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RESUMO

O metotrexato (MTX) é um dos quimioterapicos amplamente utilizado no tratamento do
cancer infanto juvenil e a mucosite bucal (MB) é um dos seus principais efeitos adversos. O
objetivo desse estudo foi avaliar a relacdo do desenvolvimento de MB com o tempo de
metabolizacdo de MTX e niveis de bilirrubina (BB). Foram avaliados 150 ciclos de
quimioterapia com MTX em altas doses (>0,5g/m?) em pacientes com idade entre 0 e 18 anos.
Foram coletados dados como dose de MTX recebida, grau de MB desde o dia de infusdo (D1)
até D15, niveis de BB total e concentracdo de metabdlitos séricos de MTX 24 horas apds a
infusdo, até este chegar ao nivel 0,2uM, ndo sendo mais considerado nivel de alto risco de
toxicidade para o paciente. Foram realizadas analises em medidas repetidas no tempo,
considerando os achados clinicos em cada tempo utilizando o software SPSS for Windows,
v.18. As comparacdes multiplas foram feitas pelo teste qui-quadrado de Pearson e teste de
Spearman ajustado para as correlagdes entre os tempos. Foi observado que pacientes que
receberam doses de MTX acima de 8g/m? levaram mais que 72h para metabolizar este
quimioterapico (p=,003). Além disso, o maior tempo para metabolizacdo de MTX esteve
associado com o desenvolvimento de lesdes ulceradas de MB (p=,017). Foi observada relagédo
entre BB aumentada e maior severidade de MB (grau 3 e 4) (p=,004).0s niveis séricos de
MTX e BB devem ser monitorados a fim de predizer os pacientes com maior risco para o
desenvolvimento de MB.

Palavras- chave: Mucosite. Metotrexato. Quimioterapia.



ABSTRACT

Methotrexate (MTX) is chemotherapeutic agents largely used in the treatment of childhood
cancer, and, oral mucositis (OM) is one of the main adverse effects. The aim of this study was
to evaluate the relationship of development of OM with MTX metabolism time and levels of
Bilrubin. 146 cycles of chemotherapy with MTX in high doses (> 0,5 g / m?) were evaluated
in patients aged O to 18 years. Were collected as the dose of MTX infused, OM grade from
infusion day (D1) to D15, total BB levels and MTX serum metabolite concentration 24 hours
after infusion up to this volume, 0.2uM, not more demanding of the high risk of toxicity to the
patient. Analyzes were made on repeated measurements in time, considering the clinical
findings a teach time using SPSS software for Windows, v.18. Multiple comparisons were
made by Pearson’s correlation test, and Spearmen’s test adjusted for the correlations between
the times. It was observed that patients who received doses aboves 8mg / m? of MTX took’s
more than 72h to metabolize this chemotherapeutic (p =,003). In addition, the more time to
metabolize MTX was associated with the development of ulcerated lesions of OM (p =, 017).
A relation between BB increased and higher severity of OM (grade 3 and 4) was observed
(p = .004). Conclusion: Serum metabolite concentration of MTX and BB should be monitored
to relative predict patients at highest risk for OM development.

Keywords: Mucositis. Metotrexate. Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias da infancia, embora representem somente de 2 a 3% de todos o0s canceres,
foram responséveis por 140 casos em um milhdo ao ano entre os anos de 2001 e 2010
segundo o Centro Internacional de Pesquisa Contra o Cancer (IARC), sendo a principal causa
de mortalidade infantil em paises desenvolvidos. Alem disso o Instituto Nacional do Céancer
(INCA) estima a incidéncia de 12600 novos casos ao ano, atingindo cerca de uma a cada
6.000 criancas no Brasil (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2017).

Esses tumores tem origem principalmente de células embrionarias primitivas que
crescem e se multiplicam rapidamente sendo os tipos mais comuns leucemias, seguidos de
tumores do sistema nervoso central, linfomas, tumores sdlidos abdominais (Tumor de Wilms
e neuroblastoma), osteossarcoma e rabdomiossarcoma (SILVA et al., 2015; INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016). Apesar de serem
doencas raras, o cancer infantil ainda é considerado uma das principais causas de morte em
criancas e adolescentes (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2016). Desta forma, a busca por formas de tratamento adequadas para
essas doencas tem sido foco de inUmeras pesquisas.

