support that gingivitis
may aggravate oral mucosa inflammation status.

The pathogenesis of oral mucositis is not fully understood, yet it is thought to
comprise direct and indirect mechanisms that lead to a series of dynamic interactions
among molecular and cellular events involving all elements of the mucosa (epithelium and

connective tissue) [41,42]. Some indirect stomatotoxic effects have been postulated to
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contribute to the development of oral mucositis like release of inflammatory mediators, loss
of protective salivary constituents, and therapy induced immunosuppression. Regarding
immunosuppression, some studies appointed that leukopenia and neutropenia promote
reduction in humoral and cellular immune defenses and play a significant role in various
infectious complications and could aggravate diverse inflammatory processes like oral
mucositis [43]. In the present study, we observed at D+3 a significant association among
presence of OM and severe neutropenia and severe leukopenia. Patients that presented
lower levels of both cells exhibited OM. In addition, patients submitted to allogeneic HSCT
showed significant lower level of neutrophils and leukocytes when compared to autologous
at D+3 and D+8. These findings indicated that lower levels of neutrophils and leukocytes
count could be risk factors for developing oral mucositis and should be monitored. The
relationship between the neutrophil and leukocytes count and the occurrence of mucositis
is not completely understood however, it is well known that healing of mucositis is
associated with neutrophil recovery [2,44,45]. Although some investigators have failed to
find a link between OM and neutropenia [10]. Rapoport et al. (2011) [46] noted that
persistence of neutropenia was a risk factor and severity of OM. McCann et al. found that
severe OM duration was positively correlated with time to neutrophil engraftment. Various
studies showed ambivalent results of neutrophil recovery using granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF, filgrastim) or granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF, molgramostim) either given systemically or orally in reducing oral mucositis.
More studies are necessary to improve the knowledge on the relation of neutropenia and
leukopenia and OM.

Other important aspect related to oral mucositis pathobiology is the involvement of
some cytokines such as IL-13, TNF-a, and IL-6 during the five overlapping phases
described for this disease [41,42]. Local tissue levels of IL-18 have been shown to
increase markedly in animal models of induced oral mucositis [47]. However, previous
studies about proinflammatory cytokines synthesis during mucositis in humans and using
serum blood are scarce [26,47]. Here, we analyzed the serum level of IL-13 at the
beginning of conditioning chemotherapy, on D+3 and D+8 in HSCT patients. We observed
that patients without OM presented higher and constant IL-1B levels than those presenting
OM. Patients with OM reveled lower levels of IL-13 at the beginning of conditioning and
decrease gradually until D+8. These results were very striking and unexpected since
clinical evidence from patients undergoing chemotherapy suggests that increases in
cytokines levels occur prior to the development of clinical manifestation such as ulceration
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[26,47-49]. IL-1B is a multifunctional cytokine that has an affect on a wide variety of cell
types as well as interacting with many other cytokines. This cytokine was found to be
critical in the initial phase of OM [41,49] however; it is also described that it could exhibit a
protective effect on oral mucosa against radiation by increasing mucosal cell proliferation
[50]. Thus, higher levels of IL-18 in serum could indicate a protective factor to OM
development by stimulation of epithelial proliferation [51]. Other aspect that could be
considered to justify the cytokine profile in our study could be the influence of some single
nucleotide polymorphism (SNP) of IL-18 resulting in different expression of this protein.

In conclusion, our analysis of prospectively collected data has provided important
insights into the scope of OM risk factors in the setting of HSCT. It should be emphasized
that patients submitted to HSCT with severe gingivitis previous to chemotherapy and that
presented severe neutropenia and leukopenia exhibited higher grade of OM. Further
investigation will be necessary to better understand the exact role that IL-18 plays in the
context of mucositis pathobiology and validate the cytokine analysis using larger patient

cohorts.
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RESUMO

Objetivo: Investigar a relagdo entre incidéncia de mucosite bucal (MB) em pacientes
oncopediatricos submetidos a diferentes protocolos quimioterapicos e sua relagdo com
toxicidade hematoldgica, hepatica e renal.

Metodologia: Foram incluidos 40 pacientes pediatricos submetidos a tratamento
quimioterapico; destes, acompanhados 172 ciclos de quimioterapia (QT). Foram
realizadas analises clinicas do grau de mucosite diariamente desde a infusdo do
quimioterapico (D+1) até quinze dias de tratamento (D+15), além de coleta das
informagdes do quadro hematologico (niveis de plaquetas, leucécitos, neutrofilos e
hemoglobina), hepatico (transaminase glutdmica oxalacética (TGO), transaminase
glutdmica piruvica (TGP) e bilirrubina) e renal (creatinina e uréia) ao longo de todos os
ciclos de QT do tratamento oncolégico. Quando diagnosticada mucosite bucal, os
pacientes receberam fotobiomodulagédo (FBM) como tratamento.

