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Ata da 68" Defesa de Dissertaciio do Curso de Mestrado em Odontologia com drea de Concentragio
em Clinica integrada do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco.
Recife, 08 de abril de 2008.

As 9:00( nove horas ) do dia 08(oito) do més de abril do ano de dois mil e oito, reuniram-se no
Auditério do Curso de Odontologia da UFPE, os membros da Banca Examinadora. composta pelos
professores: Prof.. Dr. CARLOS MENEZES AGUIAR. atuando como presidente, Prof. Dr. ROBERTO
JOSE VIEIRA DE MELLO. atuando como primeiro examinador. Profa. Dra. SILVIA REGINA
JAMELLL  atuando como segundo examinador, para julgar o trabalho intitulado “FATORES
COADJUVANTES NO AGRAVAMENTO DA MUCOSITE ORAL RADIOINDUZIDA " da CD
ANDREZA VERUSKA LIRA CORREIA candidata ao Grau de Mestre em Odontologia. na Area de
Concentragio em CLINICA INTEGRADA. sob orientagio da Professora Dra. JUREMA FREIRE
LISBOA DE CASTRO e Co-orientagio do Prof.Dr. JAIR CARNEIRO LEAQ.Professor Carlos Menezes
Aguiar Membro do Colegiado do Programa de Poés Graduacio em Odontologia abriu os trabalhos
convidando os senhores membros para compor a Banca Examinadora, foram entregues aos presentes
copias do Regimento Interno do Curso de Mestrado em Odontologia, que trata dos critérios de avalia¢do
para julgamento da Dissertagdo de Mestrado. O presidente da mesa apos tomar posse  conferiu os
membros. seguindo convidou a mestranda. CD ANDREZA VERUSKA LIRA CORREIA, para expor
sobre o aludido tema, tendo sido concedido trinta minutos. A candidata expos o trabalho ¢ em seguida
colocou-se a disposicdo dos Examinadores para argiiiglio. Apos o término da argiiicio os Examinadores
reuniram-se em secreto para deliberagdes formais. Ao término da discussdo. atribuitam a candidata os
seguintes conceitos: Prof.  Dr. ROBERTO JOSE VIEIRA DE MELLO (PROVADA), Profa. Dra.
SILVIA REGINA JAMELLIL (APROVADA), Prof. Dr. CARLOS MENEZES AGUIAR (APROVADA)
a candidata recebeu trés conceitos (APROVADA) é considerada ( APROVADA), devendo a candidata
acatar as sugestdes da Banca Examinadora de acordo com o Regimento Interno do Curso. [ace a
aprovagdo, fica a candidata. apta a receber o Grau de Mestre em Odontologia, cabendo a UFPE através de
sua Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagio, tomar as providéncias cabiveis.  Nada mais havendo &
tratar. a Presidente da Banca Examinadora encerrou  a sessfio e para constar cu. Oziclere Sena de
Aratdjo Silva . lavrei a presente Ata que vai por mim assinada , pelos demais componentes da Banca

I:xaminadora e pela recém formada mestre pela UFPE. ANDREZA VERUSKA LIRA CORREIA
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RESUMO

Objetivos: Identificar fatores de risco relacionados ao agravamento da mucosite oral
radioinduzida.

Métodos: A amostra foi composta por 33 pacientes portadores de neoplasia maligna de
cabega e pescogo, submetidos a radioterapia. Foram recolhidos dados referentes a idade,
género, tipo histoloégico do tumor, estadiamento, localizagao, habitos de higiene oral,
tabagismo e etilismo, estado de saude geral, dose e tipo de radia¢do, e coleta de
esfregaco para detec¢do de DNA do virus HSV 1 através da PCR. Os pacientes foram
examinados a partir da segunda semana de tratamento sendo acompanhados,
semanalmente, até o término das aplicagdes, e classificados de acordo com os critérios
de mucosite oral da Organizagdo Mundial da Satde. Os dados foram avaliados
estatisticamente para correlacionar os graus de mucosite com os possiveis fatores
considerados.

Resultados: Em 6,1% dos pacientes ndo houve evidéncia clinica de mucosite, 24,2%
tinham mucosite grau I, 33,3% grau II, 33,3% grau III e 3,0% grau IV. A graduacdo da
mucosite foi mais intensa entre os pacientes mais idosos, do sexo feminino, recebendo
200 cGy através de teleradioterapia de elétrons. Apenas um paciente da amostra
mostrou-se positivos para o HSV 1. Nenhum dos dados correlacionados apontaram
relacdo estatisticamente significante com o grau de mucosite apresentado pelo paciente.
Conclusdo: Para a amostra analisada, os fatores de risco como idade, género, dose e
tipo de radiacdo empregados, estado de saude geral, habitos de higiene oral, e infec¢do
por HSV 1 ndo demonstraram relagdo estatisticamente significante com o agravamento
da mucosite oral radioinduzida.

Palavras-chaves: mucosite oral; radioterapia; neoplasias bucais; herpesvirus 1 humano.



CONTRIBUTING FACTORS TO THE AGGRAVATION OF RADIOTHERAPY -
INDUCED ORAL MUCOSITIS

ABSTRACT

Objectives: Identify risk factors related to the aggravation of radiotherapy-induced oral

mucositis.

Methods: The sample was made up of 33 patients with malignant head and neck tumors
submitted to radiotherapy. Data were collected on age, gender, histological type of
tumor, stage, location, oral hygiene habits, smoking habits, alcohol intake, general
health state, dose and type of radiation, swab collection for DNA detection of HSV 1
virus through PCR. Patients were examined starting with the second week of treatment,
followed up on a weekly basis until the end of the applications and classified based on
the World Health Organization criteria for oral mucositis. Data were statistically
analyzed to correlate the degree of mucositis with the factors considered.

