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RESUMO

Leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comum na infancia.
A aplicagao de regimes quimioterapicos pode alcangar uma taxa de sobrevida livre
de eventos em cerca de 90% dos pacientes em longo prazo, entretanto a gestdo das
drogas antineoplasicas pode estar associada a alteragdes relevantes na cavidade
bucal dos pacientes com LLA devido seus efeitos toxicos. A reativacdo do
herpesvirus humano simples (HHV) é extremamente frequente em pacientes com
cancer, tanto com ou sem mucosite, e estas infeccbes tendem a ser mais
recorrentes, duradouras e graves, representando uma ameaga a pacientes
imunossuprimidos. Este trabalho avaliou as alteragdes clinicas e microbiolégicas que
ocorreram na mucosa bucal de pacientes pediatricos com diagndstico de LLA,
submetidos a tratamento na Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas, de acordo com o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da
Leucemia na Infancia (GBTLI-2009). Foram avaliados nove pacientes, com idade
entre 2 e 14 anos de idade que foram incluidos no estudo no periodo de setembro a
novembro de 2014. Estes pacientes foram submetidos a exame clinico da mucosa
bucal para identificacdo de lesdes bucais, assim como a coleta de células da
mucosa bucal em diferentes momentos das fases de indugdo e consolidagdo do
tratamento quimioterapico. Foram ainda avaliados, em momento unico, trés
pacientes saudaveis. Para a deteccdo quanto a presenc¢a do HSV-1, HSV-2, EBV e
CMV foi utilizado PCR convencional. Observou-se uma prevaléncia maior de
criangas com 2 anos de idade, distribuidos uniformemente em relacédo ao sexo. O
diagnostico de LLA B-derivada foi o mais encontrado. As alteragbes bucais se
manifestaram em torno da 22, 32 e 4@ semana da fase de indug¢do, dentre as quais
estavam presentes eritema, xerostomia e labios ressecados. Nenhum dos pacientes
apresentou mucosite bucal. Nenhuma das amostras avaliadas foi positiva para HSV-
1, HSV-2 e CMV. Somente trés amostras de pacientes com LLA e uma de paciente
saudavel apresentaram amplificacdo do DNA do virus EBV. Quanto a identificagao
de agentes bacterianos, a presenca do S. mitis, S. oralis, S, salivarius e S. sanguinis
foi observada. Diante dos resultados encontrados, poucas foram as alteracdes
bucais encontradas nos pacientes que receberam regime terapéutico de acordo a
estratificacdo nos subgrupos preconizados pelo protocolo GBTLI LLA-2009. Sugere-
se que os virus avaliados que nao positivaram podem estar em estado de laténcia,
uma vez que a mucosa avaliada encontrava-se em estado integro. Infere-se que
avaliagcdes periddicas realizadas pelos cirurgides-dentistas e o acompanhamento
das alteragdes bucais, associada a melhor compreensao da microbiota bucal podera
contribuir na melhoraria da qualidade de vida nestes pacientes.

Palavras-chave: Leucemia Linfoide; Microbiota Bucal, Herpesviridae; Reagdo em
Cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in childhood.
The application of chemotherapy protocols can achieve an event-free survival rate of
approximately 90% of patients in long term, however administration of antineoplastic
drugs may be associated with significant alterations in the oral cavity of patients with
ALL due to its toxic effects. The reactivation of human herpesvirus simple (HSV) is
extremely common in cancer patients, both with or without mucositis, and these
infections tends to be more likely, lasting and severe, posing a threat in cases of
imunosupression. This study evaluated the clinical and microbiological changes that
occurred in the oral mucosa of pediatrics with ALL undergoing treatment in the
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, according to the Grupo
Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia (GBTLI- 2009). Nine patients,
aged 2 to 14 years old, were evaluated, and included in the study from September to
November 2014. These patients underwent clinical examination of the oral mucosa to
identify oral lesions, as well as the analysis of buccal mucosa cells during different
times according to stages of induction and consolidation. Three healthy patients were
also evaluated in a just one moment. Conventional PCR was performed to detect
presence of HSV-1, HSV-2, CMV and EBV. There was a higher prevalence of
children of 2 years old, distributed uniformly by gender. The diagnosis of ALL B-
derivative was the most frequent. Oral diseases appeared around the 2nd, 3rd and
4th week of inductions’ stage, including erythema, dry mouth and dry lips. None of
the patients presented oral mucositis. None of the samples tested showed positivity
for HSV-1, HSV-2 and CMV. Only three samples of ALL patients and a healthy
patient showed DNA amplification for EBV. On the bacterial subject, it was deteced
the presence of S. mitis, S. oralis, S salivarius and S. sanguinis. Results showed that
there were few oral abnormalities found in patients receiving therapeutic protocols
according to stratification in subgroups recommended by GBTLI-ALL-2009. Negative
results suggested that the virus may be in a state of latency since the assessed
mucosa was healthy. Probably, periodic evaluation by dentists and follow-up of oral
alterations, associated with better understanding of the oral microbiota may
contribute to improve the quality of life in these patients.

Keywords: Lymphoid Leukemia; Oral Microbiota; Herpesviridae; Polymerase Chain
Reaction.
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1 INTRODUGAO

Leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma neoplasia maligna do sistema
hematopoiético, caracterizada por um aumento na produgdo das células imaturas
chamadas blastos, que podem se acumular em numerosos o6rgdos e tecidos,
preferencialmente na medula 6ssea (GUIMARAES & ROSA, 2008).

E a neoplasia maligna mais comum na infancia e adolescéncia,
apresentando-se frequentemente quimiossensivel, alcangando uma taxa de
sobrevida livre de eventos em cerca de 90% quando implementado o regime
terapéutico ideal baseado na estratificagdo dos subgrupos (PUl et al., 2012).

No protocolo definido pelo Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na
Infancia de 1999 (GBTLI LLA-99), os pacientes s&o distribuidos em grupos de baixo
e alto risco, de acordo com os achados clinico-laboratoriais ao diagndstico e fatores
de progndstico, adaptando a intensidade da quimioterapia aos diferentes grupos
(CAZE, BUENO e SANTOS, 2010). O conceito do Protocolo GBTLI LLA-2009 foi
baseado nos resultados dos estudos GBTLI LLA-93 e LLA-99, que exclui do grupo
de baixo risco os pacientes portadores de LLA T-derivada e aqueles com LLA
Ph+/BCR/ABL positivos, que tém protocolos especificos (GBTLI LLA-2009).

A gestdo das doengas malignas frequentemente esta associada com efeitos
toxicos significativos podendo causar alteragdes relevantes na cavidade bucal dos
pacientes com LLA e imunossupressao grave (EPSTEIN et al. 2002; SONIS, 2004,
NISCOLA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; MENDONGCA, 2008; MORAIS et al.,

2014).
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Mucosite € um efeito colateral comum entre as complicacbes secundarias
resultantes da quimioterapia, sendo identificada como um fator de risco importante
para infeccdes (MENDONCA, 2008). Sua gravidade pode ser avaliada através da
Escala de Toxicidade Bucal da Organizagdo Mundial de Saude. Esta escala é
dividida em cinco graus classificatérios, que variam de sem alteragbes (0); dor e
eritema localizados na mucosa bucal (1); eritemas e ulceras (2); eritema difuso,
lesbes erosivas e ulceragdes que requerem dieta liquida (3) e, ulceras difusas que
tornam a alimentac&o impossivel (4) (WHO, 1979).

Infecgcbes por Candida podem se apresentar sobrepostas, necessitando de
tratamento com agentes antifugicos locais e sistémicos eficazes. Para a redugao da
carga bacteriana no interior da cavidade bucal podem ser utilizados bochechos
antissépticos bucais de Digluconato de Clorexidina (0,12%), bem como, terapias
antivirais contra a reativagdo do HSV na cavidade bucal (SADASIVAN, 2010).

Ha estudos que sugerem que a presenga do HSV-1 desempenha um papel
importante e pode estar relacionado a severidade da mucosite bucal induzida por
quimioterapia em pacientes com neoplasias hematolégicas (CHEN et al., 2011;
RUPING et al., 2011; MENDONCA et al., 2012). A reativagdo do HSV bucal &
extremamente frequente em pacientes com cancer, independente da presenca de
mucosite (DJURIC et al., 2009).

O EBV esta presente em cerca de 90% da populagdo mundial (BRAS-SILVA,
2009), ao passo que o CMV pode acometer até 99% da populagédo adulta dependo
da etnia e condigbes socioecondmicas (HALENIUS; HENGEL, 2014). Ambos
representam uma ameaga a pacientes imunossuprimidos (SCHUSTER & KRETH,

1992; SLOTS et al., 2006; HALENIUS & HENGEL, 2014; CHEN et al., 2015).
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A utilizagdo preventiva de protocolos de higiene bucal aplicado
sistematicamente em pacientes pediatricos com cancer durante a quimioterapia se
demonstrou estatisticamente eficiente quando comparado a grupos que né&o
receberam cuidados, reduzindo na incidéncia e gravidade da mucosite bucal, bem
como a dor relacionada (CHENG et al., 2001).

Embora a profilaxia com aciclovir tenha se tornado padrdo para pacientes
submetidos a transplante de células hematopoiéticas, o papel do HSV na ocorréncia
de danos na mucosa bucal de pacientes submetidos a quimioterapia permanece
incerto, sendo necessarias mais pesquisas em busca da determinacédo da relagao
entre a microbiota bucal e a presenca e exacerbacdo da mucosite bucal, permitindo
uma avaliagdo do risco potencial infeccioso dominante (NAPENAS et al., 2007;
DJURIC et al., 2009; RUPING et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes clinicas e microbiolégicas
na mucosa bucal de pacientes pediatricos com diagnostico de LLA, submetidos a
tratamento na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, de acordo
com o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia

(GBTLI-2009).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A leucemia é subdividida clinica e patologicamente em grandes grupos,
dentre os quais, estdo suas formas agudas e crbnicas, em que a forma aguda
caracteriza-se por um aumento rapido no numero de células imaturas do sangue,
que faz com que a medula 6ssea seja incapaz de reproduzir células sanguineas
saudaveis, enquanto que, a forma crénica caracteriza-se pelo aumento excessivo no
numero de células maduras anormais da série branca do sangue. Pode ainda ser
classificada de acordo com o tipo de célula afetada pela desordem, como por
exemplo, os linfoblastos, resultando em uma doenga denominada leucemia
linfoblastica, ao passo que, quando afeta as células granulociticas e monociticas,
s&o denominadas leucemias mieloides (INCA, 2014).

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima cerca de 5050 novos casos de
leucemia em homens e 4320 em mulheres, para o Brasil no ano de 2014,
correspondendo a um risco estimado de 5,20 novos casos para cada 100 mil
homens e 4,24 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Leucemia Linfoblastica Aguda € uma neoplasia maligna derivada das células
hematopoiéticas, caracterizada por um aumento na produgdo maligna de
linfoblastos, preferencialmente na medula éssea, porém podendo se acumular em
numerosos 6rgéos e tecidos (GUIMARAES & ROSA, 2008). E a neoplasia maligna
mais comum na infancia e adolescéncia, responsavel por cerca de 25% de todos os
canceres infantis e 80% das leucemias infantis, com pico de prevaléncia entre 2 e 5

anos de idade, apresentando-se frequentemente quimiossensivel. A aplicagcdo de
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regimes quimioterapicos pode alcangar uma taxa de sobrevida livre de eventos em
cerca de 80% dos pacientes em longo prazo (PUIl, ROBISON & LOOK, 2008;
STANULLA & SCHRAPPE, 2009; SILVERMAN et al., 2010), e quando
implementado o regime terapéutico ideal, baseado na estratificagdo dos subgrupos,
classificados de acordo com as caracteristicas das células leucémicas do paciente,
as taxas de cura podem alcangar cerca de 90% para LLA (PUI et al., 2012).

As causas precisas do desenvolvimento desta patologia s&do desconhecidas,
porém ha hipoteses que sugerem um mecanismo infeccioso, exposigdo a um agente
ainda nao reconhecido, mutacdes, predisposicdo genética e susceptibilidade a
leucemia, como por exemplo, criangas com certas doengas genéticas, como
sindrome de down, neurofibromatose tipo |, imunodeficiéncia hereditaria. O
desenvolvimento de qualquer leucemia da infancia, sempre vai envolver a quebra
inicial do DNA e imprecisa reparacdo, em resposta a infeccdo, produtos quimicos,
baixo nivel de radiac&o, exposicdbes ambientais ou de outros, ainda desconhecidos.
Suscetibilidade genética € cada vez mais provavel em termos de ndo somente
resposta & infeccdo, mas também ao reconhecimento e reparacdo do Acido
Desoxirribonucleico (DNA) (McNALLY & EDEN, 2004).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em colaboragdo com a Sociedade
de Hematopatologia e a Associagédo Europeia de Hematopatologia, publicou uma
classificagdo dos tumores dos tecidos hematopoiéticos e tecidos linfoides, que
incorpora novas informagdes que surgiram a partir de estudos cientificos e clinicos,
classificando as neoplasias dos tecidos hematopoiéticos e linfoblasticos de acordo
com a combinagdo da morfologia, imunofenotipagem, genética e caracteristicas
clinicas das distintas doencas, na qual, estas sao estratificadas de acordo com sua

linhagem de células e sua derivagéo a partir do precursor ou células linfoblasticas
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maduras (VARDIMAN et al., 2009; CAMPO et al., 2011). O quadro 1 apresenta os
principais subgrupos das leucemias agudas conforme a classificagcdo da OMS, e as

entidades especificas que sdo compostas (VARDIMAN et al., 2009).

Quadro 1 — Classificagdo da OMS para Leucemias Linfoblasticas Agudas.

Leucemias agudas de linhagem ambigua

e |eucemia aguda indiferenciada

e Leucemia aguda de fendtipo misto com 1(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

e Leucemia aguda de fendétipo misto t(v;11923); MLL rearranjado

e Leucemia aguda de fendétipo misto B-mieloide ndo especificado

e Leucemia aguda de fenaotipo misto T-mieloide néo

especificadoLeucemia/linfoma de células blasticas NK

Leucemia linfoblastica/Linfoma B

e Leucemia/Linfoma linfoblastico B ndo especificado

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas
recorrentes

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com 1(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL 1

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(v;11923); MLL rearranjado

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(12;21)(p13;922) TEL-
AML1(ETV6-RUNX1)

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com hiperdiploidia

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com hipodiploidia

e Leucemia/linfoma linfoblastico B com 1(5;14)(q31;932) IL3-IGH

e Leucemia/linfoma linfoblastico B t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Leucemia/Linfoma Linfoblastica T

Fonte: Adaptado de VARDIMAN et al., 2009.

As leucemias agudas de linhagem ambigua, na nova classificacdo da OMS de
2008, séo distribuidas em separado e altera os critérios diagnosticos. Os casos sem

marcadores de linhagem especificos s&o denominados leucemia aguda
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indiferenciada, expressando na maioria das vezes CD34, HLA-Dr, e/ou CD38 e, por
vezes, TdT, mas n&o expressam antigenos mieloide ou linfoide especificos,
enquanto que, sao denominadas de leucemia aguda de fendtipo misto, as leucemias
cujos blastos expressam concomitantemente na mesma célula, antigenos de mais
de uma linhagem ou que tém populag¢des distintas de blastos que sao de linhagens
diferentes. Uma entidade provisoria foi criada, a leucemia/linfoma linfoblastico de
célula NK. Ainda que o fendtipo de neoplasia de precursores de células NK
verdadeiras ndo esteja claro, o diagndstico deve ser considerado quando os blastos
expressam CD56 com antigenos associados a célula T imatura, como CD7 e CD2,
na auséncia de qualquer antigeno de expressado B ou mieloide e sem rearranjo de
gene do receptor de célula T (VARDIMAN et al., 2009; CAMPO et al., 2011).

As anormalidades cromossomicas s&do consideradas como entidades
distintas, como por exemplo, LLA/linfoma com t(1;19)(q23;p13.3), TCRF3/ PBX1 etc.
Os casos de LLA diagnosticados com cari6tipo normal devem ser investigados para
verificacdo da t(12;21)(p13;922) por hibridizagcdo in situ por fluorescéncia ou o
rearranjo ETV6/RUNX1 n&o detectavel pela citogenética classica, pois essa
anormalidade apresenta prognostico favoravel, bem como, realizar avaliagdo para a
presenca de cromossomo Filadélfia e/ou rearranjo BCR/ABL por possuirem
prognostico desfavoravel. Apos analise, os casos de LLA que ndo apresentam
alteragdo citogenética ou molecular s&o classificados como leucemia/linfoma
linfoblastico B sem outra especificagdo. A leucemia/linfoma linfoblastico T podem
apresentar rearranjos cromossémicos envolvendo 14q11.2, 7935, 7p14-15, que s&o
locos de receptores de célula T o, B e vy, respectivamente. O significado

patogenético dessas anormalidades ainda nao é claro, e esse subtipo de leucemia
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nao é subclassificado de acordo com a alteragdo genética (VARDIMAN et al., 2009;

CAMPO et al., 2011).

2.2 Protocolos terapéuticos do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia

Linfoblastica Aguda

2.2.1 Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda

(GBTLI LLA-99)

No protocolo definido pelo Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na
Infancia de 1999, os pacientes sdo distribuidos em grupos de baixo e alto risco, de
acordo com achados clinico-laboratoriais ao diagnéstico e a resposta precoce a
terapia de indugédo (7°, 14° e 28° dias), adaptando a intensidade da quimioterapia
aos diferentes grupos de risco, ou seja, a terapia mais agressiva € permitida aos
pacientes com maiores riscos de recaida e a menos agressiva para 0s com menor
risco (GBTLI LLA-99).

O grupo de risco basico verdadeiro € representado pelos pacientes que se
apresentam com idade = 1 ano e < 10 anos e glébulos brancos < 10000/mm?,
auséncia de massa mediastinal, auséncia de envolvimento em sistema nervoso
central e hepatoesplenomegalia < 5 cm da RC (Radiagdo craniana), sendo
recomendaveis imunofenotipagem nao-T, antigeno CD10 > 20%, hiperdiploidia > 50
cromossomos e auséncias do Cromossomo Filadélfia ou translocacdo Filadélfia

positivo (Ph+) (GBTLI LLA-99).
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O grupo risco basico € representado pelos pacientes com idade =2 1 < 10
anos, contagem de globulos brancos > 10000 < 50000/mm? e/ou presenga de massa
mediastinal e/ou figado ou bago = 5 cm da RC, sendo recomendaveis
imunofenotipagem nao-T, hiperdiploidia de 47 a 50 cromossomos e auséncia do
Cromossomo Filadélfia ou translocac&o Filadélfia positivo (Ph+) (GBTLI LLA-99).

O grupo classificado como alto risco de recaida é caracterizado por pacientes
com idade < 1 ano ou > 9 anos ou glébulos brancos > 50000/mm? ou leucometria no
8° dia (Dg) > 5000/mm? ou presencga de blastos no sangue periférico no 14° dia (D14)
ou medula Ms no D14 ou medula M2/Ms no 28° dia (D2s), sendo recomendaveis
imunofenotipagem T ou achados desfavoraveis da citogenética — hipodiploidia < 46,
pseudodiploidia, cromossomo Ph+ (GBTLI LLA-99).

As estratégias de tratamento para os pacientes com leucemia linfoblastica
aguda na infancia compreendem algumas fases de tratamento, incluindo uma fase
de induc&o que objetiva uma remissao inicial dentro de um més através do uso de
multiplos agentes quimioterapicos; fase de consolidagao para erradicagao de blastos
residuais nos pacientes que se encontram em remissao e, fase de manutengao para
estabilizacdo da remiss&do, suprimindo o ressurgimento de um clone droga-
resistente, mantendo uma reducdo continua de células leucémicas residuais

(FARIAS, 2010).