Resultados: Alta incidéncia de mucosite bucal foi observada nos protocolos que utilizaram
doxorrubicina (91,83%), metotrexato (MTX) em altas doses (86,66%), MTX em baixas
doses (80%) e MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina (87,5%). Dentre os protocolos, o
MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina foi o que desenvolveu maior indice de mucosite
bucal severa (50%) e apresentou diferenga significativa (p<0,01) com todos os outros
protocolos entre D8 e D12. Na avaliagcdo dos marcadores de toxicidade hematoldgica,
hepatica e renal pode-se observar que os pacientes que apresentavam mucosite bucal
exibiam menores valores de plaquetas em D1, D5, D10 e D15; menores valores de
leucocitos em D1; menores valores de hemoglobina em D10 e D15; maiores valores de
bilirrubina em D5, D10 e D15.

Conclusdo: A mucosite bucal em pacientes oncopediatricos esta relacionada com o tipo
de protocolo quimioterapico utilizado, com a diminuigdo nos niveis de plaquetas,
leucdcitos, hemoglobina bem como, com o aumento dos niveis de bilirrubina. Os niveis de
plaquetas e de bilirrubina podem ser considerados como fatores de risco para predizer o

desenvolvimento de mucosite bucal.

Palavras chave: mucosite bucal, protocolo quimioterapico, quimioterapia, plaquetas,

leucdcitos, neutrofilos, hemoglobina, bilirrubina
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INTRODUCAO

O cancer infantil € raro correspondendo a 2-3% dos tumores malignos. No Brasil
costuma atingir uma a cada 6000 criangas. Neste grupo, as células neoplasicas tém
origem de células embrionarias primitivas que crescem e se multiplicam rapidamente
sendo os tipos mais comuns leucemias, seguidos de tumores do sistema nervoso central,
linfomas, tumores solidos abdominais (Tumor de Wilms e neuroblastoma), osteossarcoma
e rabdomiossarcoma'?.

A quimioterapia (QT) é o principal elemento do tratamento para o cancer infantil
que tem como mecanismo fundamental a inibicdo ndo-seletiva da proliferagao celular isto
porque, a maior parte dos alvos moleculares sobre os quais os quimioterapicos atuam
estdo também presentes em células nao-tumorais®®. Sabe-se que a toxicidade do
quimioterapico esta relacionada com a forma de agdo, com a dose, além de interagbes
entre as drogas dentro de um protocolo®. Esses farmacos exibem, de modo geral,
estreitas janelas terapéuticas, e, portanto as diferengas entre as doses que produzem o
efeito antitumoral e as que causam toxicidade s&o bastante pequenas. Assim sendo, a QT
tem sido associada a uma série de efeitos adversos que podem levar a modificacdo ou
interrupcdo do tratamento quimioterapico resultando na redugdo de qualidade de vida
e/ou a sobrevida do paciente. Estes efeitos adversos incluem toxicidade hematologica,
hepatica e renal, vomito, diarreia, dermatites, e mucosite bucal (MB)".

A MB é uma reacgao inflamatéria toxica que se manifesta clinicamente como
eritema ou ulceragbes em varios graus de intensidade podendo causar dor leve a severa.
Estas lesdes geralmente levam a diminui¢do significativa da qualidade de vida, uma vez
que podem prolongar o tempo de internac&o hospitalar, influenciar no estado nutricional
do paciente e aumentar a prescri¢do de opidides'®.

Fatores responsaveis por aumentar o risco de incidéncia e severidade de MB vem
sendo estudados. Dentre estes fatores a toxicidade hematoldgica (diminuicdo dos niveis
de plaquetas, leucdcitos, neutréfilos e hemoglobina)®'"'? tem sido pouco avaliada. Outro
fator de risco para MB que tem sido apontado na literatura é o tipo de tratamento a que o
paciente & submetido®'®. Sabe-se que existem grupos e doses de drogas que oferecem
maior risco para ocorréncia de MB; contudo sdo escassos os estudos na literatura que
associam a incidéncia de MB com o protocolo de tratamento utilizado especialmente no
grupo pediatrico.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a incidéncia de MB em
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pacientes oncopediatricos submetidos a diferentes protocolos quimioterapicos e sua
relagdo com toxicidade hematoldgica, hepatica e renal.

METODOLOGIA

Este é um estudo prospectivo de coorte que recebeu aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (protocolo 14-0581). Todos os
responsaveis pelos pacientes assinaram um termo de consentimento e criangas com
possibilidade cognitiva para tal assentiram o mesmo termo antes de iniciarem as

avaliacdes clinicas.

Pacientes

Quarenta pacientes internados no Servigo de Oncologia Pediatrica foram avaliados
neste estudo entre maio de 2015 e margo de 2016. Foram incluidos pacientes de 0 a 18
anos de idade que receberam diagnostico de neoplasias da infancia, submetidos a
tratamento envolvendo apenas quimioterapia, sendo casos novos, € nio recidivas da
doenga.