As modalidades terapéuticas para o tratamento do cancer sdo a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (TEIXEIRA et al., 2016; NIEDERWIESER et al., 2016) ou combinacdo de
protocolos. Dentre esses, a quimioterapia é o principal elemento do tratamento para o cancer
infantil. Este tratamento tem como mecanismo fundamental a inibicdo ndo-seletiva da
proliferacdo celular, isto porque a maior parte dos alvos moleculares sobre os quais 0s
quimioterapicos atuam estdo também presentes em células ndo-tumorais, de forma que esses
agentes apresentem baixa ou nenhuma seletividade (KEEFE et al., 2006; VERA-LLONCH et
al., 2007; SONIS, 2004). Esses farmacos exibem, de modo geral, estreitas janelas
terapéuticas e, portanto, as diferencas entre as doses que produzem o efeito antitumoral e as
gue causam toxicidade sdo bastante pequenas. Assim sendo, a quimioterapia tem sido
associada a uma serie de efeitos adversos que podem levar a modificacdo ou interrupcéo do
tratamento antineoplasico, resultando na reducdo de qualidade de vida e/ou sobrevida do
paciente. Estes efeitos adversos incluem vémito, diarréia, toxicidade hepética, dermatites,
mucosite bucal (MB) e mielossupressdo (KWON, 2016; TULSYAN et al., 2014; LIU et al.,
2014; CSORDAS et al., 2014; LALLA et al., 2014; TOHKIN, 2010; VERA-LLONCH et al.,
2007; ROBIEN et al., 2004; SONIS, 2004). Por vezes, observa-se severa toxicidade ap0os o
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uso de doses necessarias para a obtencdo dos efeitos terapéuticos. O aprimoramento da
quimioterapia esta relacionado ao aumento da distancia entre as curvas ‘dose X resposta’ e
‘dose x toxicidade’.

O Metotrexato (MTX) é um dos quimioterapicos utilizados no tratamento dos
diferentes tipos de neoplasias infantis e atua interferindo no receptor do &cido folico, agindo
na fase S do ciclo celular, bloqueando a sintese de DNA e atuando bioquimicamente nas
células que crescem de forma exponencial (PARK; SHIN, 2016; HOWARD et al., 2016;
LEKE, 2005). Severos efeitos colaterais incluindo toxicidade do sistema nervoso central
(SNC), figado, rim, medula 6ssea, sistema gastrointestinal e mucosa bucal, tem sido
associados ao uso de altas doses de MTX o que pode ser inesperado e ndo necessariamente
dependente da dose, em muitos casos inclusive, pode resultar na interrup¢do ou pausa no
tratamento quimioterapico (VILLEGAS et al., 2017; CAMPBELL ET al., 2016; PARK;
SHIN, 2016; KWON, 2016; CSORDAS, et al., 2014; ALMEIDA et al., 2005; RAJSKI,
WILLIAMS, 1998).

O MTX é metabolizado e armazenado nas células hepéticas, causando um estresse
oxidativo nesse tecido, podendo atrasar a depuracdo da droga; acredita-se que esse seja um
dos motivos pelo qual essa droga acabe induzindo um aumento significativo dos marcadores
de funcgdo hepatica, mas isso ndo esta muito bem elucidado. Essa depuragdo também pode ser
alterada devido a precipitacdo do MTX e seus metabdlitos nos tabulos renais, que podem
causar obstrucdo e diminuicdo da depuracdo renal, prolongando os altos niveis de MTX na
corrente sanguinea, podendo levar a descontinuacdo ou reducdo da quimioterapia, além de
causar diversos efeitos colaterais ja citados (LIU et al.,, 2017; HAGAG et al., 2016;
CAMPBELL et al., 2016; MAGHODAM et al., 2015). Sendo assim faz-se necessario
monitoramento dessas enzimas circulantes para controle do paciente, sendo mais comum o
acompanhamento de Transaimanse Glutamico-Oxalacética (TGO), Transaminase Glutamico-
Pirivica (TGP) e Bilirrubina (BB) (CAMPBELL et al., 2016; HAGAG et al., 2016;
MAGHODAM et al., 2015; PIOTO, 2007).