2.2.2 Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda

(GBTLI LLA-2009)

O conceito do Protocolo GBTLI LLA-2009 foi baseado nos resultados dos

estudos GBTLI LLA-93 e LLA-99.
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Algumas caracteristicas da fenotipagem e da citogenética desfavoravel da
célula blastica influenciam sensivelmente os resultados terapéuticos, principalmente
aqueles avaliados no inicio do tratamento e final da fase de indugcédo e, em longo
prazo nas taxas de sobrevida global e sobrevida livre de eventos (GBTLI LLA-2009).

No protocolo GBTLI LLA-2009 foi implementado a Doenga Residual Minima
(DRM), em que sua determinacéo é necessaria para a definicdo dos grupos de risco
e terapias ajustadas aos referentes grupos, conduzindo a terapia do protocolo. Além
da avaliagdo dos critérios clinicos, as caracteristicas da fenotipagem e citogenética
das células blasticas influenciam nos resultados terapéuticos, sendo estes avaliados
no inicio do tratamento, nos dias 8 (D8) e 15 (D15), e no final da inducéo, dia 35
(D35) e a longo prazo nas taxas de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de
Eventos (SLE). O conhecimento deste valores juntamente com o tipo de célula
leucémica, acrescido a resposta do paciente a terapia, medida morfologicamente
pela porcentagem dos blastos leucémicos identificados no sangue periférico no D8
ou na medula 6ssea nos dias 15 e 35, permite a identificacdo do grupo de pacientes
com alto risco de falha indutéria e recidiva (GBTLI LLA-2009).

Neste protocolo, a estratificagdo dos pacientes nos grupos de baixo e alto
risco de recaida torna-se exclusivamente para as leucemias B-derivadas, em que os
pacientes com excelente sensibilidade a terapia tem o esquema quimioterapico
reduzido, enquanto que os pacientes portadores de LLA T-derivada e aqueles com
LLA Ph+/BCR/ABL (proteina BCR-ABL €& uma tirosina-quinase constitutivamente
ativa, expressa nas leucemias positivas para o cromossomo Ph) positivos foram
excluidos do grupo de baixo risco, sendo introduzidos protocolos especificos (GBTLI

LLA-2009).
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Os lactentes < 12 meses e os portadores de Sindrome de Down requerem
abordagens terapéuticas especificas por constituirem subgrupos especiais de
pacientes (GBTLI LLA-2009).

Os pacientes portadores de LLA B-derivada com idade =2 1 < 9 anos e
glébulos brancos < 50000/mm?, sem acometimento do Sistema Nervoso Central,
sem citogenética de mau prognostico (BCR-ABL, rearranjo do gene MLL e
hipodiploidia < 46 cromossomos) séo classificados inicialmente no grupo de baixo
risco de recaida (GBTLI LLA-2009).

Os critérios de elegibilidade dos pacientes com diagnostico de LLA B-derivada
classificados no grupo de alto risco s&o idade > 9 anos, leucometria inicial =
50000/mm?, acometimento do Sistema Nervoso Central ao diagnostico, citogenética
desfavoraveis ou respondedores lentos/refratarios a prefase e terapia da indugao
(GBTLI LLA-2009).

No quadro 2 a seguir, segue o esquema da estratégia de tratamento para os
pacientes com LLA na infancia, compreendendo as fases de tratamento de acordo

com seu diagnostico:
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Quadro 2 — Esquema das estratégias de tratamentos para os diferentes diagndsticos, de acordo com
o Protolocolo GBTLI LLA-2009

PLANO GERAL DE TRATAMENTO

LLAB
DERIVADA ~ .
CONSOLIDAGCAO TARDIA MANUTENCAO
Baixo risco
de recaida
o Q
LLAB .5 g
DERIVADA | 2 | £ CONSOLIDAGAO .
= T o INTERFASE MANUTENCAO
Alto risco de = r | < TARDIA
GRUPOS E ) 4 1 < | 9
recaida al o
FASES DE ®w | ol &
< | < |5
TRATAMENTO w o Z -
LLAT + g E CONSOLIDAGAO .
w 3 = INTERFASE MANUTENCAO
DERIVADA g o = TARDIA
b |2
£ 18
LLA PH+ CONSOLIDAGAO TARDIA MANUTENGAO

Para o grupo de pacientes portadores de LLA B-derivada com baixo risco de
recaida, o tratamento € composto por uma prefase e fase de inducdo, fase de
consolidacdo da remisséo, fase de intensificacdo, interfase, consolidacido tardia e
terapia de manutengao, e o protocolo para este grupo preconiza a realizagado de uma
prefase com Prednisona 60 mg/m?/dia durante 7 dias e uma injec¢ao intratecal no 1°
dia do tratamento de Metotrexato; fase de indugao por 4 semanas com
Dexametasona, Vincristina, Daunoblastina, L-Asparaginose e MADIT (Metotrexato,
Citarabine e Dexametasona); fase de consolidacado da remissdo com a
administragcdo de 6-Mercaptopurina, Citarabine e MADIT; intensificagdo em 8
semanas com Metotrexato 2g/m? x 4, 6-Mercaptopurina, MADIT; consolidagao
tardia em 8 semanas com Dexametasona, Vincristina, Doxorrubicina, L-

Asparaginose, 6-Tioguanina, Citarabine, MADIT; a terapia de manutencao esta

alicercada nas drogas 6-Mercaptopurina e Metotrexato que serdo de uso
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intermitente por 18 meses; injecdes intratecais com MADIT serdo administradas a
cada 8 semanas durante toda a terapia de manutencéo (GBTLI LLA-2009).

Para o grupo de pacientes portadores de LLA B-derivada alto risco de
recaida, o tratamento é composto por uma prefase que utiliza a monoterapia com
Prednisona 60 mg/m?/dia x 7, juntamente com uma injeg&o intratecal de Metotrexato
no 1° dia; a fase de indugao objetiva alcancar a remissado clinica completa em 4
semanas, utilizando Prednisona, Vincristina, Daunorrubicina, L-Asparaginose,
Ciclofosfamida (preconizada a pacientes respondedores lentos a terapia da prefase
e inducdo), MADIT; fase da consolidagdo da remissao por 8 semanas é
basicamente composta por duas doses intermediarias do Metotrexato
adicionalmente a Etoposide, Citarabine, 6-Tioguanina e Vincristina, Prednisona, 6-
Mercaptopurina, Metotrexato; fase de intensificagdo com duragdo de 8 semanas,
composta por um bloco com Vincristina, Doxorrubicina, L-Asparaginase,
Dexametasona e outro bloco com Etoposide, Citarabina, 6-Tioguanina; uma
interfase por 8 semanas, com doses mais elevadas de Metotrexato e uso de L-
Asparaginase, 6-Mercaptopurina, Vincristina, Prednisona; consolidagao tardia por
8 semanas, composta por 2 blocos terapéuticos, um com Vincristina,
Daunorrubicina, L-Asparaginase, Prednisona e outro, com Ciclofosfamida,
Citarabina, 6-Tioguanina e, terapia de manutengado por 18 meses, preconizado

doses de Metotrexato, 6-Mercaptopurina, Vincristina, Prednisona, MADIT.
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2.3 Mucosite bucal

A gestdo de drogas antineoplasicas para tratamento de doencgas
hematologicas malignas frequentemente estd associada com efeitos toxicos
significativos. Estes efeitos podem afetar diretamente a mucosa pela circulagéo
sisttmica e estar relacionado com quadro de xerostomia e mudanga nos
constituintes da saliva, afetando a manutencao e reparagao do epitélio, assim como,
a fisiologia da microbiota bucal e a interagdo desta microbiota com o epitélio
(MCCARTHY et al., 1998; EPSTEIN et al., 2002).

A mucosite € uma alteracdo comum entre as complicagbes secundarias,
sendo identificada como um fator de risco importante para infecgbes (SONIS, 2004;
NISCOLA et al., 2007; MENDONGCA, 2008).

O desenvolvimento da mucosite € um processo biolégico dinamico que pode
ser dividido em cinco estagios, iniciagcdo, sinalizagdo, amplificagdo, ulceracdo e
cicatrizacdo. A fase de iniciacdo ocorre rapidamente apds a administracdo da
radiacao ou quimioterapia que causam lesdo direta as células epiteliais basais e do
tecido subjacente e, simultaneamente, espécies reativas de oxigénio sdo geradas. A
fase de sinalizacado € caracterizada pela ativacdo de vias de transducéo, de forma
direta pela radioterapia ou quimioterapia ou, indiretamente pelos radicais oxidativos,
que ativam fatores de transcricdo como p53 e o fator nuclear-kb (NF-kb), levando a
sobrerregulagdo dos genes que modulam a resposta ao dano. Na fase de
amplificacdo, a ativagdo do fator de transcricdo nuclear-kB (NF-kB) no epitélio e
endotélio, e a ativagdo de macrofagos, ocasiona na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, as quais amplificam o sinal primario ou podem ativar NF-kB em outras

células. Estas moléculas de sinalizacdo também participam de um ciclo de feedback
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positivo que amplificam os efeitos originais de radiagao e quimioterapia, provocando
ainda mais lesao tecidual. Os danos diretos e indiretos para as células-tronco
epiteliais resultam em uma perda da capacidade de renovagao. A fase ulcerativa é
representada pelo rompimento da integridade da mucosa, ocasionando lesbes
ulceradas extremamente dolorosas propensas a colonizagdo de microrganismos.
Estas manifestacbes aparecem em cerca de 10 dias apds o inicio do tratamento
quimioterapico ou do efeito acumulativo das doses de radiacdo. A fase de
cicatrizacdo e cura, na maioria dos casos, inicia-se cerca de 2-3 semanas apoés a
cessacao da radioterapia ou 3 semanas apos a administracdo da quimioterapia,
caracterizada pela proliferagdo, diferenciagdo e migragédo de células epiteliais com a
restauracéo da integridade da mucosa (SONIS, 2004).

A gravidade da mucosite bucal pode ser avaliada através da Escala de
Toxicidade Oral da OMS. Esta escala é dividida em cinco graus classificatorios

(Quadro 3) (WHO, 1979).

Quadro 3 — Escala de Toxicidade Oral da Organizagdo Mundial de Saude

Grau 0 Sem alteracdes

Grau 1 Dor e eritema

Grau 2 Eritemas e ulceras

Grau 3 Eritema difuso, lesdes ulcerativas, dieta liquida
Grau 4 Ulceras difusas que tornam a alimentagdo impossivel

Fonte: Adaptado da escala de toxicidade oral da OMS, 1979.

Por ndo haver um tratamento determinante para a mucosite, este é
exclusivamente paliativo, concentrado principalmente na gestdo dos sintomas e
controle da dor (STONE, FLIEDNER, SMIET, 2005; EILERS, MILLION, 2007).

Porém, a utilizacdo preventiva de protocolos de higiene bucal aplicado
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sistematicamente em pacientes pediatricos com cancer durante a quimioterapia se
demonstrou estatisticamente eficiente quando comparado a grupos que né&o
receberam cuidados, reduzindo a incidéncia e gravidade da mucosite bucal, bem
como a dor relacionada (CHENG et al., 2001).

Epstein e colaboradores (2002) realizaram uma revisdo da literatura para
analisar o papel da fung¢do salivar na modulagdo da mucosite orofaringea induzida
por quimioterapia. As drogas quimioterapicas podem apresentar efeitos téxicos nas
células da mucosa bucal e em elementos celulares do tecido conjuntivo. A secregéo
destas drogas na saliva pode resultar na exposigédo topica para o ambiente bucal
levando a reducédo do volume e mudanga de constituintes da saliva que podem
afetar a manutengao e reparagao do epitélio, a fisiologia da microbiota bucal e a
interacado entre a flora bucal e o epitélio. Os autores concluiram que uma melhor
compreensao dos mecanismos pelos quais os agentes quimioterapicos especificos
causam mucosite pode levar a abordagens de gestdo que reduzem a incidéncia e
severidade desta, melhorando a qualidade de vida e assegurando a quimioterapia
necessaria para melhorar as taxas de cura do cancer.

Costa e colaboradores (2003) avaliaram a eficacia de um protocolo bucal
preventivo usando bochechos de clorexidina na prevencdo de complicagcbes da
mucosa bucal induzida por quimioterapia em criangas tratadas com quimioterapia
intensiva para leucemia linfoblastica aguda (LLA). Quatorze criangas, com idade de
2 a 10 anos (média = 7 anos), recebendo quimioterapia intensiva para o tratamento
de leucemia linfoblastica aguda participaram do estudo. Estas criangas receberam o
mesmo regime quimioterapico em um periodo de seis semanas e nenhuma
apresentava quaisquer sinais clinicos de candidiase bucal ou esofagica, nem

quaisquer outras complicagdes bucais sobre a mucosa antes de iniciar o protocolo
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bucal preventivo e a quimioterapia intensiva. As criangas mais novas foram incluidas
no grupo controle. O protocolo bucal preventivo foi iniciado pelo menos um dia antes
de se iniciar a quimioterapia intensiva e terminava dez dias apds o final deste
periodo, com um tempo médio de oito semanas. No grupo experimental, sete
pacientes receberam um protocolo preventivo diario que consistia nos cuidados de
higiene bucal, incluindo escovagao supervisionada duas vezes ao dia e bochechos
com digluconato de clorexidina a 0,12%. As sete criangas do grupo controle
receberam uma higiene bucal diaria e bochechos com um enxaguatério placebo.
Ambos os grupos foram avaliados diariamente. Durante o periodo experimental,
todos mantiveram uma boa higiene bucal e uma redugao significativa foi observada
na incidéncia de mucosite e ulceragdo nas criangas que receberam o protocolo bucal
preventivo usando bochechos de digluconato de clorexidina a 0,12% (p <0,05; teste
exato de Fisher). Uma crianga (14,3%) do grupo experimental e cinco (71,4%) do
grupo controle desenvolveram mucosite bucal e ulceragdo. Nenhuma outra
complicacdo na mucosa bucal foi observada. As mucosites se desenvolveram entre
dois e quatro dias apds a administragao inicial da dose intravenosa de metotrexato,
e esta foi mais frequente na mucosa labial e jugal. O tempo médio de duragao das
mucosites e ulceragdes foram de 10 e 16 dias, respectivamente no grupo controle. A
gravidade das lesdes bucais e duragdo na crianga que recebeu bochechos de
digluconato de clorexidina foram menores em comparagdo com O grupo controle.
Nenhuma toxicidade foi observada neste estudo, somente a crianca que
desenvolveu mucosite no grupo experimental relatou a sensagcdo de queimacao na
boca associado ao bochecho de clorexidina. Os autores concluiram que o protocolo
bucal preventivo aplicado no presente estudo pode ser utilizado como profilaxia para

as complicagdes bucais nas criangas com leucemia que estdo recebendo
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quimioterapia intensiva. Além disso, pode ser justificado para obter e manter a
melhor saude bucal possivel em pacientes em estado grave, pois uma melhoria das
condigbes bucais podem diminuir seu sofrimento e evitar a propagacéo de infec¢des
graves a partir da cavidade bucal.

Oliveira Lula e colaboradores (2007) compararam a frequéncia de lesbes
bucais em pacientes com leucemia submetidos a dois protocolos de quimioterapia.
Foram avaliados 28 pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda com
idades entre 2 e 13 anos tratados no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Belo, Sdo Luis, Maranhdo. Oito pacientes foram excluidos por lesdes bucais
presentes resultantes da progressédo da leucemia antes do inicio da quimioterapia. A
amostra final foi composta por 20 pacientes, que foram divididos em Grupo | (n = 10)
que consistiu de pacientes tratados de acordo com o protocolo GTBLI-93 e Grupo Il
(n = 10) que consistiu de pacientes tratados de acordo com o protocolo BFM. Todas
as criangas incluidas no estudo estavam na fase de indugdo da quimioterapia. Os
pacientes receberam instrugcbes de higiene bucal e atendimento odontologico
durante o periodo de acompanhamento. Os pacientes foram examinados
clinicamente por meio de inspecéo visual e tatil das estruturas de suporte dos dentes
e tecidos moles no dia da admissao no hospital, assim como, na primeira, segunda e
terceira semana apdés a fase de indugdo da quimioterapia. Realizaram uma
avaliacado qualitativa com base na aparéncia clinica das lesdes. As complicacdes
registradas foram ulceragdes, petéquias, equimoses, eritema, sangramento gengival,
xerostomia, candidiase, herpes simples, palidez das mucosas e infiltracdo leucémica
gengival. O teste qui-quadrado (nivel de 5% de significancia) foi utilizado
considerando-se como a hipotese nula (HO) que a proporgdo de pacientes que

apresentam alteracbes ndo depende do protocolo utilizado. A frequéncia de cada
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alteracdo observada para os dois protocolos durante o periodo de estudo foi
registrada. Como resultados, a comparagdo dos dois protocolos de quimioterapia
nao revelou nenhuma diferenga significativa na primeira, segunda ou terceira
semana (teste de qui-quadrado, p = 0,65 para a primeira semana e p = 1,00 para a
segunda e terceira semana). O presente estudo demonstrou que os agentes
quimioterapicos causam alteragdes relevantes na cavidade bucal dos pacientes com
leucemia, independentemente do protocolo utilizado, e que essas complicagcdes séo
mais frequentes imediatamente apds a administragdo dos farmacos, com um
declinio gradual através das seguintes duas semanas, porém sugerem mais estudos
para avaliar o efeito a longo prazo desta terapia na cavidade bucal destes pacientes.

Morais e colaboradores (2014) realizaram uma revisdo sistematica da
literatura sobre as complicagdes bucais secundarias a quimioterapia realizada em
criangas portadoras de leucemia linfoblastica aguda (LLA). Foi realizada uma busca
sistematica de artigos publicados entre janeiro de 1992 e abril de 2013 nas bases de
dados Pubmed/Medline, Science Direct, Scielo e Scopus. Foram selecionados
estudos que tiveram como populacido-alvo criangas de 2 e 18 anos, portadoras de
LLA e que avaliaram as complicagdes do tratamento antineoplasico na cavidade
bucal. Apos analise dos avaliadores, 18 estudos foram selecionados primariamente
para participar da revisdo sistematica. Apos analise completa dos estudos, apenas 8
preencheram todos os critérios de inclusdo. A amostra dos participantes oscilou
entre 17 e 156 criangas, sendo o tamanho da amostra total de 472 criangas com
idade variando entre 2 e 18 anos. A maioria dos autores nao estabeleceram relagao
entre sexo e a frequéncia de manifestagbes orais e alguns ndo avaliaram seus
pacientes de acordo com o sexo. Em todos os estudos, o exame intrabucal foi usado

para estabelecer o diagnostico das lesbes bucais durante o tratamento



37

quimioterapico, dentre estes, apenas um relatou a realizagdo do exame clinico
intrabucal antes do inicio da quimioterapia. Seis artigos citaram as drogas utilizadas
durante a quimioterapia, mas ndo estabeleceram correlagdo entre as complicacdes
bucais e tipo de drogas utilizadas. Para os autores, as manifestagdes bucais sao
mais comuns na fase de inducdo. As lesdes bucais mais frequentes foram mucosite,
candidiase, periodontite e gengivite. Os locais mais acometidos foram a mucosa
bucal e labial. A prevaléncia dessas manifestacdes bucais estava relacionada a ma
higienizacdo bucal dos pacientes. A clorexidina demonstrou ser um agente de
efeitos benéficos na diminuigcdo das manifestacdes bucais e o uso profilatico reduz a
frequéncia da mucosite bucal e patégenos orais. A principal complicagado bucal foi
ulceracao e estava associado ao baixo numero de neutréfilos. Um estudo observou
que a presenca do HSV-1 e Candida spp. estava associada ao aumento da
severidade da mucosite nas criancas com LLA. Os autores concluiram que a
condigdo de saude bucal dos portadores de LLA varia de acordo com um conjunto

de fatores.