Todos os pacientes que concordaram em participar da pesquisa receberam
adequacao bucal prévia no inicio do tratamento. Foram coletados dados sobre o paciente
(idade, género), sobre a neoplasia (diagndstico anatomopatolégico e o tratamento
quimioterapico submetido) e sobre o quadro clinico do paciente durante o tratamento.

Avaliagées clinicas

Foram realizadas analises clinicas do grau de mucosite e coleta das informacdes
do quadro hematoldgico (niveis de plaquetas, leucdcitos, neutrofilos e hemoglobina),
hepatico (transaminase glutdmica oxalacética (TGO), transaminase glutdmica piruvica
(TGP) e bilirrubina) e renal (creatinina e uréia) de todos os pacientes ao longo de todos os
ciclos de quimioterapia do tratamento oncoldgico.

A mucosite bucal foi avaliada diariamente desde a infusdo do quimioterapico (D+1)
até quinze dias de tratamento (D+15). A classificacdo de mucosite utilizada neste estudo
foi a descrita pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a qual considera critérios
objetivos e subjetivos, envolvendo o estado fisico e nutricional do paciente, assim como o
aspecto clinico da boca. De acordo com esta classificagdo a mucosite varia do grau 0 ao

grau 4 conforme descrito a seguir: 0 — auséncia de alteragbes na mucosa; 1 — inflamacao
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e eritema; 2 — eritema e ulceracéo (o paciente consegue engolir sélidos); 3 — ulceragao (o
paciente pode apenas ingerir liquidos) e 4 — ndo € possivel se alimentar pela boca. Os
pacientes que desenvolveram mucosite bucal durante o acompanhamento receberam
tratamento com fotobiomodulacéo (FBM), sendo laser de diodo (InGaAIP), spot 0,04cm?,
660nm, 100mW de poténcia, 6,0 J/icm? por 3 segundos por ponto, totalizando 0,24J por
ponto, 3 vezes por semana até melhora da lesao.

Os dados do quadro hematolégico, hepatico e renal foram coletados dos
prontuarios médicos no D+1 (inicio da quimioterapia), D+5 (inicio da imunossupresséo),
D+10 ( pico da Imunossupressao) e D+15. A analise da maior parte desses exames foi
realizada de acordo com a classificagdo do Instituto Nacional de Cancer dos Estados
Unidos — NCI (do inglés, National Cancer Institute) (Tabela 1). Os valores de ureia nao
estdo citados nesta classificagdo, foram utilizados valores até o limite de normalidade

(48mg/dL) como grau 0 e acima de 48mg/dL como grau 1.

Tabela 1: Classificagado dos efeitos adversos de acordo com os critérios do NCI (verséo

Efeito Adverso Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Mielossupressiao
Plaquetas 2200 - 450x10°/mm®  275-<200 x10¥mm® 250 - < 75 x10%/mm’ 210 - < 50x10*/mm® <10 x10*/mm®
Netrofilos >2-6x10*/mm® >1,5-<2x10%mm?® >1-<1,5x10%mm?® 20,5 - < 1x10%/mm’® < 500/mm®
Leucécitos >4 - 14 x10%/mm’® >3- <4x10°%mm® >2-<3x10%mm® 21 - <2 x10*/mm® <1 x10%mm?®
Hemoglobina >13-10,6 g/dl >10-<10,6 g/dl >8-<10 g/dl 26,5-<8g/dl <6,5g/dl

Toxicidade hepatica

Bilirrubina <1 mg/dl >1-1,5 mg/dl >1,5-3,0 mg/dl > 3,0 -10,0 mg/dl > 10,0 mg/dl
TGO <40 UL >40 - 120 U/L >120 — 200 U/L >200 — 800 U/L >800 U/L
TGP <41 UL >41 -123 U/L >123 - 205 U/L >205 - 820 U/L >820 U/L

Toxicidade renal

Creatinina 0.31-0.47 >0.47-0.7 >0.7-1.41 >1.41-2.82 >2.82

RESULTADOS

Pacientes e protocolos quimioterapicos

Foram avaliados 40 pacientes de 0 a 17 anos de idade (8,67 = 4), sendo 24 (60%)
do género feminino e 16 (40%) do género masculino. O diagnostico mais frequente foi de
leucemia, em 18 pacientes (45%), seguido de osteossarcoma (n=08, 20%) e linfoma

65



(n=07, 17,5%), rabdomiossarcoma (n=03, 7,5%), tumores neurais (n=02, 5%),
hepatocarcinoma (n=01, 2,5%) e sarcoma de Ewing (n=01, 2,5%).

Os pacientes foram submetidos a 172 ciclos de quimioterapia. Para fins de melhor
organizacdo dos dados e analise estatistica, os protocolos foram agrupados em 8
diferentes tipos, baseando-se nos grupos de drogas utilizadas. O nome do protocolo foi
dado baseado na droga mais estomatotoxica (Tabela 2). O protocolo mais utilizado nos
ciclos foi a doxorrubicina (protocolo 1), seguido de MTX em altas doses (protocolo 2);
MTX em baixas doses (protocolo 3); MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina (protocolo 4);
ciclofosfamida e doxorrubicina (protocolo 5). Observamos a distribuicdo dos protocolos
por ciclos na Tabela 2.