Results: There was no clinical evidence of mucositis in 6.1% of the patients; 24.2% had
Grade I mucositis; 33.3% had Grade II; 33.3% had Grade III; and 3.0% had Grade IV.
The degree of mucositis was more intense among older patients, the female gender and
those receiving 200 cGy through electron radiotherapy. Only one patient tested positive
for HSV 1. None of the data indicated a statistically significant correlation with the
patient’s degree of mucositis.

Conclusion: For the sample analyzed, risk factors such as age, gender, dose and type of
radiation, general health state, oral hygiene habits and HSV 1 infections demonstrated
no statistically significant correlation with the aggravation of radio-induced oral
mucositis.

Key words: oral mucositis; radiotherapy; oral tumors, herpes simplex virus 1



INTRODUCAO

A cirurgia e a radioterapia sao considerados os principais métodos de tratamento
das neoplasias de cabega e pescoco. Entre 45% e 50% dos pacientes com cincer que
tém possibilidades de cura, 70% recebem a radioterapia como modalidade terapéutica';
entretanto, a a¢ao da radiagdo ionizante sobre os tecidos resulta em efeitos colaterais
importantes como dermatite, xerostomia, ageusia, disfagia, odinofagia, edema em
tecidos moles, carie de radiagdo, trismo, osteorradionecrose ¢ alteragdes inflamatdrias

ou infecciosas da cavidade oral denominadas, genericamente, "mucosite"***.

A mucosite oral ¢ descrita como uma alteragdo aguda da mucosa oral irradiada
caracterizada por lesdes ulcerativas em decorréncia da atrofia do epitélio, com presenca
de um infiltrado inflamatério cronico persistente, eritema e dor’. Limita a fala, a
mastigacdo e aumenta os riscos de desenvolvimento de infecgdes por microorganismos
oportunistas’. Representa uma complicagio comum e dose-limitante da terapéutica
oncoldgica, capaz de tornar necessdria a alteragdo ou até mesmo a interrup¢do do
tratamento com sérias conseqiiéncias a resposta tumoral e sobrevida do paciente’. E
associada a um aumento na freqiiéncia de internamentos e uso total de nutri¢do

parenteral com incrementos nos custos terapéuticos”.

Cerca de 90 a 97% dos pacientes que recebem a RxT, concomitante ou ndo a
quimoterapia, experimentam a ocorréncia de mucosite oral®’. Desses, 34 a 43%
apresentam caracteristicas de mucosite severa (graus III e IV). Relata-se uma incidéncia
global de 9 a 19% de interrup¢des de RxT ou radioquimoterapia devido a este

importante efeito colateral®.

Sua etiopatogénese ainda permanece obscura. Fatores relacionados ao
tratamento, como a fonte da radiagdo, dose acumulada, area ¢ volume da mucosa

irradiada, fracionamento; e ao paciente, como idade, sexo, estado clinico geral, condi¢ao



de saude bucal, habitos de consumo do tabaco e do alcool, e outros fatores
predisponentes tais como xerostomia ou infeccdo tém sido apontados como fatores
promotores e/ou modificadores da mucosite oral radioinduzida. Entretanto, ainda nao ha
um consenso sobre a natureza dos fatores responsaveis pelo curso severo das mucosites

. 10-14
orais 1%,

Os efeitos citotoxicos indiretos que resultam da liberagdo de mediadores
inflamatorios, perda de constituinte salivares protetores, ¢ da inducdo terapéutica a
neutropenia foram postulados como contribuintes ao seu desenvolvimento e pela

~ A - ] 15,16
promogao na emergéncia das bactérias, dos fungos, e dos virus na mucosa oral > .

Diante desse contexto, torna-se de fundamental importancia a compreensdo dos
mecanismos biologicos envolvidos na etiopatogénese e agravamento da mucosite oral
radioinduzida, com o objetivo de contribuir para a indicagdo de terapias eficazes na

prevencao e manejo desta importante afeccao.
MATERIAL E METODO
Tipo de estudo

O trabalho consistiu de um estudo clinico exploratorio representado por uma

amostra de conveniéncia.
Amostra

O universo da amostra foi composto por pacientes admitidos no setor de
Radioterapia do Hospital de Cancer de Pernambuco — CERAPE, no periodo de julho a
setembro de 2007 e submetidos a tratamento radioterapico para tratamento de neoplasia
maligna nas regides de cabega e pescoco. 33 pacientes atenderam aos critérios de

inclusdo descritos a seguir € compuseram a populacdo estudada.

Critérios de inclusao



Foram elegiveis para compor a amostra pacientes legalmente aptos, submetidos
a tratamento radioterapico através do uso de teleradioterapia de elétrons (acelerador
linear de 6 MV) ou cobaltoterapia (unidade de Cobalto 60) nas areas cérvico-facial
direita, cérvico-facial esquerda e fossa supra-clavicular com dose fracionada que variou
de 180 a 200 cGy/dia estando, no minimo, na segunda semana de tratamento
antineoplasico, periodo suficiente para o surgimento da mucosite clinicamente

, 4,17,18,1
detectavel 71819

Critérios de exclusao

Foram excluidos da pesquisa os pacientes submetidos concomitantemente a
tratamento quimioterapico, os individuos portadores de doengas sistémicas -
diagnosticadas previamente ao tratamento antineoplasico - ou que fizessem uso de
medicamentos que pudessem alterar o fluxo salivar normal, drogas imunossupressoras,

bem como 0s que ndo aceitaram sua participacdo na pesquisa.
Definicéo das variaveis

Foram determinadas como variaveis de controle a idade dos individuos, o sexo,
a area irradiada, dose e tipo de radiagdo, a presenga ou auséncia de elementos dentérios,
as condigdes de higiene bucal, condi¢do de saude geral, hdbitos de tabagismo e etilismo

e a presenga do DNA viral do HSV 1.
Aspectos éticos

Este projeto foi encaminhado previamente a sua execu¢do para apreciagao e
aprovagido do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Pernambuco,

tendo sido aprovado sob o numero de protocolo 032/2006 (anexo I).