Um aumento significativo nessas enzimas demonstra dano hepatico, o que pode
resultar em uma metabolizagdo mais lenta dos medicamentos, permanecendo mais tempo na
corrente sanguinea. Outro fator que pode dificultar a eliminacdo do MTX séo as interacdes
medicamentosas como, por exemplo, com o Naproxeno Sédico que pode induzir atrasos
significativos na eliminacdo do MTX, podendo aumentar os riscos de desenvolver outro
importante efeito colateral: a MB. (MOGHADAM et al., 2015; HOWARD et al., 2016)
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A MB tem sido considerada um dos efeitos adversos mais debilitantes observados em
pacientes realizando quimioterapia com MTX em altas doses (>0,5 g/m?) (HOWARD et al.,
2016). A manifestacdo costuma ocorrer de 3 a 10 dias ap0s a quimioterapia ser iniciada (LI1U
et al., 2017; MILLER et al., 2012; MILLER; PHARM; HAGEMANN, 2012), afetando cerca
de 42,5 % a 100% dos pacientes (ALLEN et al., 2018; CHAUDRY et al., 2015), o que varia
bastante conforme a metodologia dos estudos analisados, que podem ou ndo incluir
protocolos preventivos e também variam na modalidade quimioterapica analisada.
Clinicamente, a MB se manifesta como eritema ou ulceracdes que podem ser exacerbadas por
fatores locais (SILVA et al., 2015; RABER-DURLACHER; ELAD; BARASCH, 2010;
OLIVEIRA et al., 2006; NOVIKOFF, 2005). O aparecimento dessas lesGes costuma causar
desconforto e dificuldade de alimentacdo em graus mais leves e em graus mais severos: dor
intensa, necessidade de nutri¢do parenteral e até interrup¢do do tratamento (CHAUDHRY et
al., 2015; SILVA et al., 2015; BEZINELI et al., 2015; CURRA, 2016). Além disso, devido ao
rompimento da mucosa e a quebra das defesas do organismo, a MB pode facilitar a invasao
microbiana resultando em infec¢cdes oportunistas (MILLER et al., 2012). Diversas escalas
para avaliacdo das manifestacdes clinicas da MB séo descritas na literatura, sendo as mais
utilizadas a da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a do National Cancer Institute (NCI) e
a do Radiation Therapy Oncology Group (RTOG).

Os mecanismos exatos atraves dos quais as drogas quimioterdpicas citotdxicas
provocam a MB ndo foram completamente elucidados. Sonis (1998, 2004) foi os primeiros a
estudar a patobiologia da MB. Sonis (2004) descreveu MB em cinco fases, que sdo: iniciacéo,
resposta ao dano primario, fase de amplificacdo, fase de ulceracdo e por fim, reparacao.
Alguns fatores tém sido apontados como responsaveis por aumentar o risco de incidéncia de
MB. Dentre eles, estdo: tipo de tratamento a que o paciente é submetido (SURESH et al.,
2016; WOHLSCHLAEGER et al., 2004); saude bucal prévia ao tratamento antineoplasico
(SURESH et al., 2016; KHAW et al., 2014; RECOLONS et al., 2006); idade do paciente
(DEVAJARU et al., 2009; PICO et al., 1998); alem de marcadores de imunidade local como
mediadores inflamatorios e de imunossupressdo (SURESH et al., 2016; PATUSI et al., 2014,
AL-DASOOQI et al., 2013).

Além desses fatores, alguns autores associam variabilidade na incidéncia de MB a
variacdo na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de farmacos (LIU et al., 2017;
MARTINS; WAGNER; LINDEN, 2013; LEE; MCLEOD, 2011; MIKKELSEN et al., 2011).

Estudos sobre farmacogenética em oncologia tem focado na linha dos polimorfismos génicos



12

envolvidos no metabolismo dos quimioterdpicos que sdo mais utilizados na prética clinica e
demonstram maior quantidade e severidade de efeitos adversos (MARTINS; WAGNER,;
LINDEN, 2013; LIU et al., 2017).