Tabela 2: Protocolo de tratamento de acordo com quimioterapicos utilizados e numero de

ciclos em foram utilizados.

Protocolo Quimioterapicos Ciclos

1 Doxorrubicina 49 (28,48%)
2 MTX altas doses 45 (26,16%)
3 MTX baixas doses 20 (11,62%)
4 MTX + ciclofosfamida + doxorrubicina 16 (9,3%)

5 Ciclofosfamida + doxorrubicina 15 (8,72%)
6 Citarabina e/ou etoposide e/ou carboplatina 12 (6,97%)
7 Ciclofosfamida 10 (5,81%)
8 MTX + ciclofosfamida 05 (2,9%)

* Altas doses: acima de 5g/m”
** Baixas doses: abaixo de 59/m2

Mucosite bucal esta relacionada ao tipo de protocolo quimioterapico utilizado

A mucosite bucal é uma toxicidade bucal observada frequentemente em pacientes
submetidos ao tratamento antineoplasico. A incidéncia desse efeito adverso é bastante
variada de acordo com o protocolo quimioterapico a que o paciente é submetido*'*.

No presente estudo, dos 172 ciclos avaliados em 143 (83,14%) foi observada
mucosite bucal, sendo classificada como: Grau 1: 62 (36,04%) ciclos; Grau 2: 56

(32,55%) ciclos; Grau 3: 19 (11,05%) ciclos; Grau 4: 6 (3,5%) ciclos. Essa distribuigao
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pode ser observada na Figura 1.

Na Tabela 3 esta demonstrada que a alta incidéncia de mucosite bucal foi
observada nos protocolos que utilizaram doxorrubicina (91,83%), MTX em altas doses
(86,66%), MTX em baixas doses (80%) e MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina (87,5%).
Dentre os protocolos, o MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina foi o que desenvolveu maior
indice de mucosite bucal severa (50%), seguido de doxorrubicina (20,4%). Nos ciclos em
que foram utilizados protocolos baseados no uso de MTX em baixas doses, citarabina
e/ou etoposide e/ou carboplatina e ciclofosfamida, ndo foi observada mucosite bucal

severa.

WGrau 0

MGraul

Ciclos quimioterapicos

Grau 2

MGrau3

Grau 4

Figura 1: Grafico demostrando a divisdo dos graus de mucosite bucal de acordo com o
protocolo quimioterapico utilizado durante os 172 ciclos.
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Tabela 3: Distribuicdo dos graus de mucosite bucal desenvolvidos de acordo com cada
protocolo quimioterapico em todos os ciclos de tratamento.

Protocolo Grau 0 Grau1e2 Grau 3 e 4 TOTAL

Doxorrubicina 4 (8,18%) 35 (71,42%) 10 (20,4%) 49 (100%)
MTX altas doses 6 (13,33%) 34 (75,55%) 5(11,12%) 45 (100%)
MTX baixa dose 4 (20%) 16 (80%) 0 (0%) 20 (100%)
MTX + ciclofosfamida + doxorrubicina 2 (12,5%) 6 (37,5%) 8 (50%) 16 (100%)
Ciclofosfamida + doxorrubicina 4 (26,66%) 10 (66,66%) 1 (6,68%) 15 (100%)
Citarabina e/ou etoposide e/ou carboplatina 7 (58,34%) 5 (41,66%) 0 (0%) 12 (100%)
Ciclofosfamida 2 (20%) 7 (70%) 1(10%) 10 (100%)
MTX + ciclofosfamida 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) 5 (100%)

Na Figura 2 esta demonstrado o grau de mucosite bucal desenvolvida nos ciclos ao
longo dos dias de acordo com cada protocolo quimioterapico. Foi observada comparagao
positiva entre o grau de mucosite bucal ao longo dos ciclos com o protocolo
quimioterapico utilizado (p<0,001, GEE - Equacdes de Estimativas Generalizadas). O
teste de Bonferroni foi utilizado nas comparagdées par a par para pos teste GEE. A
principal diferenca foi detectada com o protocolo que utiliza ciclofosfamida, MTX e
doxorrubicina (protocolo 4) onde os pacientes desenvolveram graus mais severos de MB
em comparagdo aos protocolos: doxorrubicina (protocolo 1/p<0,001); MTX em altas doses
(protocolo 2/p=0,001); MTX em baixas doses (protocolo 3/p<0,001); ciclofosfamida e
doxorrubicina (protocolo 5/p<0,001); citarabina e/ou etoposide e/ou carboplastina
(protocolo 6/p<0,001); ciclofosfamida (protocolo 7/p=0,015) e MTX e ciclofosfamida
(protocolo 8/p<0,001). Essas diferengas foram encontradas entre os periodos D8 e D12.