Todos os pacientes foram informados sobre os objetivos do trabalho, bem como
sobre a metodologia, tendo assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (apéndice I).

Para preservar a identidade do paciente, no formulério de coleta de dados foram
indicados somente as iniciais do nome do pacientes e um nimero de registro, que foi
vinculado ao nimero do prontudrio, cuja utilizagdo se justifica na necessidade de
checagem de dados para os exames laboratoriais. Foram seguidos todos os aspectos
éticos especificos estabelecidos pelas diretrizes e normas da Resolugdo n°® 196 de 10 de

outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude.
Anamnese e preenchimento da ficha clinica

A triagem dos pacientes elegiveis foi feita através da anamnese e preenchimento
da ficha clinica (apéndice II) que constava de informagdes gerais, dados socio-
demograficos, habitos, tipo histoldogico do tumor primario, localizacdo e estadiamento
(através do sistema TNM), plano de tratamento, estado de satde geral, com indice
expresso através da escala de Karnofsky” (apéndice III) e estado de saude e condigio de
higiene bucal. A satide bucal foi categorizada como boa, regular ou ruim, levando-se em
consideracdo a presenca de placa bacteriana, restos radiculares, céaries e doenca

periodontal’.
Avaliacdo clinica da mucosite

A observacao clinica da mucosa bucal foi avaliada em intervalos semanais a
partir da segunda semana de radioterapia seguindo-se até o término do tratamento. Para
isso, utilizou-se uma ficha de avaliagcdo (apéndice 1V). Para avaliacdo da mucosite foi
utilizada a escala de toxicidade oral da OMS (Organizagdo Mundial da Saude) que

categoriza a mucosite oral como ausente (grau 0 - mucosa e tecido gengival umidos e



roseos); grau I (descoloragdo, aspecto esbranquicado, possibilitando dieta normal); grau
IT (eritema, possibilitando dieta normal); grau III (pseudomembrana, requerendo dieta
liquida); e grau IV (ulceragdo profunda, com impossibilidade de ingesta oral - suporte
nutricional)’. O exame clinico foi realizado através de inspegdo visual com uso de

abaixador de lingua descartavel e luz natural.
Raspado citoldgico

As amostras para verificacdo da presenga do HSV 1 foram obtidas através de
raspado citologico da mucosa oral de borda lateral de lingua, mucosa labial e mucosa
jugal na regido dos molares até incisivos, bilateralmente utilizando escova ginecologica
estéril (Kolplast® Comercial Industrial do Brasil Ltda). Apoés as coletas, as escovas
foram introduzidas em tubo de ensaio conico estéril adicionado de 3ml de solugao
fisiologica estéril (NaCl 0,9%). Os tubos foram marcados com numero de registro e
identificagdo do paciente. O material foi acondicionado em vasilha térmica contendo
gelo picado durante o periodo de transporte até o local de armazenagem definitiva, onde
foi submetido a congelamento em refrigerador a uma temperatura de -20°C até o inicio

dos processos de extracdo e amplificacdo do DNA viral.
Extracéo e purificacdo do DNA das amostras

As amostras foram identificadas e os seus DNA foram extraidos com o kit de
extracdo e purificacio de DNA Geneclean® (GENECELAN" Kit, BIO 101, La Jolla,
CA) adaptado de acordo com o protocolo sugerido por Ledo et al*'. Nesta etapa, os
materiais clinicos coletados foram centrifugados a 5.000 RPM por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e o sedimento (pellet) fio ressuspendido em 400uL de Nal.
Para a extragdo do DNA foram adicionados 10uL de Glass Milk e deixados a
temperatura ambiente por 5 minutos agitando-se de vez em quando. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 1400 RPM por 5 minutos e o sobrenadante descartado.



Foram adicionados 500ul. de New Wash e posteriormente centrifugado a 1400 RPM
por 5 minutos, esta etapa foi realizada duas vezes perfazendo um total de duas lavagens.
Os sobrenadantes finais foram descartados e incubados a 55°C por 5 minutos no Cool
Block (Calor Seco). Apos esta etapa foram adicionados 20 pL agua livre de nuclease
(Promega® Madison, WI, EUA) misturando o precipitado com a pipeta. As amostras
foram levadas a centrifuga a 1400 RPM por 5 minutos e o sobrenadante que continha o
DNA foi extraido cuidadosamente e transferido para um novo ependorff devidamente

identificado para ser estocado a -20°C, até ser utilizado na reacao de amplificagdo.
Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

Na reagdo de amplificacdo (Nested PCR), foi utilizado no 1° round em multiplex
com os primers consensus DFA, ILK e KG1 e um 2° round com os primers consensus

IYG e TGV* (Quadro 1).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 50uL, sendo
constituida por 5 pl de Tampdo (1%), 2,5 uL de DMSO (5%), 1,0 uL de
desoxinucleotideos fosfatados (ANTP), 2uL. do primer mix, 0,2 pL de TagPolimerase,
34,3 puL de 4gua milliQ e 5 pL de DNA (para o 1° round) e 5 uL dos produtos da 1*
reacdo (para o 2° round) . Para o gene da -globina, as condi¢des para a reagdo da PCR
foram as seguintes: 100-200 ng do DNA da amostra de HSV 1, uma vez diluido (1X)
do tampao da Taq DNA polimerase, 0,3 uM do oligonucleotideo, 1U da Tag DNA
polimerase, para uma reagdo com volume final de 25uL?>.

A relagdo dos parametros dos ciclos da PCR para a amplificagdo do HSV e do
gene da B-globina, com defini¢do da temperatura e tempo de desnaturagdo inicial (hot
start), nimero de ciclos, temperatura e tempo das etapas de cada ciclo (desnaturagdo,

ligagdo e extensdo), temperatura e tempo da extensdo final, estdo descritas no quadro 2.