Diante disto, o conhecimento dos fatores de risco para MB se faz necessario para o

desenvolvimento de intervences efetivas durante o suporte ao paciente oncoldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Avaliar a relacdo do desenvolvimento de MB com o tempo de metabolizacdo de MTX e

niveis de BB.

2.2 ESPECIFICOS

Analisar a incidéncia de MB e sua relacdo com a dose de MTX utilizado em pacientes
oncopediétricos.

Analisar a incidéncia de MB e sua relagdo como tipo de doenca de base.

Analisar a incidéncia de MB com a dose de MTX utilizada e sua relagdo com toxicidade
hepética através de niveis de BB em pacientes oncopediatricos.

Analisar a relacdo entre o tempo decorrido desde a infusdo do MTX com o surgimento da
MB.

Correlacionar o grau de MB com o tempo de eliminacdo do MTX (niveis ndo tdxicos ao
organismo, <0,2 uM).

Correlacionar os niveis séricos de BB com o tempo de eliminacdo do MTX (niveis ndo
toxicos ao organismo, <0,2 uM,).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este é um estudo de coorte retrospectivo registrado na Plataforma Brasil, Comité de
Pesquisa e Etica (CEP) do HCPA, Comité de Etica (CEP) da UFRGS, sistema UFRGS de
pesquisa e Comissdo de Pesquisa (COMPESQ) da Faculdade de Odontologia da UFRGS.

Amostra

O presente estudo utiliza dados previamente coletados de pacientes participantes do
projeto de pesquisa “ESTUDO DA RELACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS CYP2C9
(*2rs1799853 e *3rs1057910) e ABCC2 (*rs717620) COM A SEVERIDADE DE
MUCOSITE BUCAL E EVOLUC}AO CLINICA DE PACIENTES PEDIATRICOS”
aprovado sob HCPA protocolo 14-0581 e realizado previamente sob coordenagdo da Profa.
Dra. Manoela Domingues Martins. O projeto 14-0581 foi aprovado pelo Comité de Pesquisa e
Etica (CEP) do HCPA e o pesquisador responsavel autoriza sua utilizacdo (Anexo). Todos 0s
pesquisadores envolvidos neste estudo assinaram o termo de compromisso para utilizacdo de

dados clinicos de prontuérios dos pacientes.

3.2PROTOCOLO PARA A COLETA DOS DADOS DO PACIENTE

Foram acompanhados pacientes de 0-18 anos de idade com diagndéstico de leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia miel6ide aguda (LMA), osteossarcoma, e linfoma néo-
Hodgkin e Hodgkin. Os pacientes com recidiva de doenca nao foram incluidos no estudo,
somente casos novos. Eles receberam tratamento quimioterapico composto por MTX (0,5
g/m?a 12 g/m?) no Servico de Oncologia Pediatrica (SOP) no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Todos os pacientes incluidos neste projeto receberam adequacdo bucal prévia ao
tratamento quimioterdpico. Nessa avaliagdo também foram coletados os seguintes dados
acerca do paciente: idade; género (masculino ou feminino); grupo étnico (branco, pardo, afro-
descendente). Quanto a neoplasia e ao condicionamento, foram coletados e analisados os itens
a seguir: diagnéstico anatomo-patologico; estadiamento clinico e tratamento quimioterapico a
que seria submetido (droga, dose e frequéncia do tratamento).