2.4 Agentes fungicos e bacterianos envolvidos na mucosite bucal

A cavidade bucal é intensamente colonizada por bactérias, em que sua
concentragdo maxima se encontra no biofilme dental, embora também haja
abundantemente sobre o dorso da lingua, palato e gengivas. Os microorganismos
mais abundantes s&o os estreptococos do grupo viridans, mitis, sanguis, salivarius,
etc. O rompimento da integridade da mucosa bucal, ocasionado por lesdes
ulceradas, resulta na penetragdo de microrganismos para a corrente sanguinea.

Esses microrganismos podem ser identificados no sangue através de hemoculturas.



38

Essa bacteremia pode ser a causa de numerosos processos, dentre os quais,
abcessos distantes, danos renais, endocardite infecciosa (POVEDA-RODA et al.,
2008).

Os pacientes em tratamento quimioterapico para leucemia linfoblastica aguda,
principalmente aqueles submetidos a transplante da medula O6ssea podem
apresentar infecgdes fungicas e bacterianas como ocorréncias comuns (BROWN &
WINGARD, 2004). Esses pacientes tém uma tendéncia a septicemia derivada da
cavidade bucal devido ao seu tratamento de quimioterapia mieloablativo para o
transplante de células-tronco hematopoéticas (ANTUNES et al., 2010).

Dentre as infeccbes bacterianas, cerca de 25% a 50% dos casos de
septicemia nos pacientes com neutropenia sdo em decorréncia de bactérias gram
negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp., € Escherichia coli. Ja
as bactérias gram-positivas que podem causar infecgdes locais e sistémicas em
potencial nestes pacientes, tém-se Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans e
espécies Enterococcus spp (BROWN & WINGARD, 2004).

Os produtos da parede celular das bactérias como os antigenos da parede
celular e lipopolissacarideos, podem penetrar a submucosa rica em macrofagos e
estimular a secregado de citocinas pro-inflamatorias, intensificando o processo
inflamatorio da mucosite bucal. Nos pacientes granulocitopénicos, ha um risco de
que bactérias intactas possam invadir vasos submucosos e produzir bacteremia ou
sepse (SONIS, 2009). Complicagbes graves podem atrasar o tratamento, aumentar
as hospitalizagdes e os custos meédicos, bem como atrasar o término do tratamento
(SADASIVAN, 2010).

A candidiase bucal € uma entidade nosolégica frequente da cavidade bucal

causada pela agédo patogénica da Candida spp., em que os tecidos bucais ficam
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suscetiveis a esses agentes em decorréncia de fatores, como por exemplo,
xerostomia, radioterapia na regido maxilofacial e quimioterapia (GONZALEZ
GRAVINA et al., 2007).

A infeccdo por candida € comumente causada pela Candida albicans por se
tratar de um microrganismo residente na pele e mucosa bucal. A mucosa bucal
saudavel e integra atua como defesa do hospedeiro contra esse patdgeno, no
entanto, esses fungos podem causar infecgdes locais e sistémicas nos pacientes
com neutropenia e ulceras provocadas por radiagdo ou quimioterapia, aumentando a
morbidade e mortalidade destes. Além disso, o uso prolongado de antibi6ticos de
amplo espectro, corticosteroides e substancias citostaticas durante a neutropenia,
associado a xerostomia e hospitalizagdo prolongada, pode criar um ambiente
favoravel ao crescimento desses fungos (BROWN & WINGARD, 2004; GONZALEZ
GRAVINA et al., 2007).

Esses agentes fungicos existentes na cavidade bucal podem infectar as vias
digestivas disseminando-se através da circulagdo, podendo desenvolver um quadro
de infecgao sistémica fatal para o paciente, cujo algumas espécies, entre as quais C.
krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. Dubliniensis, ttm se demonstrado resistente a
certos medicamentos antifingicos (GONZALEZ GRAVINA et al., 2007).

Epstein, Hancock, Nantel (2003) analisaram a relagdo da colonizagdo bucal
pela espécie Candida e evolugado do paciente, incluindo uma avaliacdo de infecgéo
sistémica, mortalidade, potencial relagdo com a mucosite bucal, bem como o
impacto do tratamento antifungico em uma populagdo de receptores de transplante
de células hematopoiéticas. Avaliaram registros de 115 pacientes consecutivos no
periodo de janeiro de 1995 a dezembro de 1996. Todos os pacientes tinham

avaliagbes bucais prospectivas antes do transplante e semanais durante a
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internacdo até 4 semanas apds o transplante ou alta, ou até morte. Os pacientes
foram instruidos a continuar os regulares métodos de higiene e instruidos a fazer
enxague com 5 a 15 mL de digluconato de clorexidina (0,2%) por mais de meio
minuto, 4 vezes ao dia. Medicamentos antifungicos sistémicos foram fornecidos a
todos os pacientes do estudo. Antifungicos sistémicos e topicos foram iniciados
durante, ou antes, da infusdo de células-tronco (dia 0). Antibidticos de largo espectro
foram utilizados nos pacientes, caso tornassem-se febris. A mucosite bucal foi
avaliada usando sistema de pontuacdo do Instituto Nacional do Cancer: grau 1, dor
bucal ndo exigindo uso de narcéticos; grau 2, dor ou ulceragdo, ou ambos, nao
necessitando de uso de narcoticos; grau 3, ulceragédo grave exigindo um analgésico
narcotico, grau 4, intubagéo preventiva ou resultando em pneumonia por aspiragao
documentado. Os achados clinicos compativeis com candidiase bucal foram
registrados. As amostras para Candida foram obtidas através de coletas da mucosa
bucal, regido anterior do dorso da lingua e de sitios suspeitos usando swab, e foram
submetidos a rotina de cultura microbiolégica com agar dextrose Sabouraud. A
populacdo do estudo consistiu em 115 pacientes (59 homens) entre 19 e 59 anos
(média de 39 anos). Seus diagnosticos médicos eram leucemia aguda, 33 (29%);
leucemia cronica, 32 (28%), anemia aplastica, 4 (3%); linfoma, 13 (11%); mieloma
multiplo, 13 (11%); doenga mieloproliferativa, 15 (13%) e doenga de Hodgkin, 5
(4%). Dezessete pacientes receberam transplantes autdgenos para o tratamento de
sua doenga primaria, 62 receberam transplantes alogénicos entre irmaos e 36
receberam transplantes de doadores nao relacionados. A colonizacdo por espécies
de Candida foi identificada em 31% dos pacientes. Cinquenta e seis por cento dos
pacientes com colonizagdo tinham evidéncia clinica de candidiase bucal. A

colonizagdo por Candida foi significativamente menor em pacientes em uso de
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clorexidina isoladamente, em comparagao com aqueles com clorexidina e nistatina
juntos (P< 0,046). Vinte e cinco pacientes morreram no periodo pos-transplante
imediato, 17 dos quais eram Candida positivo. A duracéo da internacéo variou de 15
a 153 dias, o aumento da estadia também foi associado com colonizagdo por
Candida (P= 0,04). Setenta e quatro por cento de todos os pacientes desenvolveram
mucosite ulcerativa. Mucosite mais grave foi observada em doentes submetidos a
quimioterapia e radioterapia. Nao houve diferenca significativa entre a colonizagéo
por Candida e a presenga ou gravidade da mucosite. Em conclusédo, apesar de
profilaxia antifungica sistémica e topica, colonizagdo por espécies de Céandida da
orofaringe foi frequente em pacientes que receberam transplante de células
hematopoiéticas. Dos 25 pacientes que morreram logo apds o transplante, 92%
tiveram mucosite ulcerativa, em comparagcdo com 70% dos que sobreviveram,
refletindo a associagdo da mucosite bucal com a toxicidade do transplante de células
hematopoiéticas. Houve uma relagéo significativa entre transplante alogénico de
células hematopoiéticas e autdgeno, tempo de permanéncia, e colonizagdo de
Candida. Em pacientes submetidos a profilaxia antifungica sistémica, enxague com
clorexidina foi estatisticamente mais eficaz na redugao da colonizagdo por Candida
quando comparado a associagao de clorexidina e nistatina (P=0,046).

Napenas e colaboradores (2007) realizaram uma revisdo sistematica que
analisou o papel das mudancas da microbiota bucal no desenvolvimento da
mucosite bucal durante a quimioterapia. Os estudos analisados renderam um total
de 300 pacientes numa faixa de 10 a 58 pacientes por estudo, com 13 diferentes
diagnosticos de céancer. Dezesseis diferentes quimioterapicos foram utilizados,
porém cinco dos estudos nao especificaram a quimioterapia utilizada, dentre os

quais, os mais frequentes foram o citarabina, vincristina, ciclofosfamida, metotrexato
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e doxorrubicina. Foi constatada a utilizagao de 29 antimicrobianos diferentes, dentre
0S mais comuns a nistatina, anfotericina e clorexidina. Varios estudos descobriram
mudancgas qualitativas na microbiota bucal durante a quimioterapia, porém o trabalho
concluiu que mais pesquisas sao necessarias para determinagao da relagao entre a
microbiota bucal, grau de granulocitopenia e a presenga de mucosite em pacientes
realizando quimioterapia, o que daria uma melhor compreensdao do papel da
microbiota bucal e o desenvolvimento e exacerbacdo da mucosite bucal.

Anirudhan e colaboradores (2008) estudaram a etiologia da mucosite bucal e
avaliaram seu potencial nas complicagdes sistémicas. Foram incluidos no estudo
criangas menores de 15 anos de idade submetidos ao protocolo quimioterapico
MCP-841 para tratamento da leucemia linfoblastica aguda e que apresentaram
mucosite entre janeiro de 2003 e agosto de 2004. Foram realizadas coletas da lesdo
e do sangue para avaliagao fungica, bacteriana, herpesvirus humano simples (HSV)
e sorologia. 70 pacientes foram elegiveis, com idade média de 4,25 anos (variagao:
6 meses a 15 anos). Ocorreram 100 episédios de mucosite, em que 41 foram na
fase de inducdo, 39 na fase de intensificacdo e 20 na fase de manutencdo da
quimioterapia. Ulceras foram a apresentacdo mais comum (70%), seguido por
manchas (18%) e vesiculas (3%); 11% tinham tanto ulcera quanto manchas. Grau |
de mucosite esteve presente em 37%, grau Il em 30%, grau lll em 23% e grau IV em
10% dos episodios. Neutropenia estava presente em 64% dos episédios e de
duracéo prolongada (> 1 semana) em 33 desses episodios. Nao houve diferenca
significativa nos fatores de risco observados entre mucosite leve e grave; presenca
de choque séptico mostrou uma tendéncia significativa na mucosite severa (P =
0,07). Trinta e nove organismos fungicos foram isolados a partir da cavidade bucal

em 38 episodios de infecgbes fungicas. Nao houve fatores predisponentes
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significativos para a colonizagdo por fungos por via bucal, no entanto, houve uma
alta associagdo com o uso de esteroides (P = 0,07) e presenga de hifas fungicas na
urina (P = 0,06). Cinco dos seis pacientes com fungemia tinha prolongado
neutropenia grave. Apesar do uso de anfotericina B, trés pacientes morreram; duas
mortes foram causadas por Candida tropicalis e uma por Aspergillus niger. Culturas
de swabs revelaram 28 organismos de 23 episodios de mucosite. Infeccdo mista
estava presente em 5 episddios. Houve quatro mortes em grupo de hemocultura
positiva; um paciente com infeccdo mista devido Acinetobacter e Staphylococcus
aureus; os outros trés tiveram sepse bacteriana devido a Escherichia coli, Klebsiella
e enterococos. Nenhuma cultura comprovada nos casos de septicemia demonstrou
uma fonte bucal. Elevagdo de anticorpo para HSV (> 1: 8) foi observada em 16
individuos; 7 destes pacientes (44%) desenvolveram ulceras bucais recorrentes em
comparagao com 31% (17/54) no grupo soronegativo HSV (P = 0,34). Controles
consistiu de 50 criangas < 15 anos de idade internados para varias doengcas em
enfermaria pediatrica. Apesar de significativo o numero de lesdes bucais, foram
clinicamente compativeis com infeccdo herpética e responderam a terapia com
aciclovir oral. Houve uma prevaléncia significativamente maior de sorologia HSV em
criangas em quimioterapia. Sendo assim, a obteng&o de culturas de lesdes bucais é
util na gestdo adequada das lesdes e, assim, possivelmente previne a disseminagao
sistémica.

Soares e colaboradores (2011) avaliaram clinicamente alteragbes da mucosa
bucal e analisaram qualitativamente a microbiota bucal em criangas com leucemia
linfoblastica aguda submetidas a quimioterapia antineoplasica e tratamento
profilatico com clorexidina a 0,12%. Participaram da pesquisa 17 criangcas com

idades entre 2 e 12 anos, sem preferéncia por sexo ou raca. Bochechos com
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clorexidina a 0,12% foi prescrito aos pacientes duas vezes ao dia, por 1 minuto,
apo6s 30 minutos do café da manha e apds a ultima refeigao da noite. A solugcido de
gluconato de clorexidina a 0,12% foi administrada durante 10 dias em todas as fases
da quimioterapia. O exame clinico da mucosa bucal foi realizado diariamente
durante o periodo de internacdo para a quimioterapia para avaliar a presenca de
mucosite bucal. Foi coletado material da mucosa labial e jugal para analise
microbiolégica durante a fase de intensificacdo apds o fim do tratamento profilatico
com clorexidina a 0,12%. Apenas 5 (29,4%) dos 17 pacientes que utilizaram o
gluconato de clorexidina a 0,12% desenvolveram mucosite bucal de baixa
severidade, acometendo a mucosa jugal em 2 casos, a gengiva em 2 casos, € a
lingua em 1 caso. Nenhum dos pacientes apresentou mucosite disseminada. Analise
microbioloégica revelou uma frequéncia muito baixa de microrganismos
potencialmente patogénicos na mucosa bucal dos pacientes. Entre as bactérias
gram-positivas, encontrou-se estafilococos coagulase-negativo, e estavam presentes
em amostras coletadas a partir de 8 pacientes (47,0%), seguido de C. albicans
identificados em amostras de 6 pacientes (35,3%). Entre as bactérias gram-
negativas, E. coli, K. pneumoniae e S. maltophilia foram isoladas em 1 paciente
(5,9%) cada. A analise da presencga de microrganismos potencialmente patogénicos
de acordo com a presengca ou auséncia da mucosite bucal revelou uma baixa
frequéncia de E. coli enteropatogénica, K. pneumonia, S. maltophilia em ambos os
grupos. Do mesmo modo, os pacientes com mucosa bucal normal e pacientes com
mucosite bucal exibiram frequéncias semelhantes de isolamento de C. albicans.
Sobre estafilococos coagulase-negativo, os pacientes que apresentaram a mucosite
bucal apresentaram uma maior frequéncia dessas bactérias gram-positivas quando

comparados com pacientes com mucosa bucal normal. Em conclusao, os resultados
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revelaram uma frequéncia muito baixa de microrganismos potencialmente
patogénicos na mucosa bucal das criangas com leucemia linfoblastica aguda,
circunstancia esta que pode ser explicada pelo uso profilatico de clorexidina em
combinagdo com cuidados de higiene bucal diaria. Os pacientes que apresentaram
alteragdes na mucosa bucal apresentaram maior frequéncia de Staphylococcus
coagulase-negativo quando comparados com pacientes com mucosa bucal normal,
sugerindo uma possivel relagao entre estes microrganismos e o desenvolvimento da
mucosite bucal.

Ye e colaboradores (2013) investigaram a diversidade e relativa abundéncia
de taxa bacteriana da mucosa bucal em pacientes pediatricos com neoplasias
malignas comparado com o grupo de referéncia. Foram incluidos os pacientes da
enfermaria pediatrica de cancer do Hospital de Criangas Astrid Lindgren, Hospital
Universitario Karolinska, de Estocolmo, na Suécia, com diagnéstico recente de
neoplasias (n=109), compreendendo o periodo de novembro de 2008 a dezembro de
2010. Os pacientes com idade inferior a 4 anos ou acima de 18 anos foram
excluidos, bem como protocolo de tratamento que nao incluiram farmacos
citostaticos e/ou pacientes sem numero nacional de registro da populagéo. Dos 60
pacientes que preencheram os critérios de inclusdo, 37 concordaram em participar
do presente estudo. Dados referentes a idade, sexo e diagnodstico de doencgas
malignas foram recolhidos. As amostras de mucosa bucal foram coletadas no
momento do diagnostico de malignidade e durante a quimioterapia antes de
qualquer sinal de mucosite bucal. Nos casos em que ocorreu mucosite bucal, as
amostras foram tomadas a partir da superficie das lesbes da mucosite. Todas as
amostras foram avaliadas pelos genes do RNA ribossémico 16S por método pro-

sequenciamento. Os parametros clinicos dos pacientes no momento do diagnostico
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de malignidade foram comparados aos parametros de um grupo de referéncia. Nao
houve diferenga significativa em relagdo as caracteristicas clinicas, em termos da
idade, sexo ou condicdo de saude bucal entre os pacientes. A diversidade da
comunidade bacteriana total foi menor e uma variabilidade inter-individual maior (p
<0,001) nos pacientes no momento do diagndstico de malignidade em comparagao
com os individuos de referéncia. Os dados clinicos e da composicédo bacteriana no
momento do diagnostico de malignidade, foram comparados entre os pacientes que
desenvolveram mucosite bucal aqueles que ndo desenvolveram, demonstrando um
total de diversidade microbiana, significativamente maior (p <0,05) nos pacientes
que mais tarde desenvolveram mucosite em comparagdo com aqueles que nao
desenvolveram. A alteracdo da composicdo bacteriana durante quimioterapia foi
mais pronunciado em pacientes que posteriormente desenvolveram mucosite do que
aqueles sem mucosite (p <0,01). A analise mostrou que pacientes que
desenvolveram mucosite se apresentaram com niveis mais elevados dos filos
Fusobactérias e Espiroquetas em comparagdo com aqueles que ndo desenvolveram
mucosite. Concluindo, foi encontrada uma diversidade microbiana superior no
momento do diagnostico de malignidade em pacientes que desenvolveram mucosite
bucal e que estes pacientes tinham uma modificagdo mais significativa da

comunidade bacteriana pela quimioterapia antes da ocorréncia de mucosite.
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2.5 Herpesvirus Humano (HHV)

Os agentes infecciosos da familia do herpesvirus humano podem estar
presentes na microbiota bucal humana, sendo capazes de estabelecer quadros
infecciosos ao longo da vida do hospedeiro humano, por apresentarem como
caracteristica a capacidade de permanecer em um estado de laténcia da infecgao
com baixos niveis de expressao dos genes virais (DREYFUS, 2013). Apenas alguns
tipos infectam a espécie humana, ocorrendo de acordo com as células-alvo que
acometem (MENDONCA, 2008).