68



Protocolo
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Média do grau de mucosite bucal

o

Figura 2: Média do grau de mucosite bucal desenvolvida nos ciclos de quimioterapia ao
longo dos dias de acordo com cada protocolo

Mucosite bucal esta associada a mielossupressao
A mucosite bucal, assim como a diminuicdo dos marcadores de mielossupressao

611 Neste

podem ser caracterizados como efeitos adversos do tratamento quimioterapico
estudo realizamos o Teste de Kruskal-wallis para analise da associagdo entre o grau de
mucosite bucal com niveis de plaquetas (Tabela 4), leucdcitos (Tabela 5), neutrofilos
(Tabela 6) e hemoglobina (Tabela 7) ao logo do tratamento.

A analise dos niveis de plaquetas demostrou associagao positiva com a severidade
de mucosite bucal nos periodos D1, D5, D10 e D15. Pode-se observar nestes periodos
que os pacientes que apresentavam mucosite bucal exibiam menores valores de
plaquetas (p=0,013; p=0,008; p=0,007; p=0,01).

Os niveis de leucécitos mostraram associagédo positiva com os graus de mucosite
bucal. Pacientes com valores menores de leucécitos em D1 desenvolveram graus mais
severos de mucosite bucal (p=0,02).

A avaliagcdo dos niveis de neutréfilos ndo mostrou nenhuma associagao

significativa com mucosite bucal.
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A andlise da taxa de hemoglobina mostrou comparagao significante com a
severidade de mucosite bucal. Individuos com menores niveis de hemoglobina

apresentaram maior severidade de mucosite em D10 (p=0,013) e D15 (p=0,018).

Tabela 4: Medianas de fatores referentes aos graus de plaquetas ao longo de D1, D5,

D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 255x10° 2 198x10° @ 148x10° @ 108x10°
Grau1e?2 174,5x10° ° 158x10° ° 113x10° @ 123x10° @
Grau3e4 - 89x10° 59x10° ° 32x10°% °

p 0,013 0,008 0,007 0,016

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Tabela 5: Medianas de fatores referentes aos graus de leucécitos ao longo de D1, DS,

D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 4,6x10°° 3,5x10° 2,84x10° 2,94x10°
Grau1le?2 3,05x10°%° 3,31x10° 1,6x10° 2,32x10°
Grau 3 e 4 - 1,41x10° 1,67x10° 0,73x10°

p 0,02 0,346 0,123 0,08

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Tabela 6: Medianas de fatores referentes aos graus de neutrofilos ao longo de D1, DS,

D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 1,88x10° 1,82x10° 1,07x10° @ 1,31x10°
Grau1e?2 1,27x10° 1,94 x10° 1,2x10° 2 0,88x10°
Grau3e4 - 2,07 x10° 0,75x10° ° 0,44x10°

p 0,13 0,76 0,76 0,08

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%
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Tabela 7: Medianas de fatores referentes aos graus de hemoglobina ao longo de D1, D5,

D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 9,8 9,7 9,4° 9,42
Grau1e?2 9,1 8,8 9,2° 9,05°
Grau 3 e 4 - 7.7 8,2° 8,2°

P 0,09 0,19 0,013 0,018

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Niveis aumentados de bilirrubina estdo associados com a severidade de mucosite
bucal

Outro efeito adverso do tratamento quimioterapico € a elevagao de enzimas
hepaticas como bilirrubina, TGO e TGP. O aumento destas enzimas pode estar

1516 & dessa forma pode-se

relacionado com dificuldade de metabolizar o quimioterapico
observar um grau mais severo de mucosite bucal. Neste estudo foi relacionado o grau de
mucosite bucal com niveis de bilirrubina (Tabela 8), TGO (Tabela 9) e TGP (Tabela 10).
Niveis aumentados de bilirrubina estiveram associados com a severidade de
mucosite bucal em D5 (p=0,003), D10 (p=0,02) e D15 (p=0,02). Em todos esses periodos,
pacientes com mucosite bucal severa apresentaram niveis elevados de bilirrubina.
As enzimas TGO e TGP nao apresentaram nenhuma comparagdo com mucosite

bucal durante os periodos analisados.

Tabela 8: Medianas de fatores referentes aos graus de bilirrubina ao longo de D1, DS,

D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 0,3 0,4° 0,4 0,3°
Graule?2 0,3 0,8 0,3° 0,35°
Grau3e4 - 1,2° 0,9° 0,7°

p 0,92 0,003 0,02 0,02

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

71



Tabela 9: Medianas de fatores referentes aos graus de TGO ao longo de D1, D5, D10 e

D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 30 50 34 28
Grau1e?2 39 41 37 26
Grau3e4 - 23 35 20

P 0,64 0,06 0,6 0,77

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Tabela 10: Medianas de fatores referentes aos graus de TGP ao longo de D1, D5, D10 e

D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 35 78,5 52 40
Grau1e?2 92 95 70 35
Grau3e4 - 33 45 32

P 0,19 0,12 0,66 0,85

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Associagado entre mucosite bucal e niveis elevados de creatinina

A elevagao nos niveis de marcadores renais como creatinina e uréia pode estar
associado com dificuldade de excretar quimioterapicos e assim influenciar na severidade
de mucosite bucal'®'’. No presente estudo relacionamos grau de mucosite bucal com
niveis de creatinina (Tabela 11) e uréia (Tabela 12).