Todos os pacientes recebiam avaliagdo durante o ciclo do quimioterdpico, sendo
considerado o inicio em D+1 (dia de infusdo) e o fim em D+15. Nos periodos D+1, D+5
(inicio da neutropenia), D+10 (pico de imunossupressdo) e em D+15 foram realizadas
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avaliacdes clinicas que consistem em: quadro hepético através de analise dos niveis de BB e
niveis de concentragdo seérica de metabdlitos de MTX. Todos os dados foram coletados a
partir de prontuario médico e anotados em ficha clinica propria confeccionada apenas para
essa pesquisa. A severidade de MB foi avaliada diariamente a partir do momento de infusédo
do quimioterapico (D+1) até D+15. A MB foi graduada através da escala da Organizagdo
Mundial da Satude (OMS) e todos os pacientes, ao apresentar qualquer sinal clinico de leséo,
recebiam tratamento com fotobiomodulacdo (FBM) terapéutica apds diagndstico de lesao.
Esta terapia tem sido considerada um excelente recurso para tratamento de MB (EDUARDO
et al., 2009) e é protocolo padrdo adotado no HCPA para pacientes com MB. Foi utilizado
laser de diodo (InGaAIP), 660nm, 100mW de poténcia, 6,0 J/lcm? por 3 segundos por ponto,
totalizando uma energia de 0,24J por ponto, sendo realizada na area da lesdo, por um
pesquisador calibrado, cirurgido-dentista ou académico de odontologia, 3 vezes na semana.
Além disso a introducdo do cha de camomila na dieta era indicada, sendo prescrita a ingestao
desta soluc¢do, associada a bochechos diérios da solugdo gelada ou fria.

3.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Incluséo

- Pacientes de ambos os géneros em tratamento quimioterdpico no SOP do HCPA que
estavam recebendo protocolos que incluem (MTX em doses > 0,5g/m?).

- Pacientes que recebessem MTX em seu protocolo quimioterapico.

- Pacientes de 0-18 anos cujos responsaveis permitiram a sua participacdo no estudo através
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, quando aplicavel, que o paciente

consentisse a sua participagdo (Apéndice).

Exclusao

- N&o comparecimento a um dos dias de avaliagdo clinica.

3.4 REGISTRO DA DOSE INFUNDIDA:
Para fins de organizagdo da amostra foram classificados em 3 grupos conforme a dose de

MTX recebida em cada ciclo:

Grupo 1- doses de até 5g/m?
Grupo 2- doses de 5 a 8 g/m?
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Grupo 3- doses acima de 8g/m?

3.5 AVALIACAO DA MB

Para a avaliacdo clinica da MB foi utilizado o critério de toxicidade aguda da
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) o qual considera critérios objetivos e subjetivos,
envolvendo o estado fisico e nutricional do paciente, assim como o aspecto clinico da boca
(PARULEKAR et al., 1998). De acordo com esta classificagdo a MB varia do grau 0 ao grau
4 conforme descrito na Tabela 1:

Tabela 1 — Graduacdo da MB segundo os critérios da OMS
OMS SEVERIDADE DA REACAO

Sem evidéncia de mucosite

Eritema; lesdes assintomaticas
Eritema; Ulceras; pode ingerir sélido

Eritema; Ulceras; sé pode ingerir liquido

A W N -, O

Ulceras confluentes; alimentagdo ndo é possivel via oral.

Fonte: da autora.
3.6 AVALIACAO DA BILIRRUBINA

O grau de toxicidade hepaticas através do nivel de BB total apresentado foi avaliado
de acordo com a classificacdo do Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos — NCI (do
inglés, National Cancer Institute ) (Tabela 2) e seguiu os periodos de avaliacdo de acordo com
a rotina do SOP.

Tabela 2 - Classificagdo de toxicidade hepatica de acordo com os critérios do NCI versdo 5.0

Toxicidade Grau0 Graul Grau 2 Grau 3 Grau4
hepética
Bilirrubina total DLN >LSN-1,5 X LSN >1,5-3,0 x LSN >3,0-10,0 XLSN > 10,0 x LSN

Fonte: da autora

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises realizadas foram as medidas repetidas no tempo, considerando 0s
achados clinicos em cada tempo utilizando o software SPSS for Windows, v.18. As
comparag¢fes multiplas foram feitas pelo teste qui- quadrado de Pearson, e teste de Spearman

ajustado para as correlacGes entre 0s tempos.
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4 RESULTADOS

4.1 PACIENTES, CICLOS, DOSES E GRAUS DE MB

Neste estudo foram avaliados 44 pacientes, sendo incluidos, 24 pacientes com
diagnéstico de leucemia linfobléstica Aguda (LLA), 6 pacientes diagnosticados com linfoma,
12 pacientes com osteossarcoma e 2 com neuroblastoma. Os pacientes que receberam
tratamento para LLA realizaram 54 ciclos de quimioterapia que envolvia 0 quimioterapico
MTX; ja os diagnosticados com osteossarcoma receberam MTX em 68 ciclos; em menor
ndmero os pacientes em tratamento para linfoma utilizaram o MTX em 21 ciclos
acompanhados pela equipe, e 0s pacientes em tratamento para neuroblastoma com 3 ciclos
apenas, totalizando 146 ciclos avaliados.