Para a analise do produto da PCR, uma aliquota de 10uL da reagdo de cada
amostra da PCR foi separada em gel de agarose 2% por eletroforese horizontal a 100V,
em tampao TBE 1X (trist+acido borico 0,089M e EDTA 0,02M). Os géis foram corados
com brometo de etidio (0,51g/mL), para visualizagdo em transluminador de luz ultra
violeta (UV). A determinacdo do tamanho dos fragmentos da PCR amplificados foi
realizada por comparagdo com o marcador de peso molecular “1 kb DNA Ladder
Promega® 500 microlitros (100 lanes)” e controle positivo do agente viral estudado. A
documentacdo dos resultados foi feita através do sistema fotografico EDAS 290 da

KODAK®.
Sequenciamento

As amostras amplificadas através dos primers consensus foram
seqiienciadas através do kit de reacdo Applied Biosystems ABI PRISM®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Apllied
Biosystems, Foster City, CA) em um Seqiienciador automatico Applied
Biosystems ABI PRISMA® modelo 3700 (Perkin-Elmer) e seus resultados

incluidos no Genbank Nucleotide Database (Anexo II)
Analise Estatistica

Para analise dos dados foram obtidas distribuigdes absolutas e percentuais para
as variaveis qualitativas ou a variavel faixa etdria e as medidas estatisticas: média,
mediana e desvio padrdo para a variavel idade. Foi utilizado o teste estatistico Exato de
Fisher desde que as condigdes para utilizagdo do teste Qui-quadrado nao foram

verificadas. A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5,0%.



Os dados foram digitados na planilha Excel e o “software” estatistico utilizado
para a obten¢do dos calculos estatisticos foi o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) na versao 13.
RESULTADOS

A amostra foi caracterizada por trinta e trés pacientes que atenderam aos
critérios de inclusdo, sendo 27 (81,8%) do sexo masculino ¢ 6 (18,2%) do sexo
feminino, com idades que variaram de 40 a 96 anos, com média de 64,79 anos e desvio
padrdo de 12,81 anos. A mediana obtida foi 65,00 anos. 63,6% dos pacientes tinham de

61 a 96 anos.

Quanto ao diagnostico histopatologico, 93,6% das lesdes foram representadas
pelo CEC (carcinoma espinocelular); as localizagdes mais freqiientes foram: lingua

(27,3%), assoalho bucal (18,2%), rinofaringe (15,2%) (tabela 1).

Quanto a classificagio TNM, em 39,4% dos casos o estadiamento ndo estava

registrado e para 36,4% da amostra, foi classificada em estadiamento [Va (tabela 1).

Os pacientes irradiados através do uso de acelerador linear representaram 33,3%
da amostra; e 66,7% foram irradiados utilizando-se Cobalto-60. A dose empregada mais
freqlientemente foi de 180 cGy/dia (72,7%) e, 27,3% dos pacientes receberam uma dose

de 200 cGy/dia.

Grande parte da amostra foi constituida por pacientes edéntulos (54,5%). Entre
os pacientes dentados, 3% apresentavam um estado de higiene bucal considerado bom e
21,2% apresentavam condicdo de higiene bucal regular. Uma mesma percentagem

apresentava um nivel de higiene bucal ruim.

Quanto ao estado de saude geral, 36,4% dos pacientes enquadravam-se no valor

de 90 da escala de Karnofsky, 27,3% no valor de 70 e 21,2% com escore 100.



A maioria (78,8%) dos pesquisados possuia habito do tabagismo e etilismo;
12,1% relatavam o uso de tabaco isoladamente ¢ apenas 9,1% dos pacientes negavam

qualquer habito.

Foi verificado que 18,2% dos pacientes pesquisados referiram a ocorréncia de

algum episddio de herpes simples recorrente.

Os resultados da amplificacdo do DNA viral através da PCR demonstraram que
4 dos 33 pacientes avaliados apresentaram positividade para algum membro da familia

herpesviridae.

Apds o seqlienciamento do DNA, foi evidenciado que 3 dos 4 pacientes (9,1%)
apresentaram positividade para o herpes tipo 4 (HHV 4 - EBV - Epstein Barr) e que
apenas 1 dos 33 pacientes avaliados (3,0%) apresentou a expressdo do DNA viral do

HSV 1 no raspado citoldgico obtido (figuras 1 e 2).

Dentre os pacientes estudados 93,9% apresentaram algum grau de mucosite,
sendo que em 36,3% dos casos, a mucosite foi categorizada como grave (graus Il e IV).
33,3% apresentaram mucosite clinicamente classificada como grau II, igual propor¢ao
como grau III e 24,2% com mucosite grau I. A auséncia de alteragdo na mucosa bucal

foi observada em 6,1% da amostra (figuras 3, 4, 5 ¢ 6).

Considerando as faixas etarias, a maior diferenga percentual ocorreu nos
casos de mucosite severa, sendo estas lesdes mais prevalentes entre os individuos
mais idosos, no entanto, ndo se comprova associa¢ao significante entre faixa etaria e
o grau da mucosite ao nivel de significancia considerado (p > 0,05, Teste Exato de
Fisher). Em relacdo ao sexo, obtivemos um percentual de pacientes com mucosite

severa mais elevado no sexo feminino do que entre pacientes do género masculino



(66,7% x 29,6%) entretanto sem associagdo significante entre as duas variaveis

analisadas (tabela 3).

O percentual de pacientes com mucosite severa foi mais elevado entre os
pacientes irradiados através do acelerador linear (45,5% x 31,8%), porém ndo se
comprova associacao significante entre o tipo de aparelho e o grau da mucosite (p >

0,05 Teste Exato de Fisher).