Com base em algumas diferengas bioldgicas e clinicas principais, o0s
herpesvirus humano estdo classificados em trés subfamilias, a-herpesviridae, B-
herpesviridae, y-herpesviridae. As subdivisbes explicitadas no quadro 4 a seguir,
representam os tipos de HHV que infectam a espécie humana, de acordo com as
células-alvo que acometem e a localizagdo que permanecem durante seu estado de

laténcia.
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Quadro 4: Subdivisdo da familia Herpesviridae, células-alvo que acometem e localizagdo do estado

de laténcia.
i LOCALIZAGAO
. CELULAS-
NOME TIPO | SUBFAMILIA EM ESTADO DE
ALVO R
LATENCIA
Herpes simplex 1 Celulas .
1 o Neurénio
(HSV-1) mucoepiteliais
Herpes simplex 2 Células .
2 o Neurénio
(HSV-2) a- mucoepiteliais
Varicella Zoster Herpesviridae
Células
virus 3 o Neurdnio
mucoepiteliais
(VZV)
4 Linfocitos B e
Epstein-Barr virus Y- ) .
células Linfocitos B
(EBV) Herpesviridae o
epiteliais
Células Mondcitos,
Cytomegalovirus e epiteliais, linfécitos e
(CMV) mondcitos e possivelmente
linfocitos outras células
B-
Herpes e e
Herpesviridae | Linfocito T e Linfécito T e
lymphotropic 6 ) .
. outras células outras células
virus
Human herpes . Linfocito T e Linfécito T e
virus-7 (HHV-7) outras células outras células
Human herpes
virus-8 (HHV-8)
Sarcoma de Y- Células .
8 o Desconhecida
Kaposi associado Herpesviridae endoteliais
ao herpes virus
(KSHV)

Fonte: Adaptado de MENDONCGCA, 2008.
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2.5.1 HSV

O HSV é um DNA-virus que mede aproximadamente 200 nm de didmetro e
contém um filamento linear de acido desoxirribonucleico em dupla hélice, envolvido
num capsideo icosaédrico composto de 162 capsbmeros. O nucleocapsideo
(conjunto genoma e capsideo) é coberto por um tegumento, na qual este é envolvido
por um envelope que contem glicoproteinas (SPEAR, 2004).

Apresenta dois sorotipos semelhantes na sua sequéncia, contudo
antigenicamente distintos, séo eles o HSV-1 e HSV-2. Embora o HSV-1 e HSV-2
possam infectar tanto regides bucais quanto genitais, o HSV-1 dissemina mais
frequentemente através da saliva infectada ou lesbes orais ativas, enquanto o HSV-
2 é normalmente caracterizado como uma doenga sexualmente transmissivel,
afetando principalmente as regides genitais (FATAHZADEH & SCHWARTZ, 2007;
ARDUINO & PORTER, 2008).

Usualmente, a infec¢ao primaria do HSV-1 afeta criangas entre 2 a 10 anos
de idade, podendo afetar recém-nascidos e ser adiada até a adolescéncia. O
periodo de incubacgao varia de 1 a 26 dias, com média de 6 a 8 dias (BUSTAMANTE
& WADE, 1991). As manifestag¢des clinicas mais frequentes na infec¢ao primaria s&o
a gengivoestomatite herpética aguda e faringotonsilite. O quadro é caracterizado
pelo aparecimento de inumeras vesiculas que eclodem rapidamente, formando
pequenas lesdes avermelhadas que evoluem desenvolvendo regides centrais
ulceradas. A coalescéncia destas lesbes as torna maiores e mais dolorosas. As
regides que podem ser comprometidas sdo o palato duro, mole, gengiva, lingua,
labios e rosto, associado a faringotonsilite ulcerativa e exsudativa. Febre, mal estar,

linfoadenopatia cervical, disfagia, anorexia e mialgia podem estar presentes
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(BUSTAMANTE & WADE, 1991; FATAHZADEH & SCHWARTZ, 2007; ARDUINO &
PORTER, 2008).

Apos a infecgdo primaria, o HSV-1 permanece latente no ganglio trigeminal e
a reativacao clinica pode ocorrer de forma espontanea ou provocada por fatores
como febre, estresse, fadiga, trauma, terapia oncoldgica, entre outros, porém de
forma mais branda (ARDUINO & PORTER, 2008).

A infecgdo pelo HSV-2 pode se manifestar através de bolhas, ulceras ou
crostas na area genital, nadegas, ou ambos. Os pacientes podem relatar uma
sintomatologia semelhante a gripe, como cefaleia, febre e linfadenopatia. Outros
sintomas como disuria, retengédo urinaria, corrimento vaginal ou peniana, coceira
genital, ardor ou formigamento e sensibilidade virilha podem estar presentes. As
lesbes genitais podem variar em numero, com sintomatologia dolorosa, e se nao
tratadas podem persistir por até 21 dias (SCHLEISS, 2009).

Ha estudos que sugerem que a presencga do HSV-1 desempenha um papel
importante e pode estar relacionado a severidade da mucosite bucal induzida por
quimioterapia em pacientes com neoplasias hematolégicas (CHEN et al., 2011;
RUPING et al., 2011; MENDONCA et al., 2012). A reativagdo do HSV bucal é
extremamente frequente em pacientes com cancer, tanto os com mucosite, bem
como os sem (DJURIC et al., 2009).

Nestes pacientes, as infec¢cdes pelo HSV tendem a ser mais recorrentes,
duradouras e graves. Os pacientes podem apresentar multiplas ulceras
mucocuténeas, afetando as regides nasolabial, orofarigeo e genitais, com
persisténcia de semanas ou meses, morbidade significativa e maior risco de
infecgbes por bactérias e fungos (BUSTAMANTE & WADE, 1991; DJURIC et al.,

2009).
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Djuric e colaboradores (2009) avaliaram a prevaléncia da reativagdo do HSV
usando diferentes técnicas (isolamento do virus na cultura de células, detecgdo de
anticorpos virus-especifico, antigenos virais e o acido nucleico viral), e avaliaram o
seu papel em potencial na ocorréncia de danos na mucosa bucal em pacientes com
cancer submetidos a quimioterapia. Os pacientes foram tratados com diferentes
protocolos quimioterapicos dependendo do tipo de malignidade. Nenhum deles
estava tomando agentes antivirais no momento do estudo. Os resultados do estudo
concluiram que a reativacdo ocorre independentemente do quimioterapico. O HSV
foi encontrado tanto em pacientes com mucosite, bem como sem.

Chen e colaboradores (2011) avaliaram as influéncias da candidiase bucal e
virus do herpes simples (HSV-1) nas infecgdes de mucosite bucal
quimioterapicamente induzida. Dentre os 467 episodios de mucosite bucal com as
duas culturas disponiveis, 221 ndo estavam infectados (47,3%) e 246 estavam
relacionados a infecgbes fungicas, por HSV-1, ou ambos (52,7%); dos 246
episodios, 102 estavam associados com infecgbes fungicas isoladas (21,8%), 98
com infecgdes isoladas por HSV-1 (21%) e 46 com ambas as infecgdes (9,9%). Além
disso, o estudo demonstrou o impacto da prévia terapia antifungica sobre o risco de
HSV-1 na mucosite bucal, pois os pacientes que receberam agentes antifungicos
anteriores a ocorréncia da mucosite tiveram mais probabilidade de ter uma infecgao
por HSV-1. Em concluséo, os resultados sugeriram que a Candida spp. e o HSV-1
desempenham um papel importante na mucosite bucal e é fundamental a realizag&o
de culturas de esfregago tanto para fungos quanto para HSV-1 na ocorréncia de
mucosite apds quimioterapia. Infeccdo por HSV-1 deve ser considerado no

diagndstico diferencial da mucosite bucal.
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Mendonga e colaboradores (2012) avaliaram prospectivamente a associagao
do HSV-1, Candida spp., € as bactérias orais sobre a severidade da mucosite bucal
em pacientes pediatricos com leucemia linfoblastica aguda tratados de acordo com o
protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia (GBTLI LLA-
99). Todos os pacientes, independente do risco do grupo, receberam um regime de
inducdo de 4 semanas, incluindo predinisona, vincristina, doxorrubicina, L-
asparaginase, e metotrexato intratecal, ara-C e dexametasona (MADIT). N&o houve
tratamento profilatico para quaisquer pacientes para fungos ou virus. A investigagcéo
para presenga de diferentes espécies do HSV foi realizada utilizando um iniciador de
PCR. O tempo médio para inicio da mucosite foi de 6,8+3,9 dias e comecgou a
melhora a partir de 9 dias. A maioria dos casos positivos para herpes foram
identificados como tendo HSV-1. No 14° dia foi encontrada uma associagao
significativa entre a severidade da mucosite e a presenca de HSV (p=0,0347) e
Candida spp. (p=0,0078). No 56° foi encontrada uma associagao significativa entre a
severidade da mucosite e a presengca de HSV sobre o 14° dia (P <0,0001) e
presenga do HSV (p = 0,0317). Com estes resultados concluiu-se que, a presencga
de HSV e Candida spp. nos dias 14 e 56 de tratamento esta associado ao aumento
da severidade da mucosite em criangas e adolescentes com LLA.

Aggarwal e colaboradores (2014) estudaram a deteccdo do HSV-1 e 2 através
da sorologia (ELISA), PCR convencional e PCR em tempo real, em lesdes bucais de
criangas com idade inferior a 14 anos em quimioterapia para neoplasia maligna. Os
pacientes submetidos a transplante de células-tronco foram excluidos. A gravidade
da mucosite foi classificada baseada nas caracteristicas clinicas, através da escala
de toxicidade oral do Instituto Nacional do Cancer. Criangas assintomaticas foram

incluidas como controles. Um esfregaco foi obtido através de swab a partir da lesdo
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bucal nos casos, e nos controles as células da mucosa bucal foram adquiridas
utilizando-se espatula de madeira. Uma amostra de sangue (1,5 ml) foi recolhida nos
casos, bem como controles; O DNA foi submetido a PCR utilizando iniciadores de
sequéncia especifica para o HSV-1 e 2, e por PCR quantitativo em tempo real com
sondas TagMan. Anticorpos séricos para HSV (IgG e IgM) foram estimados por
ELISA, porém a técnica nao diferencia entre o HSV-1 e 2. Trinta e sete pacientes
casos e 30 controles foram recrutados. Os resultados ndo estavam disponiveis em
cinco pacientes devido a uma amostra abaixo do ideal. A média de idade dos casos
e controles foi de 6,3 + 3,4 e 7,5 + 3,5 anos, respectivamente (p = 0,17). A proporgéo
M: F na casos e controles foi de 3,6:1 e 1:1, respectivamente. O diagndstico primario
incluiu a leucemia linfoblastica aguda (ALL) (22; 69%), 4 (12,5%) com leucemia
mieldide aguda e linfoma n&o-Hodgkin, e 1 (3%) com linfoma de Burkitt e tumor de
Wilms. Classificagdo clinica e funcional da mucosite foi de grau 3 ou 4 em 21
(65,6%) e 15 (46%) casos, respectivamente. Todos os pacientes foram internados
com neutropenia e febris, exceto dois. Nenhum paciente estava fazendo uso de
medicamentos antivirais no ato da matricula. Os resultados comparativos entre
ELISA e PCR qualitativo e quantitativo demonstraram ELISA-Ig M negativo em todos
0s casos, bem como controles. O ELISA-Ig G foi positivo em 11 (34%) casos e 9
(30%) dos controles (p = 1,0). PCR qualitativo para HSV-1 detectou o virus em oito
(25%) casos e nenhum controle (p = 0,009). Com PCR em tempo real quantitativo,
HSV-1 foi detectado em 21 (66%) casos e 3 (10%) controles (p = 0,0026). PCR em
tempo real quantitativo foi capaz de detectar o HSV-1 em maior numero de
pacientes, em comparagdo com PCR qualitativo (p = 0,04). HSV-2 nao foi detectado
em qualquer caso ou controle com PCR qualitativo. PCR em tempo real identificou

HSV-2 em 22 (69%) casos e nenhum controle (p <0,0001). Houve 17 (53%)
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pacientes que tinham tanto o HSV-1 quanto o 2, conforme detectado por PCR
quantitativo. Em pacientes, a carga viral média de HSV-1 foi maior que o HSV-2,
embora n&o significativo (p = 0,11). Criangas maiores de 3 anos apresentaram maior
prevaléncia (76%) de HSV-1 por PCR quantitativo em comparagdo com as criangas
mais jovens (28,6%), embora esta também nao tenha sido uma taxa significativa (p =
0,3). Nao houve associagdo da prevaléncia de HSV-2 com a idade. Nao houve
correlagdo entre a gravidade da mucosite com o HSV. O estudo confirmou a alta
(66%) prevaléncia do HSV-1 em mucosite bucal em criangas que receberam
quimioterapia para o cancer. Nao houve associagédo de HSV-1 com a gravidade da
mucosite ou idade. PCR em tempo real quantitativo foi capaz de demonstrar uma
prevaléncia significativamente maior (66%) de HSV-1 em comparacdo com PCR
qualitativo (25%). A sorologia foi ineficaz como uma ferramenta de diagndstico. PCR
em tempo real quantitativo demonstrou uma elevada (69%) prevaléncia de HSV-2
bem como mucosite bucal na populagdo susceptivel. A carga de HSV-2 foi baixa, e
nenhum dos casos foram identificados por PCR qualitativo.de HSV-2 foi baixa, e

nenhum dos casos foram identificados por PCR qualitativo.

2.5.2 EBV e CMV

O EBV esta presente em cerca de 90% da populagdo mundial e apresenta
tropismo por linfocitos B e células epiteliais (BRAS-SILVA, 2009). Sua transmissé&o
ocorre de individuo a individuo, principalmente através da saliva, podendo
desencadear a mononucleose infecciosa, carcinoma nasofaringeo e leucoplasia
pilosa oral. Estd associado com varios tipos de doengas malignas epiteliais e

linfoides, e na patogénese de tipos avangados da doenga periodontal (LYNCH,
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2000; SLOTS et al., 2006; CHEN et al., 2015). Atualmente, ha relatos que pacientes
com Sindrome de Sjogren tem exibido taxas de antivirus de EBV mais elevadas
quando comparados a pacientes saudaveis (TINCANI et al., 2013).

O EBV infecta varias linhas celulares, incluindo linfécitos B e T e células
epiteliais escamosas da orofaringe e da mucosa nasofaringea. O virus estabelece
laténcia em linfécitos B e pode ser reativado em estados de imunodeficiéncia
(BRUCE; ROGERS, 2004).

A mononucleose infecciosa esta associada com achados inespecificos, como
petéquia palatal, eritema faringeo e hipertrofia das tonsilas, entretanto, essas
manifestagbes ndo confirmam o diagndstico de infecgdo por EBV por estarem
presentes em outras infeccdes do trato respiratério superior, contudo, a infecgao por
EBV pode produzir uma "sindrome de febre glandular" com lesdes triviais bucais ou
ulceras bucais sobre a orofaringe, febre, linfadenopatia e erupgédo cutanea
morbiliforme, sendo esta ultima mais comum na infeccdo na infancia (BRUCE;
ROGERS, 2004).

A infecgao primaria por EBV pode ser uma ameaca para os pacientes que
receberam transplante de medula 6ssea ou transplante de 6rgaos, ou estdo em
tratamento imunossupressor por outras razdées (SCHUSTER; KRETH, 1992).

O CMV pode acometer até 99% da populacdo adulta dependo da etnia e
condi¢cbes socioecondémicas. Nos paises desenvolvidos, a soroprevaléncia da CMV
pode ser bem abaixo de 50% em adultos jovens de nivel socioeconémico superior
(SCHLEISS, 2009).

A transmissdo da infeccdo por CMV pode ocorrer durante toda a vida,
principalmente através do contato com secrecdes infectadas. As infecgdes por CMV

em recém-nascidos sdo comuns e ocorrem frequentemente de maneira subclinica,
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podendo estar associadas ao retardo mental, surdez e problemas de
desenvolvimento em criangas (SCHLEISS, 2009).

Os sintomas caracteristicos da infeccdo por CMV sé&o febre e mal-estar grave,
com a presenca de linfocitose atipica, também presentes na infeccdo por EBV,
dificultando o diagnostico clinico entre os virus, contudo, a infecgdo por CMV
apresenta um quadro mais brando de faringite e esplenomegalia (SCHLEISS, 2009).

A persisténcia do virus ao longo da vida através de periodos de laténcia e
intermitentes reativacbes e replicacbes virais, associada ao grande proteoma
extraordinario e a extensa manipulacdo da imunidade adaptativa e inata, faz o CMV
apresentar um alto perfil para envolvimento em doencgas autoimunes, tornando-o
também, um grande risco para infecgées oportunistas severas em pacientes
transplantados, imunossuprimidos e infectados com o virus da imunodeficiéncia
adquirida humana, muitas vezes ocasionando o o6bito (EPSTEIN; SHERLOCK;
WOLBER, 1993; SCHLEISS, 2009; HALENIUS; HENGEL, 2014).

Dada a frequéncia e as causas multiplas de lesdes bucais em pacientes
imunocomprometidos, a vigildncia da cavidade bucal adicionada a utilizagdo dos
avangos recentes na tecnologia para deteccdo do CMV, favorece o diagnostico
especifico e reduz o inadequado tratamento empirico desta patologia (EPSTEIN;
SHERLOCK; WOLBER, 1993).

Ogata e colaboradores (2011) utilizaram reagdo em cadeia polimerase (PCR)
para detectar genomas de DNA viral no plasma para avaliar especificamente a
epidemiologia e cinética do CMV, HHV-6 e reativacdo do EBV em doentes que
receberam tratamento quimioterapico para leucemia de células T. Trinta e quatro
pacientes internados e que preencheram os critérios foram incluidos neste estudo.

Foram coletadas amostras de sangue para monitorizar o DNA viral logo apds o inicio
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da quimioterapia e durante o periodo em que estavam hospitalizados para a
quimioterapia com intervalos de 7 a 14 dias. Reativagao do virus foi definida como a
detecgao do DNA viral na amostra do plasma e com duracgao da reativagao definida
como o periodo de resultados positivos consecutivos. A taxa cumulativa global do
resultado positivo para CMV no plasma em 100 dias apds o inicio da quimioterapia
foi de 50,6%. A analise univariada revelou que a maior contagem de glébulos
brancos e contagem de células anormais no momento do diagnostico estavam
associados com reativagdo do CMV. Ja a taxa global cumulativa de um resultado
positivo para o HHV-6 numa amostra de plasma foi de 52,3% em 100 dias apds o
inicio da quimioterapia. Nenhuma variavel no momento do diagndstico foi
identificada como um fator de risco associado com a reativacdo do HHV-6. A
duragdo em semanas dos testes para DNA positivos para HHV-6 em pacientes
individuais tenderam a ser mais curtas quando comparada com o teste para DNA
positivo para CMV, mas a diferengca ndo foi estatisticamente significante (P = 0,11,
teste de Mann-Whitney). A taxa global cumulativa de um resultado positivo para o
teste de DNA de EBV numa amostra de plasma foi de 21,6% em 100 dias apds o
inicio da quimioterapia. Nenhuma variavel no momento do diagnédstico foi
identificada como um fator de risco associado a reativagao do EBV. Cinco pacientes
tinham DNA do EBV na amostra de plasma colhidas dentro dos primeiros 7 dias de
tratamento, e a probabilidade de incidéncia da reativagcdo do EBV dentro dos
primeiros 7 dias de tratamento foi de 14,7%. A duragdo em semanas dos testes para
DNA de EBV-positivos nos pacientes individuais foi significativamente menor que os
testes para DNA de CMV positivos (P = 0,02, teste de Mann-Whitney), mas nao foi
significativamente diferente dos testes positivos de DNA de HHV-6 (P = 0,18). Este

estudo mostrou que o CMV, HHV-6, e a reativagao do EBV era comum em pacientes
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com leucemia das células T submetidos a quimioterapia citotéxica. A monitorizagao
da rotina da reativagdo do CMV pode ser util para a deteccdo precoce de doengas
relacionadas com o CMV. Os ensaios clinicos de plasma-CMV-guiada por DNA,
abordagens preventivas contra doengas relacionadas com o CMV s&o garantidos.
Em contraste, a utilidade pratica de monitoracédo para o HHV-6 ou EBV ndo séao
evidentes, com base nos resultados deste estudo.