Quando analisamos a dose recebida em cada ciclo no total do nosso n observamos que
36,3% (n=53) dos ciclos foi classificado como grupo 1, recebendo doses de até 5g/m2, em
17,1% (n=25) foi realizada infusdo de 5 a 8g/m?, ja em 46,5% dos ciclos o paciente recebeu
doses superiores a 8g/m2.

Ao analisarmos o grau maximo de MB desenvolvido em cada ciclo (Figura 1),
observamos que em 15% dos ciclos esse grau foi 0 (n=22); em 33,5% (n=49) foi 1; em 34,9%
(n=51) foi 2; o grau 3 foi apresentado em 13,6% dos ciclos (n=20) e o grau 4 em 2,7% (n=4).
Assim, é demonstrado que em 84,7% (n= 121) dos ciclos houve algum grau clinico de MB em
algum dos 4 graus da OMS.

FIGURA 1: grafico mostrando diferentes graus de incidéncia de MB nos ciclos analisados

3%

= GRAU 0
= GRAU1

GRAU 2
= GRAU 3
= GRAU 4

Fonte: da autora, 2017



18

4.2 O TEMPO DE DEPURAQAO DO MTX ESTA RELACIONADO COM O
DESENVOLVIMENTO DE MB

Ao analisar o tempo necessario para depurar 0 MTX, até que este chegasse ao nivel
ndo toxico (0,2 M), observou-se que em 39,7% foram necessarias 48 h (n=58), ja em 36,3%
(n=53) foram necessérias até 72h, 13,6% (n=20) precisou de 96 a 120h e 10,2% (n=15) s6
conseguiu depurar o necessario da droga apds 120h. Esses resultados estdo ilustrados na

figura 2.

FIGURA 2: Gréfico ilustrando o tempo necessario para atingir o nivel ndo téxico nos ciclos
analisados:

70
60
50
40
30
20
10

<48h 48 A 72h 96 A 120H >120H
=0—_Ciclos 58 53 20 15

Fonte: da autora, 2017

A partir destes dados realizou-se uma correlacdo entre o tempo de depuracao e o grau
maximo de MB atingido nos 15 dias de cada ciclo avaliado, obtendo-se uma relacdo
estatisticamente significativa através do teste qui-quadrado de Pearson (p=,017),
demonstrando que em ciclos onde foram necessarias mais de 72h para atingir o nivel de
0,2uM houve maior incidéncia de graus ulcerados de MB (graus 2,3 e 4 da OMS) e
concomitantemente graus 0 e 1 foram observados com maior frequéncia em pacientes que

depuraram o necessario em até 48h.
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FIGURA 3: Graus de MB apresentados e sua relagdo com tempo de depuragao

>72h

EGMOoul
GM 2,3 ou 4

<48h A —
I I

0 10 20 30 40 50 60 70

Fonte: da autora, 2017

4.3 O TEMPO DE DEPURACAO DO QUIMIOTERAPICO ESTA RELACIONADO COM
A DOSE RECEBIDA

Ao correlacionarmos a dose recebida pelo paciente em cada ciclo com o tempo de
depuracdo desta, foi observado que doses superiores a 8g/m2 precisaram de mais que 72h
para serem depuradas e doses inferiores a 5g/m? atingiram o nivel ndo tdxico em até 48h
(p=,003).