Em relagdo a dose empregada, um maior nimero de casos de mucosite severa foi
mais elevado entre os irradiados na dose 200 cGy do que 180 c¢Gy (50,0% x 32,0%),

porém estatisticamente insignificante através do teste aplicado (Teste Exato de Fisher).
DISCUSSAO

Ao relacionar as caracteristicas da amostra aos dados da literatura, encontra-se

concordancia no que concerne a idade e o sexo para o cancer de cabeca e pescogo, ja

24 25 2
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que segundo dados de Gervasio et al.**, Brasil®’, Antunes et al. *°, Brener et al. %', este
tipo de neoplasia atinge predominantemente a faixa etaria acima dos 50 anos de idade,
numa propor¢ao de 4,8 homens para 1 mulher. Sendo o cancer uma doenga degenerativa
de carater multifatorial, o envelhecimento atuaria como um fator de risco significativo
envolvendo individuos mais velhos, especialmente se expostos a agentes carcindgenos
como o tabaco e o alcool que, juntos, apresentam um efeito sinérgico e dose-dependente

25-31 J . o . .
, sendo o habito do tabagismo e etilismo fortemente associado ao sexo masculino.

Para a amostra analisada, o carcinoma epidermdide aparece como a variante
histologica mais freqiiente, sendo a lingua o local de maior ocorréncia das lesdes
seguido do assoalho de boca e rinofaringe, o que concorda com os estudos de Gervasio

24
l.

et al.”", Brener et al.27,Moore etal’’ A atuacdo do tabaco associado ao uso do alcool na

carcinogénese bucal poderia ser sugerida como fator relevante na ocorréncia de tumores



nessas regides visto que, constituem-se como porta de entrada para atuagdo desses

potentes carcindgenos.

Neste estudo, 39,4% dos pacientes ndo possuiam em seu prontudrio a
informagdo referente ao estadiamento da lesdo maligna. O sistema TNM de
classificagdo de tumores malignos, da Unido Internacional de Combate ao Cancer,
permite inferir sobre o comportamento bioldgico do tumor, selecionar e¢ avaliar as
condutas terapéuticas, estimar prognosticos, facilitar a troca de informagdes entre os
especialistas e contribuir para a pesquisa oncoldgica, a partir da padronizacdo de
resultados publicados. A adequada aplicagdo desse sistema torna-se essencial para a
qualidade e confiabilidade de registros médicos, protocolos de condutas terapéuticas,
parametrizacdo de processos avaliativos e comparativos de resultados terapéuticos, e
troca de informagdo fluente entre especialista e instituicdes, em todo o mundo®. A
auséncia dessa classificacdo denota a dificuldade encontrada pelo profissional de satde
na comunica¢do intra e interdisciplinar e a necessidade de criacdo de mecanismos que
possam facilitar o registro de informagdes em saude.

Trotti et al.®, em revisdo sistematica envolvendo 2875 pacientes, afirmaram que
97% dos individuos submetidos a tratamento radioterapico convencional desenvolveram
algum grau de mucosite. A associa¢do entre radioterapia e quimioterapia, resultou em
mucosite oral em 89% dos casos, comparados apenas a 22% que desenvolvem mucosite
oral pela realizacdo de quimioterapia exclusiva. Resultados semelhantes foram
observados no grupo de pacientes analisados denotando a importancia da inser¢do do
cirurgido-dentista na equipe multidisciplinar, buscando a criacdo e utilizagdo de
protocolos terapéuticos que visem a minimizacdo deste importante efeito colateral.
Entre as medidas preventivas utilizadas, o desenvolvimento de um abrangente programa

de cuidados orais permite intervengdes que objetivam o manejo e o controle da dor, a



promog¢do de nutricdo e de hidratagdo adequadas, identificagdo de infecgdes e

. 4
acompanhamento das mudangas na cavidade oral”.

A adequacdo bucal antes do inicio do tratamento foi realizada em estudo de
Cardoso et al*, que embora tenha relatado algum grau de mucosite em 100% dos 12
pacientes avaliados, ndo observou nenhum caso de mucosite severa. Esse resultado pode
estar relacionado a aplicacdo de medidas preventivas de adequagao bucal antes do inicio
do tratamento, bem como a manuten¢do dessas medidas durante o periodo de vigéncia
da RxT. Os pacientes que compuseram a amostra nao foram submetidos a protocolo de
tratamento, orientagdes de higiene ou medidas odontoldgicas preventivas no periodo
que antecedeu a radioterapia. A auséncia de cuidados odontologicos pode ser citada
como importante fator contribuinte para uma maior ocorréncia de casos graves de

mucosite oral na populacao estudada.

Quando a dose radioterapica diaria ¢ de 200 cGy, as manifestacdes clinicas da
deplecdo epitelial aparecem mais precocemente do que quando o paciente recebe 180
cGy/dia, devido ao desequilibrio entre a morte celular e a repopulacdo epitelial, causado
por maior dose diaria’; no grupo de pacientes estudado, embora nio tenha se verificado
associa¢do significante entre o grau maximo de mucosite ¢ a dose de radiagdo
empregada no tratamento, um maior nimero de pacientes submetidos a 200 cGy
experimentaram a ocorréncia de quadros mais graves de mucosite oral. Embora a
literatura ndo relacione a dose empregada a severidade da mucosite, o resultado obtido
no estudo pode ser explicado pela presenga de outros fatores de risco envolvidos no

agravamento da mucosite oral.