Morales-Sanchez e colaboradores (2014) avaliaram se o EBV, CMV, HHVG e
HHV7 estavam envolvidos na génese da leucemia linfoblastica aguda das células B
e T na infancia. Amostras da medula 6ssea foram testadas por PCR nested.
Observou-se que menos de 20% das amostras foram positivas por pelo menos um
dos virus testados. Amostras positivas apresentaram baixos niveis de infeccgao,
assim, os resultados sugeriram que o EBV, CMV, HHV6 e HHV7 nado estéo
envolvidos na génese da LLA nas criangcas mexicanas. Uma analise mais
aprofundada das amostras positivas ndo mostrou associacdo entre as infecgoes
detectadas ou co-infecgbes e prognodstico. Os estudos em busca dos agentes
infecciosos foram realizados individualmente, testando amostras por meio de
técnicas convencionais de biologia molecular. Os autores afirmam que futuras
investigacbes devem usar tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, para
promocdo de sequenciamento do DNA em plataformas capazes de gerar
informagdes sobre milhares de pares de base em unica corrida, e analise de
bioinformatica que s&o mais capazes de detectar o espectro completo de virus.

Chen e colaboradores (2015) analisaram um total de 1.411 amostras de soro
para avaliar a soroprevaléncia de EBV em 2007, em Taiwan. As amostras foram
coletadas durante um inquérito soroepidemiolégico de doengas evitaveis por

vacinagdo. Foram obtidos dados demograficos de saude e pessoais por meio de
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questionarios e realizado o ELISA para deteccdo de anticorpos anti-lg G do
capsideo viral do EBV nos soros. Das 1411 amostras, 830 e 581 eram do sexo
feminino e masculino, respectivamente. Entre eles, 199 individuos (14%) residiam na
zona rural e 878 (62%) e 476 (34%) eram do norte e do sul de Taiwan. A taxa de
soropositividade ponderada global de EBV foi de 88,5%. A taxa de soropositiva de
EBV atingiu 52,8% em criangas de dois anos, rapidamente subiu para 88,7% na
faixa etaria de 5-7 anos e 93,0% para aqueles com idade entre 14-16 anos. A taxa
de soropositivos aumentou significativamente com a idade (P <0,0001). Durante a
idade adulta, a taxa de soropositivos EBV aumentou lentamente para mais de 95%
até a velhice. O nivel de escolaridade mais elevado também foi responsavel pela
taxa de soropositividade para EBV. Embora o género n&o tenha sido um fator de
risco significativo para a taxa de soropositivos, as mulheres tiveram um nivel de
anticorpos relativamente mais elevado que os homens (teste t de Student P=
0,0348). Os moradores das regides rurais tiveram uma taxa levemente superior que
aqueles das regides urbanas, mas o odds ratio ajustado para a taxa de soropositivos
EBV nédo foi estatisticamente significativa. O estudo concluiu que a taxa de
soropositividade para EBV aumentou de 23% a 0 anos de idade a 53% em 2 anos
de idade. Com a ameacga de mononucleose infecciosa associada a infecgdo aguda
do EBV na inféancia e a associagdo com certas malignidades em adultos, as
estratégias de prevengdo, como a educagéo para a higiene, e o desenvolvimento de
uma vacina eficaz, sdo necessarias para reduzir a alta taxa de infeccdo na

populagao suscetivel em Taiwan.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar a microbiota bucal de pacientes pediatricos com diagnostico de LLA,
submetidos a tratamento quimioterapico no HEMOAM, de acordo com o protocolo

GBTLI LLA —2009.

3.2 Especificos

- Analisar a expressdo de membros da familia do HHV (HSV-1, HSV-2, EBV e CMV)
em esfregagos da mucosa bucal de pacientes com LLA,;
- Verificar a presenga de agentes fungicos e bacterianos em lesdes na cavidade

bucal de pacientes com LLA;
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4 PACIENTES E METODOS

Esta pesquisa envolveu a avaliagcdo ambulatorial dos pacientes pediatricos com
diagnostico de LLA que iniciaram o tratamento segundo o protocolo GBTLI LLA-
2009. Foi realizada a analise de células da mucosa bucal dos pacientes incluidos no
estudo para avaliacdo da presenca dos virus HSV-1, HSV-2, EBV e CMV por meio
de PCR convencional independente da presengca ou ndo da mucosite bucal, ao
passo que a avaliagdo de agentes fungicos e bacterianos ocorreu somente na

presencga de lesdes bucais por meio de esfregagos.

4.1 Comité de Etica em Pesquisa

O projeto teve aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal do Amazonas e Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) com o protocolo CAAE n°
30934514.9.0000.5020 (Anexos A e B). Segue Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e Termo do Assentimento Livre Esclarecido do Menor a serem utilizados

(Apéndice A e B).

4.2 Desenho do estudo

Tratou-se de um caso-controle, descritivo, prospectivo, em que um grupo de
pacientes pediatricos com LLA foi comparado quanto a exposi¢cao de fatores ao

grupo controle composto de individuos semelhantes, porém sem a doenga.



62

4.3 Populagao do estudo

Participaram do presente estudo, 9 pacientes diagnosticados com Leucemia
Linfoblastica Aguda, com idade entre 2 e 14 anos, de ambos os sexos, que iniciaram
tratamento quimioterapico segundo o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento
da Leucemia na Infancia (GBTLI LLA-2009). Os pacientes foram incluidos no
periodo de setembro a novembro de 2014 e seguidos até janeiro de 2015, na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), localizada na
Avenida Constantino Nery, N° 4397, Manaus, Amazonas. Adicionalmente, foram
avaliados 3 pacientes-controles, livres da doencga de base, de ambos os sexos, com

idade entre 1 e 4 anos.

4.4 Critérios de Inclusao

- Pacientes com diagnostico de LLA de ambos os sexos de 1 a 18 anos de idade.

- Pacientes que iniciaram o tratamento quimioterapico na Fundagao de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas de acordo com o protocolo do Grupo Brasileiro de
Tratamento da Leucemia na Infancia (GBTLI LLA-2009).

- Pacientes em fase inicial de tratamento quimioterapico

4.5 Critérios de Exclusao

- Pacientes apresentando prontuarios preenchidos de forma inadequada e dados
insuficientes.

- Pacientes com Sindrome de Down.
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4.6 Procedimentos da pesquisa clinica

Todos os pacientes do estudo apresentaram diagnostico de Leucemia
Linfoblastica Aguda e iniciaram o tratamento quimioterapico, de acordo com o
protocolo GBTLI LLA-2009. Estes pacientes deram entrada na instituicdo pelo
servico de triagem, e apds a avaliagao inicial com suspeita de neoplasia, foram
encaminhados ao meédico hematologista que realizou os exames necessarios para o
fechamento do diagnostico, dia 0 (DO0), determinando o inicio dos esquemas
terapéuticos com suas subsequentes fases.

Apos a admissao do paciente pelo servigo de internacdo do HEMOAM para o
inicio do seu tratamento, dia 1 (D1), foi realizada uma avaliagdo do paciente,
observando aspectos da cavidade bucal e regides anexas, seguindo um padréo de
atendimento adotado na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Amazonas (FAO/UFAM), a fim de avaliar qualquer alteragdo inicial nestes tecidos,
na qual estas observagdes foram anotadas numa ficha de preenchimento adaptada
da FAO/UFAM (Apéndice C). Subsequente a avaliagdo, foi realizada a coleta do
material da mucosa bucal para pesquisa dos virus da familia HHV, com o auxilio de
escova ginecolodgica estéril (Kolplast® Comercial Industrial do Brasil Ltda), ao passo
que a avaliagdo de agentes fungicos e bacterianos foi planejada somente em
situagdes que apresentassem lesdes visiveis, com a utilizagdo de swab esterilizado
para coleta e transporte de amostras com meio de cultura Stuart (Labor Import
Comercial), conforme explicitado nos itens 4.6.2 e 4.6.8, respectivamente.

Dado inicio ao tratamento quimioterapico, as coletas da mucosa bucal foram
realizadas continuamente durante a prefase e indugdo, e fase de consolidacéo,

proporcionando uma avaliagdo pontual e dindmica do paciente desde a sua
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admissao, bem como verificando a possivel presenca do virus da familia HHV
nessas diferentes fases. Paralelamente, ocorria a avaliacdo da mucosa bucal
seguindo o protocolo FAO/UFAM e investigacdo da mucosite nos pacientes.

As etapas das avaliagdes clinicas, coletas do material e analise laboratorial

estdo representadas no fluxograma abaixo (Figura 1).

PACIENTES

J

TRIAGEM

J

HEMATOLOGISTA

EXAME
CITOLOGICO DO < ..................... l
SANGUE
PERIFERICO, ,
MEDULA OSSEA E DIAGNOSTICO -
LIQUOR
l ..................... > (DO) -
———————— AVALIAGAO E
- COLETA INICIAL
INTERNACAO " ANTES DO INiCIO
777777777 DA QUIMIOTERAPIA
l ..................... > (D1) :

QUIMIOTERAPIA

J

PREFASE + FASE DE INDUGAO |
l' > AVALIACAO MUCOSA

BUCAL E COLETA
(D8, D15 D35)

FASE DE CONSOLIDAGCAO

~o> | AVALIACAO MUCOSA
BUCAL E COLETA (TIPO DE
LLA) |

FASE DE MANUTENCAO

Figura 1: Fluxograma representando as etapas das avaliagbes clinicas, coletas do material e analise
laboratorial apés admisséao do paciente.
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4.6.1 Avaliagao da condigao bucal dos pacientes e graduagao da mucosite

A avaliacdo da condicido bucal dos pacientes foi realizada através do exame
fisico da cavidade bucal e regides anexas, seguindo a semiotécnica preconizada
pela Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas
(FAO/UFAM), em que avaliam labios, mucosa jugal, lingua, assoalho, palato duro,
palato mole, orofaringe e gengivas, utilizando-se instrumental adequado,
equipamentos de protecao individual e dentro das normas de biosseguranca.

As manifestagdes bucais foram avaliadas e anotadas em formulario
(Apéndice C) levando em consideragdo a presenga de sinais e sintomas como
xerostomia; consisténcia salivar; disfagia e disfonia; candidiase; tumefagcdo na
parétida; alteragbes como fissuras e atrofia papilar na lingua; edema, eritema,
Ulceras e pseudomembranas.

A graduacgédo da mucosite bucal, quando presente, foi realizada de acordo
com a Escala de Toxicidade Bucal da Organizagdo Mundial de Saude (Quadro 3).
As informagdes clinico-laboratoriais obtidas foram armazenadas em formulario de
pesquisa apropriado (Apéndice C) para este estudo. Os pacientes com graduacéo 1
e 2 da OMS foram considerados como portadores de mucosite moderada e os com

graduagéo 3 e 4, como mucosite severa (OTMANI et al., 2011).

Quadro 3 — Escala de Toxicidade Bucal da Organizagao Mundial de Saude

Grau 0 Sem alteragdes

Grau 1 Dor e eritema

Grau 2 Eritemas e ulceras

Grau 3 Eritema difuso, lesbes ulcerativas, dieta liquida
Grau 4 Ulceras difusas que tornam a alimentagdo impossivel

Fonte: Adaptado da escala de toxicidade bucal da OMS, 1979.
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4.6.2 Coleta de células epiteliais da mucosa bucal e preparo das amostras

Para a investigagdo do virus da familia HHV, amostras de raspados
citolégicos foram obtidas segundo técnica semelhante a utilizada por Mendonga
(2008). Com o auxilio de escova ginecoldgica estéril (Kolplast® Comercial Industrial
do Brasil Ltda), a regido de mucosa jugal (de molares a incisivos) foi raspada
bilateralmente, durante aproximadamente 5 a 10 segundos, pelo profissional
pesquisador, apds a realizagdo de bochechos com agua esterilizada para remogao
de possiveis residuos alimentares que pudessem estar presentes.

As amostras foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL com 500 yL de
Tampao TE (Tris HCI na concentragdo de 10mM + EDTA na concentragdo de 1mM
pH 8,0) e armazenada a uma temperatura de -20° C.

Para a avaliagdo dos agentes fungicos e bacterianos foi utilizado swab
esterilizado para coleta e transporte de amostras com meio de cultura Stuart (Labor
Import Comercial®).

Os dias das avaliagbes e coletas dos esfregacos de células epiteliais da
mucosa bucal foram baseados nos dias em que os pacientes passaram por coleta
para a avaliacdo dos grupos de risco, e estdo representados nos quadros abaixo em

destaque de acordo com o seu diagnostico:

Quadro 5: Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia B-Derivada do grupo
de baixo risco de recaida.

LEUCEMIA B-DERIVADA BAIXO RISCO
Fases Dia da Coleta Numero total de dias
Prefase e Indugao D1; D8; D15; D35 35 dias

Consolidagao da remissao D1; D15; D29 29 dias
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Quadro 6: Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia B-Derivada do grupo

de alto risco de recaida

LEUCEMIA B-DERIVADA ALTO RISCO

Fases Dia da Coleta Numero total de dias
Prefase e Indugao D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidagao da remissao D1; D15; D29; D50 57 dias

Quadro 7: Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda

T-Derivada

LLA T-DERIVADA

Fases Dia da Coleta Numero total de dias
Prefase e Indugao D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidagao da remissao D1; D15; D29; D50 57 dias

Quadro 8: Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda

Cromossomo Filadélfia Positivo

LLA PH+

Fases

Dia da Coleta

Numero total de dias

Prefase e Indugao

D1; D8; D15; D35

35 dias

Consolidagcao da remissao

D1; D15

22 dias

As informagbes clinico-laboratoriais coletadas foram armazenadas em

formulario especifico para esta pesquisa (Apéndice D).

Foram incluidos todos os novos casos consecutivos que se apresentaram ao

servico no periodo de agosto a novembro de 2014 e avaliados nos diferentes

momentos propostos até janeiro de 2015. A mostra foi constituida por 12 pacientes,

9 casos e 3 controles, de maneira que se garantiu um erro amostral ndo superior a

5% e confiabilidade de 95%. Para tanto, utilizou-se o calculo do tamanho de uma

amostra aleatoria simples para populacdes finitas, considerando o tamanho da
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populacdo (N) de cinquenta, visto que este € o total de pacientes que em média
recebem diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda ao ano na Fundacgao

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM.

e Primeira aproximagédo do tamanho da amostra (n0), onde EO (erro amostral

toleravel) = 5% = 0,05.

n0 = 1/E02
n0 = 1/0,0025
n0 =400

e Tamanho da amostra (n), onde N (média de pacientes diagnosticados ao ano
no HEMOAM) = 50. Sendo que a amostra sera feita em 3 meses, entdo temos

50/12=4,17. Portantoo N =4 x 3 =12.

N =N x np
N + ng

N = 12 x400
12 + 400

N = 4800
412

N = 12 pacientes aproximadamente

Os 3 pacientes-controle livres da doencga de base, foram avaliados para fins
de comparacao, apresentando-se de ambos os sexos e com idade de 1 a 4 anos,
atendidos para exame odontologico de rotina no Ambulatério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Amazonas. Esses pacientes eram

sabidamente saudaveis, sem doengas sistémicas, e com saude bucal adequada. A
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coleta do material da mucosa bucal foi realizada por meio de escova ginecoldgica
estéril (Kolplast® Comercial Industrial do Brasil Ltda) da mesma maneira citada
anteriormente para os pacientes com LLA.

Para avaliacédo dos virus da familia HHV, a coleta do material da mucosa
bucal dos pacientes com LLA foi realizada nos diferentes dias da prefase e inducéo,
e consolidacdo do tratamento quimioterapico, ao passo que, nos pacientes
atendidos no ambulatorio da FAO/UFAM, esta coleta se deu em um unico momento.
A distribuicdo das coletas e a nomeagao das amostras ocorreu de acordo com a

Figuras 2 e 3, respectivamente.

FASE DE TRATAMENTO
PREFASE/INDUCAO CONSOLIDACAO
R ESTUDO LLA D1 D8 D15 D35 D15 D29 D50
1 LLA B AR C C C C NC NC NC
2 LLAB AR C C C C C NC NC
3 LLA B BR C C C C C NC NC
4 LLA B BR C C C NC NC NC NC
5 LLA B BR C C C NC NC NC NC
6 LLA B BR C C NC NC NC NC NC
T LLA B BR C C NC NC NC NC NC
B LLAB AR C NC C NC NC NC C
A LLAT AR C NC C NC NC NC NC
GC1 Saudavel uc
GC2 Sauddvel uc
GC3 Sauddével uc

Figura 2 Distribuigdo das coletas dos pacientes com LLA nas diferentes fases e do grupo controle
atendidos no ambulatério da FAO/UFAM.

Legenda: R. ESTUDO: Registro no estudo; LLA B AR: Leucemia Linfoblastica Aguda B Derivada
com alto risco de recidiva; LLA B BR: Leucemia Linfoblastica Aguda B Derivada com baixo risco de
recidiva; LLA T: Leucemia Linfoblastica Aguda T-Derivada; LLA PH+: Leucemia Linfoblastica Aguda
Cromossomo Filadélfia Positivo; GC: Grupo 999controle; D1: Dia 1; D8: Dia 8; D15: Dia 15; D29: Dia
29; D35: Dia 35; D50: Dia 50; C: Coletado; NC: N&o coletado; UC: Unica coleta.



FASE DE TRATAMENTO
PACIENTE PREFASE/INDUCAO CONSOLIDAGCAO
D1 D8 D15 D35 D15 | D29 | D50
1 1D1IN 1D8IN 1D15IN | 1D35IN * * *
2 2D1IN 2D8IN 2D15IN | 2D35IN | 2D15CR * *
3 3D1IN 3D8IN 3D15IN | 3D35IN |3D15CR * *
4 4D1IN 4 D8 IN 4 D15 IN * » * *
5 SD1IN 5D8IN S5 D15IN ¥ * i *
6 6D1IN 6 D8 IN b 2 * * *
7 7D1IN 7D8IN ps * b * ¥
B BD1IN * BD15IN o » » B D50 CR
A AD1IN * AD15IN * * *
GC1 ucC
GC2 ucC
GC3 ucC

Figura 3: Nomenclatura das amostras de acordo com o paciente e dias das fases do tratamento.
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Legenda: D1: Dia 1; D8: Dia 8; D15: Dia 15; D29: Dia 29; D35: Dia 35; D50: Dia 50; IN: Prefase e
Inducdo; CR: Consolidagdo da Remissdo; GC: Grupo saudavel comparativo; UC: Unica Coleta. Ex.: 3

D8 IN — Paciente 3 coletado no dia 8 da Prefase e Inducéo.

4.6.3 Otimizacao do método de extragdo do DNA

A otimizagédo da extracdo de DNA, assim como todas as etapas laboratoriais

(extracdo de DNA nas amostras, quantificagcdo de DNA e todos os PCRs para os

virus da familia HHV e respectivas corridas de gel) foram realizadas no Laboratorio

de Diagnostico Molecular da Universidade Federal do Amazonas com o auxilio das

pesquisadoras Evelyn Costa Lira e Pamella Suely Santa Rosa Pimentel.

Para a otimizagdo da metodologia para obtengdo do DNA foram realizados 4

testes utilizando-se os protocolos PureLink® Genomic DNA Kits (Invitrogen by Life

Technologies) (Figura 4), QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen, Inc., USA) (Figura 5) e

suas modificagées, conforme os protocolos nos Anexos C e D.



Figura 4: Mini kit PureLink® Genomic DNA.
Fonte: https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/K182001

Figura 5: Mini kit QlAamp DNA®.
Fonte: http://www.giagen.com/br/products/catalog/sample-technologies/dna-
sample-technologies/genomic-dna/giaamp-dna-mini-kit/
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4.6.4 Extracdo do DNA

Para otimizac&do nos sistemas e condi¢des das reacdes de PCR, as amostras
foram renomeadas e identificadas de acordo com o Quadro 9 a seguir. Seis
amostras foram perdidas durante as fases de otimizacdo do método de extracdo do
DNA, pois as coletas ndo estavam sendo realizadas em duplicatas, apresentado um

total de 26 amostras.