Em relacdo aos niveis de creatinina foi observada comparagdo positiva com
mucosite bucal em D15 (0,004), quando pacientes com mucosite bucal apresentavam
niveis mais altos de creatinina. Porém a analise de uréia ndo demonstrou associagao

significativa.
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Tabela 11: Medianas de fatores referentes aos graus de creatinina ao longo de D1, DS,
D10 e D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 0,36 0,35 0,36 0,39°
Grau1e?2 0,36 0,36 0,37 0,3
Grau3e4 - 0,28 0,34 0,31°

p 0,3 0,2 0,87 0,004

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Tabela 12: Medianas de fatores referentes aos graus de uréia ao longo de D1, D5, D10 e

D15 de acordo com o grau de mucosite bucal

Mucosite bucal D1 D5 D10 D15
Grau 0 20 19,5 26 21
Grau1e?2 20 23 20 15
Grau3e4 - 19,5 21 16

p 0,2 0,2 0,2 0,08

* Realizado teste de Kruskal-wallis, significancia de 95%

Curva de ROC

Marcadores de mielossupressao, toxicidade hepatica e toxicidade renal
frequentemente apresentam seus valores alterados pelo efeito do tratamento
quimioterapico, assim como a mucosite bucal*®'"">"" Neste estudo pudemos
estabelecer associagbes entre alguns destes marcadores e mucosite bucal. A fim de
analisar a sensibilidade e especificidade destas associacdes foi realizada uma curva de
ROC para avaliar fatores que possam predizer o risco de fazer mucosite bucal (Figura 3),
e predizer o risco de nao fazer mucosite bucal (Figura 4).

Na figura 3 observamos que niveis de plaquetas alterados apresentam um risco de
79% de fazer mucosite bucal. Ja, na figura 4 observamos que niveis de bilirrubina
alterados podem predizer (66%) o risco de n&o ter mucosite bucal.

73



ROC Curve

10
Source of the
e Curve
—Plaq (x1000)
——Leuc (x1000)
0,84 Neut (x1000)
—Hb
_— TGO
—TGP
BB
Creatinina
> 0,67 Uréia
'S [— —Reference Line
w
c
(z —
0,47 ‘
|
027
00 T T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Figura 3: Curva de ROC demonstrando a sensibilidade e especificidade de marcadores
de mielossupresséao, toxicidade hepatica e renal para predizer o risco de fazer MB.
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Figura 4: Curva de ROC demonstrando a sensibilidade e especificidade de marcadores
de mielossupresséao, toxicidade hepatica e renal para predizer o risco de néo fazer MB.
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DISCUSSAO

A MB é um efeito adverso debilitante e doloroso relacionado com a toxicidade
decorrente do tratamento antineoplasico como QT, RT para cabeca e pescogo e
condicionamento para TCPH. Clinicamente, a MB se manifesta por lesdes que podem
variar de eritema ocasionando desconforto ou dor leve, a lesdes ulceradas que causam
dor extrema e podem prejudicar fala, nutrigdo e até mesmo o progndstico do paciente'®
21 O entendimento da patobiologia e dos fatores de risco para ocorréncia de MB sao
imprescindiveis para atuar na sua prevencéo e tratamento. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi analisar a relagdo entre incidéncia e severidade de mucosite bucal em
pacientes submetidos a diferentes protocolos quimioterapicos e sua relacdo com
toxicidade hematoldgica, hepatica e renal em pacientes pediatricos recebendo
quimioterapia como tratamento antineoplasico. Foi realizado um estudo prospectivo de
coorte no qual foram avaliados 40 pacientes submetidos a 172 ciclos de quimioterapia
divididos em 8 diferentes protocolos. Os principais resultados indicam uma maior
incidéncia de MB em pacientes recebendo protocolos baseados no uso de MTX e
doxorrubicina, e maior gravidade de MB em pacientes recebendo o tratamento conjugado
com MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina. Além disso, nossos resultados mostraram que
o desenvolvimento de MB esta associado a menores niveis de plaquetas e com niveis
aumentados de bilirrubina.

A incidéncia e severidade de MB em pacientes pediatricos submetidos a
protocolos quimioterapicos ndo é um evento uniforme; contudo, sabe-se que agentes
antimetabodlitos sdo frequentemente associados ao seu desenvolvimento®®?%%, A
toxicidade do quimioterapico esta relacionada com a forma de acédo e dose, além de
interacdes entre as drogas recomendadas em um mesmo protocolo®?*?42® No presente
estudo foram avaliados 172 ciclos avaliados e pode-se observar o desenvolvimento de
MB em 83,14%, sendo 14,55% em graus severos. Estes dados estdo acima dos valores
encontrados por Miron et al. (2014)" que avaliou toxicidades geradas em criancas, com
diferentes diagnosticos, submetidas ao tratamento quimioterapico, demonstrando que
63,5% destas desenvolveram MB porém, estes autores apresentam a mucosite sem
indicar os tipos e doses de medicamentos utilizados dificultando a comparagcdo dos
resultados.