Em contraste aos relatos escassos e conflitantes referente a atuagdo do HSV 1
durante a RxT, essa infeccdo tem sido amplamente estudada durante a QT

imunossupressiva bem como durante o transplante de células tronco hematopoiéticas,



sendo considerado um importante componente da mucosite induzida por QT, com
incidéncia de 60%°*>*. Esses resultados podem ser explicados pela imunossupressio
experimentadas por esses pacientes como importante papel na reativagdo do HSV 1. A
amostra foi composta por pacientes que, em sua maioria, apresentavam indices
satisfatorios de saude geral, sem evidéncias clinicas ou laboratoriais de
imunossupressao importante, fato que poderia explicar o baixo indice de reativacido do
HSV 1 no grupo de pacientes estudados. Além disso, o tratamento quimioterapico inclui
freqiientemente em seus protocolos o uso de agentes imunossupressores tais como

corticosterdides®, drogas raramente utilizadas em programas de radioterapia.

Ademais, durante os periodos de laténcia, ndo ha expressdo de proteinas virais
, . . - 40 . .
necessarias para a replicagdo do DNA™ o que poderia, em parte, esclarecer a baixa

positividade do DNA do HSV 1 na amostra pesquisada.

Embora estudos soroepidemioldgicos apontem que mais de 90% da populacao
mundial, especialmente a partir da 4* década de vida, possuam anticorpos séricos contra
pelo menos uma das cepas de HSV'!, apenas 40% desses individuos possuem
sensibilidade para desenvolverem manifestagdes herpéticas secundérias®. Para Wade®,
apenas 10 a 20% dos pacientes infectados se definem como portadores do herpes
simples; e até 60% dos individuos com sorologia positiva para o HSV apresentam
quadros assintomaticos ou oligossintomaticos ndo reconhecidos pelos proprios
pacientes. Nenhuma ocorréncia de infecgdo primaria ou recorrente por herpesvirus
humano foi observada durante o estudo, conquanto, 18,1% dos pesquisados referiam ter
experimentado em algum momento, quadros de herpes simples recorrente, fato que
denota a necessidade de maiores informagdes sobre esta importante e prevalente

afeccao.



Rand et al.**, Nicolatou-Galitis et al***® ¢ Oakley et al.*’ relataram em seus
estudos uma correlagdo positiva entre a ocorréncia de mucosite oral severa e a presenca
do HSV 1. Entretanto, Redding et al.** assim como Bubley et al.*” nio obtiveram uma
correspondéncia entre a presenca do virus HSV 1 e os graus de severidade da mucosite
oral, assim como ndo obtiveram resposta satisfatéria quando do emprego de agentes

antivirais nas populacdes estudadas.

Uma explicagdo para a discrepancia desses achados pode ser encontrada na
populacdo de pacientes envolvidos. A maioria dos estudos que referem o HSV 1 como
co-fator no agravamento das lesdes de mucosite envolve pacientes submetidos a
esquemas quimioterdpicos que incluem drogas imunossupressoras, com possivel
surgimento de neutropenia. A utilizacdo de agentes antifungicos pode também, através
de uma reduc¢do na ocorréncia de candidiase bucal, mascarar a severidade nos graus de
mucosite oral nesses grupos de pacientes. Por outro lado, dificuldades técnicas na
obten¢do de cultura viral, utilizada na maioria dos estudos, pode ser apontada como
hipotese para a baixa positividade da presenca do HSV 1 em raspados citologicos

obtidos de ulceragdes de pacientes submetidos a tratamento antineoplasico.

Neste estudo, embora exploratorio devido a pequena amostra de pacientes, ndo
se verificou associa¢do significante entre a presenga de infecgdo por HSV 1 e os
quadros graves de mucosite oral radioinduzida, sugerindo que a infec¢do recorrente de
HSV ndo ¢ uma causa ou um co-fator principal de lesdes da boca na maioria de
pacientes que recebem estes regimes de tratamento para o cancer da cabega e do

PESCOCO.

Um achado ocasional foi a presenga do DNA viral do HHV 4 em trés pacientes.
O virus Epstein Barr é um virus da familia Herpesviridae, que causa a mononucleose

infecciosa, em humanos. Existe forte correlagdo entre a infecg¢do latente pelo EBV e o



desenvolvimento de diversos tumores malignos, como o linfoma de Burkitt, a doenga de
Hodgkin, o linfoma B e o carcinoma nasofaringeo. Ha, também, evidéncias de que o
EBYV possa estar associado a outras neoplasias malignas, principalmente a carcinomas
gastricos, carcinomas mamarios, leiomiossarcomas, linfomas T e carcinomas
linfoepitelioma-like de glandulas salivares, pulmao e timo. Proteinas expressas pelo
EBV atuam diretamente, como oncogene, estimulando a proliferagdo das células
infectadas. Além disso, o DNA viral, ao integrar-se ao genoma do hospedeiro, pode
causar mutacdes em genes reguladores do ciclo celular, sobretudo no gene supressor
tumoral, p53, favorecendo o surgimento de células neoplasicas®, entretanto nenhuma
descri¢ao da literatura correlaciona a presenca deste virus no agravamento da mucosite
oral radioinduzida, embora nio se descarte sua participagdo com co-fator em pacientes

imunossuprimidos devido a sua caracteristica epiteliotrofica.
CONCLUSOES

Para a amostra analisada neste estudo, os fatores de risco como idade, sexo,
estado de satde geral, hébitos de higiene oral, tabagismo, etilismo e presenca de
infeccdes por herpesvirus humano 1 ndo apresentaram relagdo estatisticamente

significante com os graus de mucosite oral desenvolvidos por este grupo de pacientes.
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QUADROS

Quadro 1 - Seqiiéncia do oligonucleotideos para os HSV virus

Virus oligonucleotideos | Seqiiéncia (5’— 3’)
HSV DFA GAYTTYGCNAGYYTNTAYCC
ILK TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTAA
KGlI GTCTTGCTCACCAGNTCNACNCCYTT
IYG CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT
TGV TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNGT
B-globina PCO3 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC
PCO4 TCACCACCAACTTCATCCAGCTTCACC

Quadro 2 - Parametros dos ciclos da PCR e tamanho do fragmento amplificado, para a identificagdo do

HSV e do gene da -globina.