Quadro 9 — Renomeacéo e identificagdo dos microtubos das amostras de acordo com as coletas
dos pacientes.

PACIENTE AMOSTRA MICROTUBO

1D1IN 1

1 1D8IN 2
1 D15IN 3

1D35IN 4

) 2D35IN 5
2 D15CR 6

3D35IN 7

3 3 D15 CR 8
4D1IN 9

4 4 D8 IN 10
4 D15 IN 11

5D1IN 12

5 5D8IN 13
515IN 14

6 6 D1IN 15
6 D8 IN 16

2 7D1IN 17
7 D8 IN 18

BD1IN 19

8B BDS8IN 20
B D50 CR 21

9A ADI1IN 22
ADS8IN 23

GC1 GC1 24
GC2 GC2 25
GC3 GC3 26
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Nos microtubos que continham as amostras dos pacientes acondicionadas em
500 pL de Tampao TE (Tris HCI na concentragdo de 10mM + EDTA na concentragéo
de 1mM pH 8,0) foram adicionados 500 pyL de TPK (Proteinase K na concentragéo
de 10 mg/mL associada a tamp&o TE e Tween 20 %), compondo um volume final de
1000 pL. Em seguida, os microtubos passaram pelo voértex brevemente para
homogeneizagdo da mistura, e incubados a 56° C durante 1 hora e apds, por mais
10 minutos a 100° C para inativacao da proteinase K no banho seco. Finalizada esta
etapa, as escovas cervicais foram removidas com o auxilio de papel de vedagao
para placas de sequenciamento, e a concentragao do DNA foi obtida pela leitura de
absorbancia a 260 nm e os microtubos foram armazenados a uma temperatura de -
20°C.
Os resultados da quantificacdo da concentracdo de DNA nas amostras apds

serem submetidas a etapa de extragao estao discriminados na Tabela 1.
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Tabela 1: Quantificagdo da concentragdo de DNA nas amostras.

PACIENTE AMOSTRA MICROTUBO CON‘[:]E:;';‘ITQAO PUREZA
1D1IN 1 132.0 1.01
. 1 D8 IN 2 11.2 1.39
1D15 IN 3 69.4 1.15
1 D35 IN 4 132.8 1.01
) 2 D35 IN 5 78.7 1.12
2 D15 CR 6 69.7 1.14
5 3D35IN 7 10.5 1.22
3 D15 CR 8 28,8 1.15
4D1IN 9 54.3 1.03
4 4D8IN 10 26.2 1.16
4D15 IN 11 58.4 1.03
5D1 IN 12 106.0 1.03
5 5D8 IN 13 16.6 1.14
515 IN 14 15.2 1.16
6 D1 IN 15 273 1.14
6 6 D8 IN 16 13.5 1.21
] 7D1IN 17 23.0 1.13
7 D8 IN 18 37.9 1.08
B D1 IN 19 19.5 1.20
8B B D8 IN 20 13.4 1.14
B D50 CR 21 18.6 1.17
o AD1IN 22 13.0 1.27
A DS IN 23 11.0 1.30
GC1 GC1 24 15.2 0.84
GC2 GC2 25 19.7 1.19
GC3 GC3 26 28.8 1.15

4.6.5 Verificacdo da qualidade do DNA

A R-globina é um par de oligonucleotideos, representados no quadro 10,
designado na amplificagdo de um produto constitutivo comum a todas as células
afim de certificar que a extracdo dos acidos nucléicos foi adequada e assim,
promover um controle interno da qualidade do DNA, excluindo resultados falso-

negativos (MENDONCA, 2008).
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Para verificacdo da integridade e qualidade do DNA de todas as amostras,

foram realizadas reagdes de amplificagdo utilizando-se o gene da R-globina. Para

controle negativo das reagbes foram utilizados todos os reagentes (exceto DNA)

juntamente com agua ultrapura (branco da reacgéo).

Quadro 10 — Sequéncia dos oligonucleotideos da -globina utilizados na reagéo:

, . , a . , , Regiao no Fragmento
Virus Oligonucleotideos Sequéncia (5°— 3’) genoma (pb)
PCO3 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC Regigo
B-globina exbnica do 123 pb
PCO4 TCACCACCAACTTCATCCAGCTTCACC gene

Fonte: Adaptado de MENDONGCA, 2008.

A preparacao do mix para a rea¢ao de PCR para R-globina esta representado

na Tabela 2 a seguir:

Tabela 2: Preparagao do mix para [3-globina.

REAGENTES 1x

H20 10,8 pL

Tampao 10x (500 mM KCL e 100 2,5 L

mM Tris-HCI, pH 8,5)

dNTP (10 mm) 1L

MgSO4 (50 mM) 2,5uL

PCO3 (5 pmoles) 1,5 uL

PCO4 (5 pmoles) 1,5 uL

Taq Polimerase (Hi Fidelity 5U/ul) 0,2 yL
DNA 5uL

TOTAL 25 uL

Fonte: MENDONGCA, 2008.

As reacgbes de PCR foram realizadas de acordo com a Tabela 3:
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Tabela 3: Sequéncia do ciclo de amplificagdo da reagdo da [3-globina.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Denaturacgao inicial 94° C 2 min
Denaturagao 94° C 30 seg
40 ciclos Anelamento 60°C 45 seg
Extenséo 72°C 1 min
Extensao final 72°C 5 min
Manutencao/Hold 4°C Indefinido

Fonte: MENDONGCA, 2008.

4.6.6 Verificagdo da presenga do DNA homologo dos virus da familia HHV atraves

da amplificagdo do DNA

Para o diagndstico do HSV-1, com amplificagdo e reconhecimento por meio
de PCR convencional, foram utilizados pares de iniciadores especificos (Quadro 11),
gentilmente cedido pela Fundagdo de Medicina Tropical, assim como o controle
positivo para o virus proveniente de fragmento de necropsia de pulm&o. Para
controle da reacéo foi utilizado um controle negativo (agua ultrapura associada aos

reagentes da reagao).

Quadro 11 — Sequéncia dos oligonucleotideos para o HSV-1 utilizados na reagéo:

Virus | Oligonucleotideos Sequéncia (5°— 3’) Regido no Fragmento
genoma (pb)
H1P32 TGGGACACATGCCTTCTTGG
HSV-1 ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTA RL2 147 pb
H1Ms2 cce

A preparagcdo do mix para a reacdao de PCR para deteccdo do HSV-1 esta

representado na Tabela 4 abaixo:
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Tabela 4: Preparagdo do mix para HSV-1.

REAGENTES 1x
H20 13,60 pL
Tampao 10x (500 mM KCL e 100 2,5 L
mM Tris-HCI, pH 8,5)

dNTP (10 mm) 0,5 L

MgSO4 (50 mM) 0,8 uL

H1P32 (10 pmoles) 1,2 uL

H1M32 (10 pmoles) 1,2 uL

Taq Polimerase (Hi Fidelity 5U/ul) 0,2 yL
DNA 5uL

TOTAL 25 uL

Fonte: GALVAO; FERREIRA & SILVA, 2010.

As condi¢des de amplificagao da reacdo de PCR para a identificagdo do HSV-

1 foram as seguintes (Tabela 5):

Tabela 5: Sequéncia do ciclo de amplificagcdo da reagdo do HSV-1.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Denaturacgao inicial 94° C 2 min
Denaturagao 94° C 30 seg
40 ciclos Anelamento 60°C 45 seg
Extensao 68°C 30 seg
Extensao final 72°C 5 min
Manutencao/Hold 4°C Indefinido

Fonte: Adaptado de GALVAQO; FERREIRA & SILVA, 2010.

Para o diagndéstico do HSV-2 foram utilizados iniciadores especificos (Quadro

12) e controles sabidamente positivos para o virus, provenientes de fragmentos de
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bidpsia de material anal, ambos cedidos gentilmente pela Fundagdo de Medicina

Tropical. Controle negativo foi utilizado para controle da reacéo.

Quadro 12— Sequéncia dos oligonucleotideos para o HSV-2 utilizados na reagao:

, . , a . , , Regiao no Fragmento
Virus | Oligonucleotideos Sequéncia (5°— 3’) genoma (pb)
H2P4 CGCTTCATCATGGGC
HSV-2 o GTACAGACCTTCGGAGG uL28 227 pb
21Vl40

A preparagcdo do mix para a reacdao de PCR para deteccdo do HSV-2 esta

representado na Tabela 6 abaixo:

Tabela 6: Preparagdo do mix para HSV-2.

REAGENTES

H.O

Tampao 10x (500 mM KCL e 100
mM Tris-HCI, pH 8,5)
dNTP (10 mm)

MgSO4 (50 mM)

H2Ma4o (10 pmoles)

H2P4 (10 pmoles)

Taq Polimerase (Hi Fidelity 5U/ul)

DNA
TOTAL

1x

2,5 uL

0,5 yuL
0,8 uL
1,2 uL
1,2 uL
0,2 uL
5uL
25 uL

13,60 pL

Fonte: GALVAO; FERREIRA & SILVA, 2010.

As condi¢des de amplificagao da reacdo de PCR para a identificagdo do HSV-

2 foram as seguintes (Tabela 7):
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Tabela 7: Sequéncia do ciclo de amplificagcdo da reagdo do HSV-2.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Denaturacgao inicial 94° C 2 min
Denaturagao 94° C 30 seg
40 ciclos Anelamento 60° C 45 seg
Extensao 68°C 30 seg
Extensao final 72°C 5 min
Manutengao/Hold 4°C Indefinido

Fonte: Adaptado de GALVAQ; FERREIRA e SILVA, 2010.

Para o diagnostico do EBV e CMV foram utilizados primers reverse para cada
virus especifico e um unico primer forward (Quadro 13), cedidos gentilmente pela
Fundacado de Medicina Tropical, provenientes de um sistema multiplex (SAHIN et al.,
2007).

Foram utilizados controles positivos provenientes de fragmentos de biopsia de
material anal sabidamente CMV positivo e, Linfoma de Hodgkin sabidamente EBV
positivo através de imunoistoquimica prévia, ambos cedidos pela Fundacido de

Medicina Tropical. Para controle da reagéo, controle negativo foi utilizado.

Quadro 13— Sequéncia dos oligonucleotideos para os virus do EBV e CMV utilizados na reagao:

Virus Sequéncia (5°-3’) Fragmento (pb)
HSV - GF (EBV-F) GTGTTCGACTTTGCCAGCCTCTAC
EBV - R ACTCGTGCACGTGCTTCTTTAC 176 pb
HSV - GF (CMV-F) GTGTTCGACTTTGCCAGCCTCTAC
CMV -R TTGACACTCGCGCATGCATTC 242 pb

Fonte: (SAHIN et al., 2007).

Apesar de se tratar de um unico primer forward, os sistemas de reacdo de PCR
foram individuais para detecgao para cada virus. O sistema da reagcado de PCR para

detecgao do EBV e CMV esta representado na Tabela 8 e 9, respectivamente:



Tabela 8: Preparagao do mix para EBV.

REAGENTES 1x
H20 13,60 pL
Tampao 10x (500 mM KCL e 100 2,5 L
mM Tris-HCI, pH 8,5)

dNTP (10 mm) 0,5 L

MgSO4 (50 mM) 0,8 L

HSV-GF (EBV-F) (10 pmoles) 1,2 uL

EBV-R (10 pmoles) 1,2 uL

Taq Polimerase (Hi Fidelity 5U/pul) 0,2 yL
DNA 5uL

TOTAL 25 uL

Fonte: GALVAO; FERREIRA & SILVA, 2010.
Tabela 9: Preparacao do mix para CMV.
REAGENTES 1x
H20 13,60 pL
Tampao 10x (500 mM KCL e 100 2,5 L
mM Tris-HCI, pH 8,5)

dNTP (10 mm) 0,5 L

MgSO4 (50 mM) 0,8 L

HSV-GF (CMV-F) (10 pmoles) 1,2 uL
CMV-R (10 pmoles) 1,2 uL

Taq Polimerase (Hi Fidelity 5U/ul) 0,2 yL
DNA 5uL

TOTAL 25 uL

Fonte: GALVAO; FERREIRA & SILVA, 2010.
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As condicdes da reagdo da PCR para a identificagdo dos virus foram as

seguintes (Tabela 10):
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Tabela 10: Sequéncia do ciclo de amplificagcdo da reagao para EBV e CMV:

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Denaturacgao inicial 94° C 2 min
Denaturagao 94° C 30 seg
40 ciclos Anelamento 60°C 45 seg
Extensao 68°C 30 seg
Extensao final 72°C 5 min
Manutencao/Hold 4°C Indefinido

Fonte: Adaptado de GALVAQO; FERREIRA & SILVA, 2010.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em aparelho termociclador

(Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler).

4.6.7 Eletroforese em gel de agarose 2,0%

Finalizada a PCR, os produtos amplificados da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com 0,8 yL de brometo de etidio (1
pg/pL), em TBE 1X (tris + acido boérico 0,089M e EDTA 0,02M) para visualizagdo em
transluminador de luz ultravioleta, sob tensdo elétrica de 80 a 100 Volts. Foram
aplicadas aliquotas de 10 yL da reacdo de cada produto da PCR, juntamente com 3
ML de tampdo de amostra (azul de bromofenol 0,5% e glicerol 20%), totalizando um
volume final de 13 pL. O tamanho dos fragmentos da PCR amplificados foi
determinado por meio da comparagdo com o marcador de peso molecular (700 pb

bp DNA Ladder ready-to-use da Bioron®).
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4.6.8 Coleta das amostras para identificagdo dos fungos e bactérias

Para avaliacdo dos agentes fungicos e bacterianos utilizou-se swab
esterilizado para coleta e transporte de amostras com meio de cultura Stuart (Labor

Import Comercial®) (Figura 6).

Figura 6: Swab com meio de cultura Stuart.
Fonte:http://www.plastlabor.com.br/components/com_virtuemart/shop_image/product/Swab_Haste_PI
__ s 4c0f895¢cb119a.jpg

4.6.8.1 Cultura das amostras para isolamento dos fungos e bactérias

A cultura dos fungos foi realizada em placas de Petri utilizando o meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose preparado de acordo com as instrugdes do
fabricante, com pH ajustado e esterilizado em autoclave. O material foi manipulado
em uma zona de seguranga, semeado em movimentos de estrias sobre a superficie
do meio de cultura e incubado a temperatura de 28,5° C por um periodo de 24 horas.
Apos este periodo foi observado o crescimento fungico pelo exame direto. Nos
resultados negativos, se observou por mais nove dias.

Nos resultados positivos, foi realizada a identificacdo fenotipica dos
microrganismos. O agrupamento de leveduras desenvolve colbnias circulares,

cremosas, opacas ou brilhantes em Agar Sabouraud, a propor¢édo que, a grande
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quantidade e agrupamento de fungos filamentosos podem estar presentes a olho nu
na forma de bolores (CARDOSO-JORGE, 2006).

As amostras bacterianas foram semeadas sobre a superficie do meio de
cultura em movimentos de estrias. Para microrganismos aerébios, as placas foram
incubadas em estufa na temperatura de 37° C em presenca de oxigénio do ar
atmosférico. Para a cultura de bactérias anaerdbias, foram utilizados recipientes
hermeticamente fechados, como jarras e camaras de anaerobiose e/ou, meios
redutores capazes de absorver o oxigénio ou gerar H2 e CO2(CARDOSO-JORGE,

2006).

4.6.8.2 Identificagado dos microrganismos através de sistema automatizado

Para a identificacdo fenotipica dos microrganismos, optou-se pelo sistema
Vitek® 2 Compact (Biomérieux) que € um equipamento capaz de identificar uma
enorme variedade de microrganismos e realizar testes de sensibilidade aos
antibiéticos. Nesse sistema, todas as etapas sao automatizadas, em que utilizam-se
cartdbes de identificacdo VITEK®. O sistema €& composto por uma camara
incubadora; uma cassete de suporte para os cartdes e tubos-teste; codigos de
barras para identificacdo das cassetes; caixa coletora de dejetos; carrossel de
suporte para incubacdo dos cartdes; cartdes para bactérias gram positivas, gram
negativas e fungos; um computador e uma impressora. A cassete permite a
inoculagao dos cartdes em alguns minutos. O incubador simultaneamente incuba e
& os cartdes. O computador com o programa VITEK® gera continuamente as
operagbes em curso, memoriza os valores, trata e interpreta os resultados (Figura

7).
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Figura 7: Computador e camera incubadora do Vitek®

Fonte: http://archive-pl.com/page/86401/2012-07-
08/http://laboratoriumluxmed.pl/laboratory/read/content/29

Os cartdes de identificagdo sdo nomeados de acordo com o microrganismo a
ser identificado, no caso de bactérias gram positivas sdo denominados em GP,
enquanto que, os cartbes para identificacdo de bactérias gram negativas e
Neisseria, Haemophilus e outras bactérias gram negativas exigentes na identificagao
sdo denominados de cartdo GN e NH. Para a identificagdo dos fungos, os cartdes
sdo denominados de YST. Os cartbes utilizados no teste de susceptibilidade
antimicrobiana sao denominados AST e variam em AST-585 e AST-612 para
bactérias gram positivas, AST-238 e AST-239 para bactérias gram negativas, e AST
YS01 em antibiogramas de fungos.

Para que o Vitek® apresente bons resultados na identificacdo dos
microrganismos € necessario seguir as etapas preconizadas explicitadas no anexo

do protocolo laboratorial (ANEXO E).
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5 RESULTADOS

Foram avaliados 9 pacientes com diagnostico de LLA, com idades entre 2 e
14 anos, que se apresentaram ao Servico de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas no periodo de setembro de 2014 a novembro de 2014, Paralelamente,
foram examinados 3 pacientes livres da doenca de base, com idades entre 1 e 4
anos, atendidos para exame odontologico de rotina no Ambulatoério da Faculdade de
Odontologia (FAO) da Universidade Federal do Amazonas, e que sabidamente eram
pacientes saudaveis, sem doencas sistémicas, e saude bucal adequada.

O grupo experimental juntamente com o grupo controle totalizou 12 pacientes,

distribuidos conforme a Tabela 11 a seguir.

Tabela 11: Perfil clinico dos pacientes estudados

VARIAVEIS FREQUENCIA ABSOLUTA (FA)
Pacientes com LLA 9
Idade
2 anos
7 anos
9 anos

_ A a O

14 anos
Sexo
Masculino

Feminino

Pacientes livres da doenga

Idade
1 ano 2
4 anos 1
Sexo
Masculino 1

Feminino 2
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Em relagdo a distribuicdo quanto o diagnostico da Leucemia Linfoblastica
Aguda, houve a presenga de mais casos de Leucemia B-Derivada do grupo de baixo
risco de recidiva, ndo apresentando nenhum caso de Leucemia Linfoblastica Aguda

Cromossomo Filadélfia Positivo (Grafico 1).

Diagnostico

“LLABAR “LLABBR “LLAT =LLAPH+
5

(I - 0

Grafico 1: Distribuigdo dos pacientes quanto o diagnéstico da LLA.

Legenda: LLA B AR: Leucemia Linfoblastica Aguda B Derivada com alto risco de recidiva; LLA B
BR: Leucemia Linfoblastica Aguda B Derivada com baixo risco de recidiva; LLA T: Leucemia
Linfoblastica Aguda T-Derivada; LLA PH+: Leucemia Linfoblastica Aguda Cromossomo Filadélfia
Positivo.