Outros autores reportaram a incidéncia de MB relacionada a protocolos para o

25,26

tratamento de leucemias e linfomas®® e para tumores soélidos em populacdes adultas.
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Foram descritos, respectivamente, 30 a 50% e 40% de incidéncia de MB, dados
inferiores aos encontrados no nosso estudo. Esses resultados eram esperados visto que
tem sido descrito que pacientes mais jovens apresentam um risco maior de desenvolver
MB devido & uma maior taxa mitdtica epitelial®*.

A analise da ocorréncia de MB de acordo com o protocolo quimioterapico utilizado
mostrou maior incidéncia em pacientes que receberam doxorrubicina (91,83%), MTX em
altas (86,66%) e baixas (80%) doses e a combinacdo de MTX, ciclofosfamida e
doxorrubicina (87,5%). Na literatura sdo escassos os estudos que analisem a toxicidade
bucal comparando com os protocolos quimioterapicos utilizados em pacientes pediatricos.
O Grupo Europeu de Osteossarcoma?’ estudou um protocolo especifico em 533 pacientes
com osteossarcoma composto por doxorrubicina e cisplatina e observaram que 67%
desenvolveram algum grau de mucosite bucal, sendo a mucosite severa diagnosticada
em 43% dos pacientes. No presente estudo observamos uma maior incidéncia de MB nos
pacientes que utilizaram doxorrubicina (91,83% dos ciclos). Porém, em nossos resultados
identificamos um menor percentual de MB severa (20,4% dos ciclos). Isso pode estar
relacionado ao fato de todos os nossos pacientes receberem avaliacdes bucais diarias e
frente a identificacdo de um quadro inicial de MB, a FBM foi empregada como tratamento
diminuindo a manifestacdo severa da doenga. A FBM é conhecida por diminuir a
severidade da MB acelerando o reparo tecidual®?%%. O guideline publicado pela Mucositis
Study Group of the Multinational Association of Supportive Care in Cancer and
International Society of Oral Oncology (MASCC/ISOQ)S5 dentre as praticas cl;inicas para o
controle da MB, define FBM para prevencdo de mucosite em pacientes recebendo
condicionamento para transplante de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH) com
altas doses de quimioterapia, com ou sem irradiacao de todo corpo.

Ao avaliarmos a severidade de MB gerada por cada protocolo, observamos que o
protocolo baseado no uso de MTX, ciclofosfamida e doxorrubicina desenvolveu maior
toxicidade estomatoldgica, sendo observada MB severa em 50% dos ciclos. Este
protocolo é utilizado para o tratamento de linfoma ndo Hodgkin (protocolo COMRAP),
leucemia (interfase, HR2). O alto risco para incidéncia de MB associado a protocolos de
TCPH e protocolos utilizando 5-FU e MTX em altas doses esta bem evidenciado na
literatura; contudo até o presente momento nenhum estudo mapeou a toxicidade bucal
gerada por protocolos quimioterapicos utilizados no tratamento de neoplasias da infancia.

Além dos protocolos quimioterapicos, outros fatores de risco para a MB foram
identificados no presente estudo dentre eles alteragdes nos niveis de plaquetas,
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leucdcitos, hemoglobina e bilirrubina. Tem sido descrito na literatura a quimioterapia
promove reducdo da funcdo da medula dssea’'®. Em paralelo, escassos estudos tem

demonstrado a relagdo entre o desenvolvimento de MB e os neutropenia®?®32

631 e plaquetopenia®. No presente estudo foi observada uma associacéo

leucopenia
positiva entre presenca de MB e menores valores de plaquetas em D1, D5, D10 e D15.
Bem como, foi demonstrado pela curva de ROC que a avaliagdo de plaquetas tem boa
sensibilidade e especificidade para predizer o desenvolvimento de mucosite. Semelhante
aos nossos resultados, recentemente, Mendonga et al. (2015)* demonstraram em uma
populagdo pediatrica em tratamento para leucemia significante associagdo entre
severidade de MB e baixos niveis de plaquetas. Com base nos nossos resultados
podemos inferir que baixos niveis de plaquetas podem ser considerados fator de risco
para incidéncia de MB.