Parametros dos ciclos de PCR

Virus “Hot start” | Ciclos | Desnaturacdo | Ligagdo Extensdo Extensdo final | Fragmento
°C T N °C T °C |T| °C T °C T 280

HSV 94 3 40 94 30| 48 | 17| 72 I 72 7

B-globina | 94 5’ 35 94 1’ 55 | 17| 57 | 1’30 72 10° 123




TABELAS

Tabela 1 — Distribuicdo de dados segundo o diagnoéstico histopatologico, localizagdo, estadiamento do

tumor, tipo de aparelho utilizado na RxT e dose utilizada.

Variavel n %
¢ Diagnéstico histopatolégico
CEC 31 93,9
Carcinoma in situ 1 3,0
Tumor de células claras 1 3,0
e Localizacéo
Lingua 9 27,3
Assoalho 6 18,2
Rinofaringe 5 15,2
Laringe 3 91
Palato 3 9,1
Orofaringe 1 3,0
Seio periforme 2 6,1
Trigono retromolar 1 3,0
Parétida 1 3,0
Seio maxilar 1 3,0
Glandula submandibular 1 3,0
e Estadiamento do tumor
0 1 3,0
Il 2 6,1
1] 2 6,1
IVA 12 36,4
IVb 3 9,1
N&o informado 13 39,4
e Aparelho utilizado para a radiacéo
Acelerador linear 11 33,3
Cobalto 60 22 66,7
e Dose
180 25 75,8
200 8 24,2
TOTAL 33 100,0

*Fonte: Hospital de Cancer de Pernambuco



Tabela 2 — Avaliacdo segundo o grau de mucosite oral.

Variavel N %

e Grau da mucosite clinica

0 2 6,1
| 8 24,2
Il 11 33,3
11 11 33,3
v 1 3,0
TOTAL 33 100,0
* Fonte: Hospital de Cancer de Pernambuco
Tabela 3 — Avaliagdo do grau maximo de mucosite segundo a faixa etaria e o sexo.
Maximo grau de mucosite
Variavel Sem mucosite Leve Severa TOTAL Valor de p
N % n % N % n %

« Faixa etéria

40 a 60 1 8,3 7 58,3 4 33,3 12 100,0 p® = 1,000
61 a 96 1 4,8 12 571 8 38,1 21 100,0

e Sexo
Masculino 2 7.4 17 63,0 8 29,6 27 100,0 p® = 0,251
Feminino - - 2 33,3 4 66,7 6 100,0

Grupo Total 2 6,1 19 57,6 12 36,4 33 100,0

(1): Através do teste Exato de Fisher

* Fonte: Hospital de Cancer de Pernambuco



FIGURAS

Figura 1. Documentagdo do resultado da técnica da PCR, com amostras coradas com brometo de etidio.

Figura 2. Documentagdo do resultado da técnica da PCR, com amostras coradas com brometo de etidio
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Figura 3. Paciente apresentando mucosite oral grau II.

Figura 4. Paciente apresentando mucosite oral grau II.

* Fonte: Hospital de Cancer de Pernambuco



Figura 5. Paciente apresentando mucosite oral grau III.

Figura 6. Paciente apresentando mucosite oral grau IV

* Fonte: Hospital de Céancer de Pernambuco
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DA PRESENCA DO DNA VIRAL (HSV-1 E HSV-2) EM PACIENTES PORTADORES DE
MUCOSITE ORAL”, apresentado pela pesquisadora Andreza Veruska Lira da Silva,
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ANEXO 11

SEQUENCIAMENTO

(Amostras Positivas para HSV)

Paciente 27
GTAATAAGGGGATTCCGGCCAATGACTGCACATTGGCGTCACTTGTGACG
ACCATCGGCCGCGAGATGCTGCTCGCGACCCGCGAGTACGTCCACGCGCG
CTGGGCGGCCTTCGAACAGCTCCTGGCCGATTTCCCGGAGGCGGCCGACA
TGCGCGCCCCCGGGCCCTATTCCATGCGCATCATCTACGGCGACACGGAC
TCTGTG

(Resultado: herpes 1)

Paciente 2
GAAAAAAATGGGGGGAGGATTACGGCGGCGGGACTCTGTGAAGCTGCAG
GCCGCACGATGTCGGAGCGGGCCAAGGCCTTCGTGGAGGCCCTGAGCCCC
GCCAACCTGCAGGCCCTGGCCCCCTCCCCGGACGCCTGGGCGCCCCTCAA
CCCCGAGGGCCAGCTTCGAGTCATTTACGGCGACACGGACTCTGTGA
(Resultado:Herpes 4)

Paciente 30
GAACTCGGTGTATGGATTTANGNGGNTACGGACTCNGTGAACGCTGCAGG
NCCGCACGATGTTGGAGCGGGGCCAAGGCCTTCGTGGAGGCCCTGAGCCC
CGCCAACCTGCAGTCCCTGNGCCCCCTCCCCGGACGCCTTGCGCGCCCCC
TCAACCCCGAGGGCCAGCTTCGGAGTCATTTTANGGGGAAACGGGNNTCT
TNNGANANNNNGNGGGNTNGNGGGGCNNAGGGAGANGAGATNTANAAGG
(Resultado:Herpes 4)

Paciente 38
AAAATAAACCTCCTTTCATTGGAATTCCCGGTGATCGCCACTCACGTTAA
CGCTGCAGGGCCGCACGATGTTGGAGCGGGCCAAGGCCTTCGTGGAGGCC
CTGAGCCCCGCCAACCTGCAGGCCCTGGCCCCCTCCCCAGACGCCTGGGC
GCCCCTCAACCCCGAGGGCCAGCTTCGAGTCATCTATGGCGACACGGACT
CTGTG

(Resultado:Herpes 4)
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: FATORES COADJUVANTES NO AGRAVAMENTO DA
MUCOSITE ORAL RADIOINDUZIDA

Orientanda: Andreza Veruska Lira Correia

Orientadora: Profa. Dra. Jurema Freire Lisboa de Castro
Co-Orientador: Prof. Dr. Jair Carneiro Ledo

Objetivo: Identificar fatores de risco que possam atuar no agravamento da mucosite
oral radioinduzida.