As manifestagbes bucais foram avaliadas levando em consideragdo a
presenga de sinais e sintomas como xerostomia; consisténcia salivar; disfagia e
disfonia; candidiase; tumefacdo na parétida; alteragdes como fissuras e atrofia
papilar na lingua; edema, eritema, ulceras e pseudomembranas. Somente trés
pacientes apresentaram alteragdes bucais dignas de nota, dentre estas, eritema
bem localizado em assoalho bucal, xerostomia e labios ressecados (Figura 8). Estas
manifestacdes ocorreram no 8° dia e 15° dia da prefase e inducdo em dois

pacientes, ao passo que um apresentou no 35° dia da prefase e indu¢cdo Nenhum

dos pacientes com LLA avaliados apresentou mucosite bucal (Grafico 2).
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Figura 8: Presenga semi-mucosa labial ressecada durante avaliagéo da cavidade bucal, no 15° dia de
tratamento da prefase e indugéo.

Alteragcoes bucais

" Eritema “ Xerostomia " Labios ressecados “Mucosite ™ Sem alteracoes

6
2 2
1
== ]

Grafico 2: Distribuicdo dos pacientes quanto as alteragbes bucais apresentadas durante as
avaliagdes nas diferentes fases.

As amostras foram consideradas adequadas para o diagndstico molecular
apos amplificagdo utilizando-se os iniciadores da R-globina para confirmagdo da

presenca do DNA humano e verificagcao da integridade do DNA (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando amplificagdo de um fragmento de 123 pb da R-globina nas amostras 1 a 13. M:
Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da Bioron®; Amostras 1-13
distribuidas por pacientes de acordo com as numeragdes representativas.

5 6 7 8B 9A GC1GC2GC3
. ]
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Figura 10: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando amplificagdo de um fragmento de 123 pb da R-globina nas amostras 14 a 26. M:
Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da Bioron®; Amostras 14-26
distribuidas por pacientes de acordo com as numeragbes representativas; Br: Controle negativo,
branco da reacéo.

Nenhuma das 26 amostras foram positivas utilizando-se os iniciadores H1P32
e HiMas2 para detecgado do HSV-1 (Figura 11) e, H2P4 e HoMaso para HSV-2 (Figura

12).
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Os controles positivos para os virus amplificaram e evidenciaram fragmentos
de 147 pb e 227 pb, para HSV-1 e HSV-2, respectivamente. Controle negativo para

a reacao foi utilizado.

|11

200pb _ |
-—— < 147pb

100 pb <~

Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando a auséncia de amplificagdo do DNA do HSV-1 nas amostras 1 a 4 (0 mesmo ocorreu
para o restante das amostras). M: Marcador de peso molecular 100 pb plus DNA Ladder ready-to-use
da Bioron®; Amostras 1-4; C+: Controle positivo mostrando fragmento de 147 pb; Br: Controle
negativo, branco da reacao.

1 2 3
( A \ ' A ‘ '_A_‘
M 1 2 3 4 5 6 7 C+ Br
200 pb <— <— 227pb
100 pb <

Figura 12: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando a auséncia de amplificagdo do DNA do HSV-2 nas amostras 1 a 7 (0 mesmo ocorreu
para o restante das amostras). M: Marcador de peso molecular 100 pb plus DNA Ladder ready-to-use
da Bioron®; Amostras 1-7; C+: Controle positivo mostrando fragmento de 227 pb; Br: Controle
negativo, branco da reacao.
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A amplificagcdo do DNA do CMV foi realizada utilizando-se os iniciadores
CMV-R e HSV-GF, este ultimo é um primer forward proveniente de um sistema
multiplex, utilizado também na detecgdo do EBV (SAHIN et al., 2007). Nenhuma das
26 amostras detectaram a presenga do DNA do CMV. Controle positivo para o virus

amplificou e evidenciou um fragmento de 242 pb (Figuras 13 e 14).

< 242pb

Figura 13: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando a auséncia de amplificagdo do DNA do CMV nas amostras 1 a 13. M: Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da Bioron®; Amostras 1-13 distribuidas por
pacientes de acordo com as numeragoées representativas; C+: Controle positivo mostrando fragmento
de 242 pb; Br: Controle negativo, branco da reagéo.

5 6 7 8B 9A GC1 GC2 GC3

300 pb
200 pb

242 pb

Figura 14: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando a auséncia de amplificagdo do DNA do CMV nas amostras 14 a 26. M: Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da Bioron®; Amostras 14-26 distribuidas por
pacientes de acordo com as numeragoes representativas; C+: Controle positivo mostrando fragmento
de 242 pb; Br: Controle negativo, branco da reagéo.
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Somente quatro amostras apresentaram amplificacdo do DNA do virus EBV
utilizando-se os iniciadores EBV-R e HSV-GF, dentre as quais, 3 corresponderam a
pacientes com diagnéstico de LLA, equivalendo a 33,3% (de um total de 9) e 1
paciente saudavel atendido no ambulatério da FAO/UFAM equivalendo também a
33,3% (de um total de 3), sendo essas, as amostras 13 e 14 do paciente 5,
correspondendo as coletas 5 D8 IN (Coletado no dia 8 da Prefase e Indugao) e 5
D15 IN (Coletado no dia 15 da Prefase e Indugao), respectivamente; amostra 23 do
paciente A, correspondendo a coleta A D8 IN (Coletado no dia 8 da Prefase e
Indugdo); e a amostra 25 pertencente ao paciente GC2 (paciente saudavel), de
acordo com a distribuicao explicitada no Quadro 12.

Controle positivo para o virus amplificou e evidenciou um fragmento de 176

pb. Resultados das amplificagcdes estdo expostos nas Figuras 15 e 16.

200pb _ 176 pb

100 pb <—

Figura 15: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando amplificagdo do DNA do EBV na amostra 13 (paciente 5 do estudo). M: Marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da Bioron®; Amostras 1-13 distribuidas por
pacientes de acordo com as numeragoes representativas; C+: Controle positivo mostrando fragmento
de 176 pb; Br: Controle negativo, branco da reagéo.
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Figura 16: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (1 pg/uL)
demonstrando amplificagdo do DNA do EBV somente na amostra 14 (paciente 5 do estudo) e
amostra 23 (paciente A). M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder ready-to-use da
Bioron®; Amostras 14-26 distribuidas por pacientes de acordo com as numeragdes representativas;
C+: Controle positivo mostrando fragmento de 176 pb; Br: Controle negativo, branco da reagao.

Apesar de nenhum dos pacientes avaliados terem apresentado quadro de
lesdes bucais compativel com quadro de mucosite, foram realizadas coletas de
amostras da mucosa bucal integra de 4 pacientes escolhidos de maneira aleatodria, e
identificados os agentes bacterianos através do método automatizado Vitek®. Apods
analise, foram observadas a presenca de S. mitis, S. oralis, S. salivarius e S.

sanguinis.
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6 DISCUSSAO

Leucemia Linfoblastica Aguda € uma neoplasia maligna derivada das células
hematopoiéticas, caracterizada por um aumento na produgdo maligna de
linfoblastos, preferencialmente na medula éssea, porém podendo se acumular em
numerosos 6rgéos e tecidos (GUIMARAES, ROSA, 2008). E responsavel por cerca
de 25% de todos os canceres infantis e 80% das leucemias infantis (PUI, ROBISON,
LOOK, 2008; STANULLA, SCHRAPPE, 2009; SILVERMAN et al., 2010).

Mendonga (2008) realizou uma avaliagdo prospectiva para analisar a
associagado entre os graus de mucosite e a presengca do HSV-1, Candida spp e
bactérias da cavidade bucal, em pacientes pediatricos submetidos a tratamento
quimioterapico para LLA de acordo com o protocolo GBTLI LLA-99. As coletas foram
realizadas no 14° dia da terapia de Inducdo (D14) e 56° dia da terapia de
intensificagao (D56).

Com base no estudo de Mendonga (2008), o presente estudo avaliou a
microbiota bucal de pacientes pediatricos com diagnostico de LLA admitidos na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, submetidos a tratamento
quimioterapico de acordo com o protocolo GBTLI LLA - 2009. As avaliagdes clinicas
e coletas do material ocorreram durante o 1° (D1), 8° (D8), 15° (D15), 35° (D35) dia
da prefase e inducdo, e 15° (D15) e 50° (D50) dia da fase de consolidagdo da
remissao da terapia. Foi realizada uma analise da expressao de membros da familia
do HHV (HSV-1, HSV-2, EBV e CMV) através de PCR convencional, independente
da presenga ou ndo da mucosite bucal, ao passo que a avaliagdo de agentes
fungicos e bacterianos ocorreu somente na presenga de lesdes bucais por meio de

esfregacos. Estas avaliagdes continuas proporcionaram uma avaliagdo pontual e
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dinamica dos pacientes desde a sua admissdo, bem como verificando a possivel

presenca do virus da familia HHV nas diferentes fases.

6.1 LLA e Quimioterapia

Esta neoplasia apresenta-se frequentemente quimiossensivel, alcangando
uma taxa de sobrevida livre de eventos em cerca de 80% dos pacientes em longo
prazo, mediante a aplicagdo de regimes combinados intensivos de quimioterapia
(STANULLA, SCHRAPPE, 2009; SILVERMAN et al., 2010). Entretanto, estudo mais
recente afirma que as taxas de cura podem alcancar cerca de 90% quando
implementado o regime terapéutico ideal, baseado na estratificagdo dos subgrupos,
classificados de acordo com as caracteristicas das células leucémicas do paciente,
principalmente com o desenvolvimento de tratamentos especificos através de
genoma de alto rendimento e sistemas inovadores de medicamentos (PUI et al.,
2012).

O protocolo definido pelo Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na
Infancia de 1999 distribuia os pacientes em grupos de baixo e alto risco, de acordo
com achados clinico-laboratoriais ao diagnostico e a resposta precoce a terapia de
indugao no 7°, 14° e 28° dia (GBTLI LLA-99), contudo, foi implementado o protocolo
GBTLI LLA-2009 que inseriu a Doenga Residual Minima (DRM), que auxilia na
determinagao dos grupos de risco e suas terapias ajustadas aos referentes grupos,
sendo estes avaliados no 8°, 15° e 35° dia da fase de indugao, identificando um
grupo de pacientes com alto risco de falha indutéria e recidiva, excluindo os
pacientes com LLA T-derivada e LLA Ph+/BCR/ABL do grupo de baixo risco (GBTLI

LLA-2009).



95

Todos os pacientes diagnosticados com LLA que foram avaliados, estavam
sob tratamento com o protocolo GBTLI LLA-2009. Estes foram estratificados em
grupos conforme preconiza o protocolo. Oito pacientes apresentaram leucemias B-
derivadas e foram divididos em baixo e alto risco de recidiva, sendo administrado
regimes reduzidos de quimioterapicos aos pacientes com excelente resposta ao
tratamento. Apenas um paciente apresentou o diagndstico de LLA T-derivada sendo
introduzido protocolo especifico, € nenhum caso de LLA Ph+/BCR/ABL foi
observado. O Regime terapéutico baseado na estratificagdo dos subgrupos foi
implementado conforme o protocolo.

A fase de inducdo da remissao corresponde a primeira fase da terapia de
tratamento para LLA com o objetivo de erradicar mais de 99% da carga de células
leucémicas iniciais e restaurar a hematopoiese normal. Correlacionado a isso, é
necessaria a avaliagdo cuidadosa do grupo de risco de recidiva para que o
tratamento mais intensivo seja administrado apenas nos casos de alto risco
poupando os pacientes com menor risco dos efeitos toxicos indevidos (PUI,
ROBISON, LOOK, 2008; PUI et al., 2011; PUl et al., 2012).

A LLA acomete tanto criangas como adultos, porém com pico de prevaléncia
entre 2 e 5 anos de idade (PUI, ROBISON, LOOK, 2008). Estudos evidenciam que a
idade de diagndstico tem um forte efeito sobre o prognostico, demonstrando um
resultado mais favoravel nos pacientes mais jovens que nos adolescentes e jovens
adultos, pois este grupo apresenta uma prevaléncia aumentada de leucemia de alto
risco e uma menor toleréncia e adesao a terapia (PUI, ROBISON, LOOK, 2008; PUI
et al.,, 2011; PUI et al., 2012). Foram avaliados 9 pacientes com LLA com idades
entre 2 e 14 anos, apresentando uma prevaléncia maior de criangas com 2 anos de

idade, corroborando com a literatura.
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6.2 Complicagoes bucais e Quimioterapia

Os agentes quimioterapicos causam alteragdes relevantes na cavidade bucal
dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda devido seus efeitos téxicos
(EPSTEIN et al. 2002; SONIS, 2004; NISCOLA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007;
MENDONCA, 2008; MORAIS et al., 2014), independentemente do protocolo
utilizado (OLIVEIRA et al., 2007).

Uma revisdo sistematica da literatura sobre as complicagdes bucais
secundarias a quimioterapia para tratamento da LLA, demonstra que as
manifestacbes bucais mais frequentes sao mucosite, candidiase, periodontite e
gengivite (MORAIS et al., 2014). Ulceras, petéquias, equimoses, eritema,
sangramento gengival, xerostomia, palidez das mucosas e infiltragdo leucémica
gengival também podem estar presentes (OLIVEIRA et al., 2007; ANIRUDHAN et al.,
2008).

Estas complicagdes ocorrem mais comumente apds o inicio da administragao
dos farmacos, com um declinio gradual através das duas semanas seguintes, na
fase de induc&o do tratamento (OLIVEIRA et al., 2007; ANIRUDHAN et al., 2008;
MORAIS et al., 2014). A maioria dos autores n&do estabelecem relagdo entre sexo e
a frequéncia de manifestagdes bucais (MORAIS et al., 2014). Os pacientes do grupo
com LLA examinados mostraram-se distribuidos uniformemente em relagdo ao sexo
e somente trés manifestaram alteragcdes bucais, ocorridas em torno da 22, 32 e 42
semana da fase de inducdo, dentre as quais, eritema bem localizado em assoalho
bucal, xerostomia e labios ressecados. Nenhum dos pacientes com LLA avaliados
apresentou mucosite bucal, sendo atribuido a isso, a implementacdo do regime

terapéutico adequado para cada paciente, baseado na estratificagdo dos subgrupos
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de acordo com o preconizado no protocolo GBTLI LLA-2009, permitindo que o
tratamento mais intensivo seja administrado apenas nos casos de alto risco,

diminuindo os riscos dos efeitos toxicos indevidos.

6.3 Mucosite e microbiota bucal

Considerando que os pacientes diagnosticados com LLA e que apresentam
mucosite bucal tem maior diversidade microbiana (YE et al., 2013), protocolos de
higiene bucal associados ao tratamento profilatico com digluconato de clorexidina a
0,12% demonstraram-se estatisticamente eficiente quando comparado a grupos que
nao receberam cuidados (CHENG et al., 2001; EPSTEIN, HANCOCK, NANTEL,
2003; SOARES et al, 2011), revelando uma frequéncia mais baixa de
microrganismos potencialmente patogénicos na mucosa bucal das criangas com
leucemia linfoblastica aguda (EPSTEIN, HANCOCK, NANTEL, 2003; SOARES et al.,
2011). Nao administrou-se bochechos com digluconato de clorexidina a 0,12%, que
auxilia no combate a diversidade microbiana, entretanto, foram realizadas instrucoes
de higiene bucal durante as avaliagbes da mucosa bucal dos pacientes, para

controle dessa populacéo.

6.3.1 Mucosite e agentes virais da familia HHV

Autores avaliaram as influéncias da candidiase bucal e do HSV-1 nas
infeccbes de mucosite quimioterapicamente induzida, e os resultados sugeriram que
estes microrganismos desempenham um papel importante na mucosite bucal e pode

estar associado ao aumento da severidade desta, em criangas e adolescentes com
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LLA (MENDONGCA., 2008; CHEN et al., 2011; MENDONCA et al., 2012). Contudo,
estudo para detecgdo do HSV-1 e HSV-2 em lesdes bucais de criancas em
quimioterapia para neoplasia maligna, n&o observou correlagédo entre a gravidade da
mucosite com o HSV, porém confirmou a alta prevaléncia do HSV-1 em mucosite
bucal nas criangas que receberam quimioterapia para o cancer (AGGARWAL et al.,
2014).

Mendonga (2008) na sua avaliagdo de 71 pacientes pediatricos, observou a
prevaléncia do HSV-1 na mucosa bucal em 12,3% dos pacientes na fase inicial do
tratamento (D14), reduzindo sua prevaléncia para 6,2% na fase mais tardia, na
terapia de intensificagdo (D56). Durante a terapia de indugdo, somente 8,5% dos
pacientes ndo apresentaram nenhum grau de inflamagdo das mucosas bucais. O
HSV-1 esteve presente em 12,9% das mucosites no D14, e 6,3% no D56. Na analise
de 6 pacientes com mucosite grau 3 na avaliacdo do D56, 3 eram positivos para
HSV-1. Diferente dos resultados encontrados por Mendonga (2008), nenhuma
amostra do estudo demonstrou-se positiva para a presenca do HSV-1 e HSV-2 apés
exame de deteccdo através de PCR qualitativo. O fato de nenhum paciente ter
apresentado quadro de mucosite e a coleta ter sido realizada independente da
presenca de lesdes bucais, pode sugerir estado de laténcia para os virus,
contribuindo para o resultado quando comparado ao estudo citado.

O EBV esta presente em cerca de 90% da populagdo mundial (BRAS-SILVA,
2009), associado na patogénese de tipos avangados da doencga periodontal e
tumores malignos epiteliais e linfoides, como o Linfoma de Burkitt, carcinoma
nasofaringeo e doenga de Hodgkin (SCHUSTER; KRETH, 1992; LYNCH, 2000;

SLOTS et al., 2006; CHEN et al., 2015), enquanto que o CMV pode acometer até
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99% da populagao adulta dependo da etnia e condi¢cbes socioecondmicas, podendo
estar envolvido a doengas autoimunes (HALENIUS; HENGEL, 2014).

Ambos representam uma ameacga a pacientes imunodeprimidos, causando
morbidade e mortalidade neste grupo (SCHUSTER; KRETH, 1992; EPSTEIN;
SHERLOCK; WOLBER, 1993; SLOTS et al.,, 2006; HALENIUS; HENGEL, 2014;
CHEN et al., 2015). A reativacado do CMV foi descrita em mais de 75% nos pacientes
soropositivos que receberam transplante da medula éssea e 6rgdos (EPSTEIN;
SHERLOCK; WOLBER, 1993)

Os sintomas caracteristicos da infeccdo por CMV sdo bem semelhantes aos
encontrados na infecgado por EBV, dificultando o diagndstico clinico entre os virus
(SCHLEISS, 2009). Em decorréncia da frequéncia e causas multiplas de lesbes
bucais em pacientes imunocomprometidos, a vigilancia da cavidade bucal
adicionada a utilizagdo dos avangos recentes na tecnologia favorece o diagnostico
especifico e reduz o inadequado tratamento empirico (EPSTEIN; SHERLOCK;
WOLBER, 1993).

Morales-Sanchez et al (2014) avaliaram se o EBV, CMV, HHV6 e HHV7
estavam envolvidos na génese da leucemia linfoblastica aguda das células B e T em
criangas mexicanas. Menos de 20% das amostras foram positivas por pelo menos
um dos virus testados, descartando quaisquer envolvimentos na génese da LLA
nestas criangas. Além disso, ndo se evidenciou a associacido entre as infecgdes ou
co-infecgdes detectadas com o prognostico, no entanto, Ogata et al (2011)
afirmaram que a reativacdo do CMV, HHV6 e EBV € comum em pacientes com
leucemia das células T submetidos a quimioterapia citotoxica.