Outro importante aspecto hematolégico que vem sendo discutido na literatura é a
relagdo entre a contagens de leucocitos e neutrofilo com a MB. Redugédo da resposta
imunoldégica mediada por leucdcitos, especialmente os neutrofilos, tem sido associadas
com complicagdes bucais como a mucosite®'***. Neste sentido, alguns estudo como os
realizados por Rapoport et al. (2011)**, McCann et al. (2009)*° e Matsukawa et al.
(2016)* demonstraram que a duragdo e severidade de MB esta correlacionada com a
recuperacdo de neutréfilos. De acordo com Suresh et al. (2010)6, niveis de leucdcitos
abaixo 3.000/uL aumentam o risco de ocorréncia de MB em pacientes recebendo
quimioradioterapia. Esses dados corroboram os achados do presente estudo que
demonstraram associagao significativa entre presengca de MB e niveis mais baixos de
leucdcitos. Em D1, pacientes com MB apresentavam mediana de nivel de leucécitos em
torno de 3.000/uL, enquanto que em pacientes sem MB, esse valor foi significativamente
maior (4.600/uL).

Outros achados interessantes obtidos no presente estudo foram a associagao entre
baixos niveis de hemoglobina e altos niveis de bilirrubina (hepatotoxicidade) com a
severidade de MB. Além disso, foi demonstrado pela curva de ROC que a avaliacéo de
bilirrubina tem boa sensibilidade e especificidade para predizer o risco de
desenvolvimento de mucosite. Dados como estes ndo foram reportados previamente na
literatura porém, sabe-se que muitos agentes quimioterapicos causam destruigao
temporaria de elementos da medula 6ssea incluindo as hemacias. Porém, regimes
terapéuticos para o tratamento de doengas malignas hematoldgicas e tumores solidos,

frequentemente estdo associados a um aumento da toxicidade hepatica e renal™".
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Acredita-se que o aumento nos niveis de bilirrubina pode ser resultado de uma maior
destruicdo de hemacias (hemolise). Além disso, os quimioterapicos pode danificar as
células hepaticas e promover menor metabolizacdo dos medicamentos que por sua vez,
nao sendo eliminados permanecem na corrente sanguinea e podem resultar em maior
MB'®.

Baseado nas analises realizadas neste estudo pode-se concluir que a MB em
pacientes oncoldgicos pediatricos esta relacionada o tipo de protocolo utilizado, com a
diminuicdo nos niveis de plaquetas, leucécitos, hemoglobina bem como, com o aumento
de bilirrubina. Os niveis de plaquetas e de bilirrubina podem ser considerados como

fatores de risco para predizer o desenvolvimento de mucosite.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista todas as complicacbes que a mucosite bucal pode causar
interferindo na qualidade e por vezes, na sobrevida do paciente sabemos que o
conhecimento da patobiologia e dos seus fatores de risco se faz necessario para o
desenvolvimento de intervengdes efetivas durante o suporte ao paciente oncolégico.

A patobiologia da mucosite bucal esta bem descrita na literatura, orientando dessa
forma os momentos em que se deve atuar preventivamente. Contudo, poucos estudos
tem descrito a influéncia de fatores de risco sobre a incidéncia e gravidade da mucosite
bucal. Neste sentido, os trabalhos apresentados nesta tese vieram a contribuir para a
elucidacdo de fatores envolvidos no desenvolvimento da mucosite bucal em pacientes
submetidos ao transplante de células progenitoras hematopoiéticas e em pacientes
oncopediatricos. No que tange aos pacientes submetidos ao transplante de células
progenitoras hematopoiéticas, esta bem reportado na literatura a prevaléncia da mucosite
bucal e as comorbidades associadas a esta durante o tratamento. Assim sendo, medidas
preventivas sao descritas como prioridade para estes pacientes. Porém, mesmo os
pacientes que recebem o tratamento preventivo seguem desenvolvendo a doenga e
pouco foi descrito sobre os fatores que estido associados a mucosite nestes pacientes.
Baseando-se nos resultados do artigo 1 pudemos demonstrar que neutropenia e
leucopenia séo fatores de risco importantes para o agravamento da mucosite bucal em
pacientes submetidos ao transplante de células progenitoras hematopoiéticas que
receberam tratamento preventivo para MB. Desta forma, medidas para tentar minimizar
esses fatores se fazem necessarias.

No que tange aos pacientes oncopediatricos, procurou-se estabelecer os fatores de
risco para mucosite bucal principalmente a partir da analise dos diferentes protocolos
terapéuticos. Neste segundo estudo pode-se contatar que pacientes, sem medidas
preventivas para mucosite bucal, desenvolveram a mucosite bucal principalmente
associada a protocolos baseados no uso de MTX e doxorrubicina; e o agravamento das
leses de mucosite bucal esteve associado ao uso concomitante de MTX, doxorrubicina e
ciclofosfamida. Além disso, foi demonstrada associagdo entre incidéncia de mucosite
bucal com a diminuigdo nos niveis de plaquetas, leucécitos, hemoglobina bem como, com
o aumento de bilirrubina. Baseando-se nos resultados do segundo artigo, sugere-se que
seja empregado protocolo preventivo para mucosite bucal em pacientes pediatricos
recebendo MTX, doxorrubicina e ciclofosfamida; também sugere-se que niveis de
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plaquetas e bilirrubinas sejam monitorados a fim de predizer se os pacientes que irdo
necessitar de prevengao para MB visto que se mostraram fatores de risco importantes

para essa condigao.
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