Metodologia: Estudo constituido pela entrevista do paciente e avaliagdo de
prontuario, bem como de coleta de material através do esfregaco de amostras
oriundas de mucosa jugal, lingua e mucosa labial de pacientes submetidos a
tratamento de radioterapia (RxT) atendidos Hospital do Cancer de Pernambuco -
CERAPE - e que aceitarem sua participagdo na referida pesquisa através da
assinatura do presente termo.

Beneficios: Esta pesquisa procura avaliar a relagdo existente entre idade, género,
tipo e dose de radiacédo, estado de saude oral, estado de saude geral, etilismo,
tabagismo e a presen¢ca do Herpesvirus 1 Humano (HSV 1) e a ocorréncia de
guadros de mucosite persistentes, através de técnica de deteccéo viral (PCR). Caso
seja comprovada sua relacdo, medidas terapéuticas preventivas poderdao ser
utilizadas em pacientes portadores do virus minimizando assim o surgimento da
mucosite, tao prejudicial ao tratamento do paciente.

Eu,

Abaixo assino, tendo sido esclarecido das informagdes acima, ciente e consciente
dos meus direitos abaixo relacionados, inclusive que ndo receberia nenhum
beneficio financeiro por minha participacdo e que poderei retirar esta declaracao de
participar do presente estudo a qualquer época da pesquisa para dissertacdo do
curso de mestrado em clinica integrada do curso de Odontologia da Universidade
Federal de Pernambuco. Autorizo ainda através desse termo, a divulgacdo dos
resultados em revistas e reunides cientificas.

DIREITOS:

1. A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros
relacionados a pesquisa.

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar, de
participar no estudo sem que iSsO me traga prejuizo a continuacdo do meu
tratamento.

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido carater
confidencial da informacéao relacionada com minha privacidade.



D

. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria

direito por parte da pesquisadora, em caso de danos que justifiquem,
diretamente causados pela pesquisa

O compromisso de proporcionar-me informacgdes atualizadas durante o estudo
ainda que este possa afetar a minha vontade de continuar participando

Caso existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa

Poderei contatar o Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer - SPCC/HCP para apresentar
recursos ou reclamacdes em relacdo a pesquisa ou ensaio clinico através do
telefone 3217-8000, o qual encaminhara o procedimento necessario.

Tendo ciéncia do exposto acima, desejo participar da pesquisa

Recife, de de 20

RG:

Assinatura do Paciente

CPF:

Assinatura do pesquisador

Assinatura do Orientador

Testemunha Testemunha

Andreza Veruska Lira da Correia
Fone: 88533812
CRO/PE: 6737



APENDICE Il

N¢ do Paciente Data Registro Geral

FICHA CLINICA

Nome:

Data:
Procedéncia:
Filiagao:

Data de Nascimento: / / Idade: anos e meses

Género: Estado Civil: Profissao:

Identidade: CPF:

Endereco:

Telefone:
Médico Responsavel:

Diagnostico: CID:
Localizagao: TNM:
Habitos: Tabagismo( ) Tempo:
Passado Clinico:

Etilismo( ) Tempo:

Passado Cirargico:

Historico Familiar:

QP/HDA.

Associagao: Finalidade:

Area Irradiada:

Aparelho Utilizado:

Dose/ Area/Dia: N° Campos / Area / Dia:
Inicio: Término:

Passado Odontolégico:

Estado Oral Atual:
Restosrad. ( ) Caries( ) Dga. Period. ( )
Trauma ()

Condicao de Satde Oral: ( ) Boa ( ) Regular ( ) Ruim
Condi¢ao de Saude Geral:
Outras Alteragcdoes na Mucosa:

Passado de Herpes:
Outras Observacoes:




APENDICE 111

FICHA DE AVALIACAO
Paciente:
Ne: Registro Geral:
Aspectos Clinicos
Graduagio E.O.L I 28 3? 42 5 6 7
da mucosite semana semana semana semana semana semana  semana
Grau O
Grau |
Grau II
Grau III
Grau IV
Graus da Mucosite
Pontuagao 0 I II 1T v
da mucosite
Parametros Nenhuma Aspecto Eritema Camada Ulceras
clinicos alteragdo esbranquigado branca
Prejuizo Nenhum Pouco Dor leve Nao ingere Suporte
Funcional sintoma dolorido ingere solidos solidos nutricional

Fonte: WHO (1979)

Presenca de Sinais Clinicos de Herpes Recorrente

NAO( ) SIM ()

Descrigao:
Localizagao:
Data/Periodo:
Avaliador (a):

Datas: / / / / / /
Datas: / / / / / /
Datas: / / / / / /




APENDICE IV

Escala de Performance: Karnofsky

100%
90%

80%

70%
60%

50%

40%
30%

20%
10%

Sem sinais ou queixas, sem evidéncia de doenga.

Minimos sinais e sintomas, capaz de realiza suas
atividades com esforco.
Sinais e sintomas maiores, realiza suas atividades
com esforco.

Cuida de si mesmo, ndo € capaz de trabalhar.
Necessita de assisténcia ocasional, capaz de
trabalhar .

Necessita de assisténcia consideravel e cuidados
médicos freqiientes.

Necessita de cuidados médicos especiais.

Extremamente incapacitado, necessita de
hospitalizagdo, mas sem iminéncia de morte.
Muito doente, necessita suporte.

Moribundo, morte iminente.