Estudo realizado por Chen et al (2015) em Taiwan concluiu que a taxa de

soropositividade para EBV aumentou de 23% aos 0 anos de idade a 53% aos 2 anos
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de idade. Além disso, os autores sugerem estratégias de prevengdo, como
educacéo para a higiene, e o desenvolvimento de vacinas eficazes para redugéo da
alta taxa de infecgdo na populagao suscetivel, visto que a ativagao do virus € uma
ameaga de mononucleose infecciosa na infancia e também esta associado com
certas malignidades em adultos.

A literatura relata a utilizacdo de um ensaio multiplex de PCR como um
meétodo rapido, sensivel e econdmico para a deteccdo do HSV-1, HSV-2, CMV e
EBV, permitindo assim, a aplicagdo de tratamento antiviral especifico evitando o uso
de produtos farmacéuticos redundantes e potencialmente toxicos nos pacientes
(SAHIN et al., 2007). Entretanto, ha autores que afirmam que PCR em tempo real
quantitativo é capaz de demonstrar uma prevaléncia significativamente maior de
HSV-1 e HSV-2 em comparagdo com PCR qualitativo (AGGARWAL et al., 2014), e
sugerem que futuras investigagées devem utilizar tecnologias de sequenciamento de
nova geragao e analise de bioinformatica, por serem mais capazes de detectar o
espectro completo dos virus (MORALES-SANCHEZ et al. 2014).

Os pacientes que compuseram o estudo também foram avaliados através de
PCR qualitativo quanto a presenga do CMV e EBV. Nenhuma das amostras foram
positivas para o CMV, e somente quatro amostras apresentaram amplificagdo do
DNA do virus EBV. Trés amostras corresponderam a pacientes com diagndstico de
LLA, em que duas destas eram equivalentes as coletas do paciente 5 nos dias 8 e
15 da prefase e inducdo, e uma ao paciente 9A correspondendo a coleta realizada
no 8° dia da prefase e indugdo; uma amostra pertencia a um paciente do grupo
controle atendido no ambulatério da FAO/UFAM. Os resultados inferirem que os
pacientes 5 e 9A do estudo podem ter sido expostos ao virus EBV apéds o inicio dos

tratamentos, visto que as coletas realizadas no 1° dia do tratamento n&o
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apresentaram a presencga do virus. Porém, conforme afirma a literatura, a utilizagao
de PCR em tempo real quantitativo pode auxiliar na detecgdo mais apurada destes
virus, bem como a utilizagdo de tecnologias mais avangadas, pois alguns desses

podem permanecer em um estado de laténcia da infecgdo com baixos niveis de

expressao dos genes virais, mantendo-se pouco detectaveis.

6.3.2 Mucosite e agentes fungicos e bacterianos

Ha evidéncias que os principais patdgenos bucais s&o adquiridos
precocemente na infancia durante as fases iniciais de colonizagdo bucal
influenciando na determinacdo da composicdo da microbiota bucal individual e na
maturag&o do sistema imunologico das mucosas (FONSECA, 2012).

Smith et al. (1993) determinaram a prevaléncia de diferentes espécies de
estreptococos durante a infancia em coletas da mucosa bucal realizadas através de
swab. As amostras demonstraram uma prevaléncia de 89% de Streptococcus mitis.
Streptococcus salivarius também foi predominante (94%). O componente da
microbiota estreptocdcica inicialmente colonizadora do lactente consistiu do S. Mitis.

Fonseca (2012) -caracterizou a colonizagdo bucal por espécies de
Streptococcus nao-hemoliticos relevantes dos grupos mitis, sanguinis, salivarius,

anginosus e mutans em pacientes de 2 a 16 meses de idade. Diferentes tipos

morfolégicos foram isolados e classificados através de reagbes de PCR. Das

amostras identificadas, a grande maioria pertencia a espécie S. salivarius (35%),

dominante em todas as faixas etarias, seguida de S. mitis (5%), S. oralis (2%) e S.
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sanguinis (1%). Estreptococos consistiram na grande maioria da microbiota
cultivavel nas faixas etarias estudadas (83% a 100%).

Baseado em estudos que preveem a alta diversidade de microrganismos
bucais e que estes podem se apresentar patogénicos sob condi¢gbes especificas, o
presente trabalho se propds a analisar os agentes fungicos e bacterianos presentes
nas lesdes na cavidade bucal nos pacientes com LLA. Apesar de nenhum dos
pacientes avaliados terem apresentado quadro de lesbes bucais com padrdo de
infeccdo, foram realizadas coletas de amostras da mucosa bucal integra de 4
pacientes e identificados os agentes bacterianos através do método automatizado
Vitek®. Foram observadas a presenca de S. mitis, S. oralis, S, salivarius e S.
sanguinis, microbiota comumente encontrada na cavidade bucal, conforme
apresentando nos estudos citados.

Diante do exposto, sugere-se que a aplicagdo do regime terapéutico ideal
para cada paciente, de acordo a estratificagdo nos subgrupos preconizados pelo
protocolo GBTLI LLA-2009, permite que o tratamento mais intensivo seja
administrado apenas nos casos de alto risco, diminuindo os riscos dos efeitos
toéxicos indevidos que possam ocasionar em lesdes bucais com o aumento da
morbidade frente a patogenicidade da microbiota bucal. Infere-se que avaliagbes
periodicas realizadas pelos cirurgides-dentistas e 0 acompanhamento das alteragbes
bucais, associada a melhor compreensédo da microbiota bucal podera contribuir na

melhoraria da qualidade de vida nestes pacientes.
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7 CONCLUSOES

= As manifestagdes bucais ocorreram em torno da 22, 32 e 42 semana da fase de
indugado, em que sao instituidos regimes quimioterapicos mais intensivos.

= A instituicdo de instrucdo de higiene e a vigilancia da cavidade bucal nos
pacientes com LLA pode auxiliar na manutencdo das condi¢des de saude
diminuindo a propagacéao de infecgdes de localizagao bucal.

= A condigdo de diagnostico de LLA parece nao influenciar na presenga dos
agentes virais, uma vez que, se apresentou positivo em pacientes do grupo
experimental e grupo controle.

= Sugere-se que os virus avaliados que ndo positivaram podem estar em estado

de laténcia, uma vez que a mucosa avaliada encontrava-se em estado integro.
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As informacdes abaixo tém por finalidade esclarecer e pedir a participagao voluntaria do menor, pelo
qual vocé é responsavel, nesta pesquisa que sera realizada pela Faculdade de Odontologia da UFAM
em parceria com a Fundagédo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Os avangos na area da
saude ocorrem através de estudos como este, por isso a participagéo € importante.

E importante sua ciéncia de que esta pesquisa esta sujeita a Resolugdo N° 466, de 12 de dezembro
de 2012 do Conselho Nacional de Saude.

Objetivo do estudo: Essa pesquisa tem como objetivo avaliar alteragbes nos tecidos moles da boca
dos pacientes pediatricos com diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), e outras situagdes
que pretendemos descobrir. Esse conhecimento podera nos ajudar a melhorar a condigdo de saude
bucal, na reducdo das consequéncias da doenga e na melhoria na qualidade de vida.
Procedimentos. Faremos uma anadlise da boca do menor para identificacdo e descricido dos
sintomas, que chamamos de manifestagdes orais. Analisaremos as mucosas, labios, lingua, gengiva,
bochecha e o céu da boca, além dos dentes. Realizaremos a coleta de saliva e esfregago (raspado)
da boca nas diferentes fases do tratamento quimioterapico, fazendo um acompanhamento do menor
desde sua entrada até o final do tratamento.

Fotografias. Caso haja necessidade, tiraremos fotos dessas alteragdes para ilustragdo sempre com o
seu consentimento. Essas fotos poderdo ser publicadas, circuladas ou apresentadas em meios
especificos, como congressos com a finalidade cientifica. Ndo se preocupe que a identidade do
menor é sigilosa e sera sempre preservada.

Riscos Associados ao estudo. Esta pesquisa ndo oferece risco fisico aos participantes, uma vez
que os exames realizados sdo procedimentos ndo invasivos, representado somente por exame
clinico, coleta de saliva e esfregagos da mucosa bucal. Os participantes ndo sofrerdo exposigéo ao
publico, sendo suas identidades mantidas em sigilo. O menor sera acompanhado por especialistas
em diagnodstico bucal durante seu tratamento, sendo utilizadas medidas intervencionais, quando
necessarias, para com a mucosite e infecgdes microbioldgicas, esperando-se proporcionar uma
melhora na qualidade de vida desses pacientes.

Beneficios. Além do beneficio adicional do diagndstico de alteragbes presentes na boca, o menor
sera acompanhado por especialistas em diagnéstico bucal durante o tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda e tratado caso apresente alguma condigao bucal limitante.

Confiabilidade e avaliagdo dos registros. A autorizagdo das instituicdes neste estudo sera
confidencial. Os registros serdo exclusivos dos participantes do projeto. A identidade do menor
permanecera sempre em confidencialidade de acordo com as normas/leis legais regulatérias de
protecao nacional e internacional.

Apods essas consideracgoes, vocé declara que:

Autorizagao. Recebi e entendi todos os esclarecimentos, e concordo como responsavel pelo menor
na sua participagao nesta pesquisa.

Direito a retirada do estudo. Entendo que a desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a saude ou
bem estar fisico do menor, com isso ndo vira a interferir no atendimento ou tratamento médico.
Participagao voluntaria. Compreendo que a participagédo neste estudo é voluntaria. Nao sera dada
nenhuma remuneragao € nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, assim como despesas, sendo
a autorizacao a participagao do menor de carater voluntario.
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Consentimento pés-informagao. E por estar devidamente informado sobre o contetido deste termo,
livremente, expresso meu consentimento para a inclusdo do menor como sujeito nesta pesquisa.
Apos ler as informagdes aqui citadas e ter minhas duvidas esclarecidas pelo pesquisador.

() ACEITO a participagdo nessa pesquisa

( ) NAO ACEITO participagdo nessa pesquisa.

Manaus, de de

Pesquisador Responsavel Representante legal

Impressao do dedo polegar
Caso nao saiba assinar
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APENDICE B
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO DO MENOR

Titulo: Analise da microbiota bucal de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda
Pesquisador responsavel: Juliana Maria Souza de Oliveira

Telefone para contato: (92)98128-4997 email: juctbomf@gmail.com

Local da coleta de dados: Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas e Ambulatério da
Faculdade de Odontologia da UFAM.

N° Ficha:

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa Analise da microbiota
bucal de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda. Nesta pesquisa iremos avaliar alteragbes
nos tecidos moles da sua boca e outras situagdes que pretendemos descobrir, que possa estar
relacionado ao seu diagndstico.

Faremos uma analise da sua boca para identificagdo e descricdo dos sintomas, que chamamos de
manifestagdes orais. Analisaremos as mucosas, labios, lingua, gengiva, bochecha e o céu da boca,
além dos dentes. Realizaremos a coleta de saliva e esfregacgo (raspado) da boca nas diferentes fases
do tratamento quimioterapico, fazendo um acompanhamento desde sua entrada até o final do
tratamento.

Esta pesquisa oferece risco minimo, pois os exames realizados sdo procedimentos nao invasivos,
representado somente por exame clinico, coleta de saliva e esfregagos da mucosa bucal. Vocé néo
sofrera exposi¢édo ao publico, sendo sua identidade mantida em sigilo.

Além do beneficio adicional do diagndstico de alteragdes presentes na boca, vocé sera
acompanhado por especialistas em diagndstico bucal durante o tratamento da Leucemia Linfoblastica
Aguda e tratado caso apresente alguma condigéo bucal limitante.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Vocé sera
esclarecido(a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. O
responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participacdo a qualquer
momento. A sua participagdo € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que € atendido(a) pelo pesquisador.

Eu, , portador (a) do documento de Identidade
(se ja tiver documento), fui informado (a) dos objetivos da presente
pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes, e o meu responsavel podera modificar a decisdo de participar se
assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo em
participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas.

Manaus, de de20__ .

Assinatura do (a) pesquisador (a) responsavel Assinatura do (a) menor

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas — CEP/UFAM

Rua Teresina, 495 — Adrianépolis — Manaus — AM

Fone: (92) 3305-1181 Ramal 2004 / (92) 9171-2496

E-mail: cep@ufam.edu.br - cep.ufam@gmail.com
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APENDICE C
ANALISE DA MICROBIOTA BUCAL DE PACIENTES COM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA

Identificagéo
Numero do registro do HEMOAM:

Numero do registro no estudo:

Nome:

Sexo: Raca: Data de entrada:

Data e local de Nascimento: Idade: Grupo: 1() 2()
Endereco:

Diagnostico:

Histéria oncolégica familiar:
Tipo de tratamento:
Protocolo de tratamento:

Esta em tratamento Quimioterapico: Sim () N&o ()
Fase do tratamento:

Indugéo ( )
Consolidagéo ( )
Manutengéo ( )

Dados Clinicos:

Descrigéo do aspecto intra-oral da mucosite e outras lesdes orais

Classificagao do grau da mucosite segundo a OMS:
Grau1( )
Grau2( )
Grau 3 ( )
Grau4 ()
Observagdes e Quimioterapicos utilizados:




APENDICE D

FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS

“ANALISE DA MICROBIOTA BUCAL DE PACIENTES COM LEUCEMIA”

Pesquisador(a): Juliana Maria Souza de Oliveira.

Orientador(a): Profa. Dra.Tatiana Nayara Libdrio Kimura.
Co-orientador(a): Profa. Dra. Juliana Vianna Pereira.

Numero do registro do HEMOAM:
Numero do registro no estudo:
Data de entrada:

Nome:

Idade: Sexo:

Endereco:

Diagnostico:

Histéria oncolégica familiar:

Fase do tratamento:

Indugédo ( )
1. _/ /[ Medicagbes administradas:
2. __ | | Medicagbes administradas:
3. _/ | Medicagbes administradas:

Mucosite bucal: ( )SIM () NAO
Classificagao da mucosite:

( )Grau0 ( )Grau4

( )Grau1 () Mucosite moderada
( )Grau2 () Mucosite severa

( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:
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Agentes bacterianos encontrados:

Presenca de HSV-1 em PCR convencional?

Consolidagao ( )

1. _/ /[ Medicagbes administradas:
2. __ | | Medicagbes administradas:
3. __/ | Medicagbes administradas:

Mucosite bucal: ( )SIM () NAO

Classificagao da mucosite:

( )Grau0 ( )Grau4

( )Grau1 () Mucosite moderada
( )Grau2 () Mucosite severa

( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:




Agentes bacterianos encontrados:
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Presenca de HSV-1 em PCR convencional?
Manutencdo ( )

1. _/ [/ Medicagbes administradas:
2. __ | | Medicagbes administradas:
3. _/ | Medicagbes administradas:

Mucosite bucal: ( )SIM () NAO
Classificagao da mucosite:

( )Grau0 ( )Grau4

( )Grau1 () Mucosite moderada
( )Grau2 () Mucosite severa

( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:

Agentes bacterianos encontrados:

Presenca de HSV-1 em PCR convencional?

Assinatura do (a) pesquisador (a)
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ANEXO A

FUNDAGCAO UNIVERSIDADE Plataforma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) %ﬁd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA MICROBIOTA BUCAL DE PACIENTES COM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA E SUA RELAGCAO COM A GRADUAGAO DA MUCOSITE

Pesquisador: Juliana Maria Scuza de Oliveira

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 30934514.9.0000.5020

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 734.382
Data da Relatoria: 30/07/2014

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Diante da nova versdo apresentada, o presente protocolo de pesquisa atende ao que regulamenta a

Resolugdo 466/12 - CNS, ndo havendo, portanto, restrigdo ética.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

MANAUS, 31 de Julhc de 2014

Assinado por:
Eliana Maria Pereira da Fonseca
(Coordenador)
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ANEXO B

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E me
HEMOTERAPIA DO

2 : PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA MICROBIOTA BUCAL DE PACIENTES COM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA E SUA RELAGAO COM A GRADUAGAO DA MUCOSITE

Pesquisador: Jullana Maria Souza de Oliveira

Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 30934514.9.3001.0009

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 794.862
Data da Relatoria: 26/08/2014

Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
MANAUS, 17 de Setembro de 2014 Y\e\‘?;(:a
F‘m:w:: ot
&
Assinado por: o \F‘:@o‘@\s‘\?
Adriana Malheiro PE-,o°‘°: oo
(Coordenador) t‘-\g‘
Enderego: Av. Constantino Nery 4397 BI.D Dir Ens Pesq
Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
: AM Municipio: MANAUS )
':'J:'O'OHO: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam am gov.br
Pagnra 05 de 05
Ao
Wilmara Silva
Secretaria do Comité de

Etica em Pesquisa | FHEMOAM
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ANEXO C

PROTOCOLO PARA IDENTIFICACAO FENOTIPICA DOS FUNGOS E BACTERIAS

UTILIZADO NO SISTEMA AUTOMATIZADO VITEK® 2 COMPACT (BIOMERIEUX)

1. Cadastrar o paciente no sistema;
2. Retirar os cartdes e a solugdo salina da geladeira para atingir temperatura

ambiente (Figura 17);

Figura 17: Representando os cartdes (A) e solugéo salina (B).
Fonte: Imagem cedida gentilimente pelo Laboratério de Microbiologia da Fundag&o de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas.

3. Selecionar as culturas positivas;
4. Identificar dois tubos de ensaio para cada cultura — um para identificagao (ID)
e outro para teste de susceptibilidade (TSA) — e colocar no cassete;

5. Transferir 3 mL de solucéo salina para todos os tubos;
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6. Calibrar o Densicheck com os padrdes 0,0; 0,5; 2,0 e 3;0 (aparelho que mede
a escala nefelométrica de McFarland - padrao de turvacdo que determina a
intensidade da multiplicacdo em meios de cultivo liquidos - quanto maior o

numero de bactérias, maior sera a opacidade do meio de cultura) (Figura 18);

Figura 18: Calibragdo do Densicheck.
Fonte: Imagem cedida gentilmente pelo Laboratério de Microbiologia da Fundagé&o de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas.

7. Preparar as suspensodes nos tubos de ID (culturas positivas na solugao salina)

e homogeneizar no vortex (Figura 19);
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Figura 19: Preparo da suspensao nos tubos de identificagao.
Fonte: Imagem cedida gentilimente pelo Laboratério de Microbiologia da Fundagé&o de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas.

8. Inserir os tubos e medir até alcangar um resultado dentro deste intervalo;

9. Depois de preparar todas as suspensdes nos tubos de ID, preparar os tubos
de TSA;

10.Se a bactéria for GN, transferir 145 yl com a pipeta vermelha para o tubo de

TSA (Figura 20);
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Figura 20: Transferéncia de 145 ul da suspenséo preparada no tubo de ID para o tubo de TSA.
Fonte: Imagem cedida gentilmente pelo Laboratério de Microbiologia da Fundagé&o de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas.

11.Se a bactéria for GP, transferir 280 pl com a pipeta azul para o tubo de TSA;

12.Se for levedura, transferir 280 ul com a pipeta azul para o tubo de TSA,;

13.Colocar os cartdes de identificacédo e antibiograma com cuidado para nao
tocar no tubo de transferéncia. Posiciona-los na cassete;

14.Inserir a cassete no Vitek® 2 Compact;

15.Selecionar o numero da cassete no sistema, cadastrar os cartdes e associa-
los aos pacientes cadastrados;

16.Colocar a cassete na porta do lado superior do aparelho e apertar START
FILL. A suspensao passara do tubo para os cartdes;

17.Passar a cassete para a outra porta no lado inferior;
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18.0 aparelho fara a leitura dos cddigos de barras, cortara os tubinhos e
transferéncia e incubara os cartdes no carrossel;

19. Ao terminar, o visor piscara e mostrara REMOVE;

20.Retirar a cassete e descartar os tubos de ensaio;

21.Visualizar os resultados no Vitek® 2 Compact;

22. Imprimir os resultados.