4.4 ELEVACAO DOS NIVEIS DE BB ESTA RELACIONADO COM PIORES GRAUS DE
MB

Para andlise desse aspecto 13 ciclos foram excluidos por ndo apresentarem resultado
de exame para esta enzima, restando um total de 133 ciclos. A correlacdo entre nivel maximo
de BB total atingida nos 15 dias do ciclo e os graus de MB evidenciou relagdo positiva entre
esses dois fatores, quando relacionados com severidade de MB e aumento nos niveis desta
enzima hepatica (p=,004) , ja quando relacionado auséncia ou baixa severidade de MB com
BB ndo houve significancia estatistica (p=,260), assim como quando relacionado graus mais
leves com BB (p=,261) (tabela 3).



TABELA 3: Teste de Spearman evidencia relacdo entre BB e MB

Correlations

Graul | Grau01 | Grau12 | Grau34 | Grau1234

Spearman's BBT Correlation -.041 -.098 -.098 248~ 032
rho Coefficient

Sig. (2-tailed) 639 ,260 261 ,004 715

M 133 133 133 133 133

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Fonte: da autora, 2017.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram analisados 146 ciclos de quimioterapia envolvendo o MTX,
em idade de 0 a 18 anos, sendo observada relacdo significativa da dose com incidéncia de
MB, assim como relacdo com tempo de depuracdo do quimioterapico, com piores graus de
MB. Na literatura sdo escassos estudos que analisem toxicidade bucal com especificos
protocolos quimioterapicos em pacientes infantis. A MB é descrita na literatura como um
efeito adverso de alguns protocolos quimioterapicos, entre eles o0 uso do MTX em altas doses
(>0,5 g/m2) (HOWARD et al., 2016) estando essa relacdo bem elucidada (LIU et al., 2017,
PARK; SHIN, 2016; CAMPBELL et al.,, 2016; CURRA, 2016 ; SURESH et al., 2010;
WOHLSCHLAEGER et al., 2004), mas sendo escassos 0s estudos que analisem essa relacédo
em pacientes pediatricos.

Em nosso trabalho foi encontrada uma alta porcentagem de incidéncia de MB de
84,7%, o0 que esta dentro dos padrbes da literatura atual de 42,5 a 100% dos pacientes
(ALLEN et al., 2018; CHAUDRY et al., 2015). Esse valor é bastante variavel, pois depende
muito da metodologia de cada estudo, das doses infundidas, dos protocolos adotados
previamente e concomitante com reposicdo de 4&cido folinico, introducdo de medidas
preventivas para MB, hiper hidratacdo, faixa etaria analisada, graduacdo de MB utilizada para
avaliacdo, entre diversos outros fatores (ALLEN et al., 2018; CHAVELI-LOPEZ, 2014).

Em nosso estudo todos os pacientes foram examinados diariamente e ao apresentar
qualquer sinal clinico de MB era iniciado tratamento com FBM, o que pode ter influenciado
na porcentagem de apenas 14% de MB grau 3 e 4% de MB grau 4, uma vez que este acelera o
reparo tecidual (CURRA et al., 2015; MIGLIORATI et al.,, 2013; CRIVELO, 2010).
Fezrazadi e Chiniforush (2014) realizaram uma revisdo de literatura de 25 estudos, onde
analisaram os efeitos da FBM em humanos, de todas as idades, de 2000 a 2013; em 23
estudos a FBM mostrou resultados positivos, reduzindo severidade, incidéncia e tempo de
MB. Esses dados corroboram com outra revisdo de literatura publicada por Bjordal et al.
(2011), onde através da analise de ensaios clinicos randomizados, mostraram a reducéo do
risco relativo apds FBM em comparagdo com grupos placebo, além da reducéo de dias com
MB nos grupos que receberam FBM em compara¢do a grupos placebo, assim como no estudo
de Bensadoun e Nair (2012), que mostraram reducédo de 4,38 dias com MB em pacientes que

receberam FBM. Os estudos citados foram, em sua maioria, realizado em pacientes adultos,
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sendo encontrado apenas um estudo de Cruz et al., 2007 que realizou essa andlise em
pacientes pediatricos.

Além da FBM, todos os pacientes receberam adequacéo bucal prévia, incluindo o uso
da solucdo de digluconato de clorexidina 0,12%, duas vezes ao dia. E descrito na literatura a
variacdo na incidéncia e gravidade de MB relacionada a higiene bucal; Pico et al. (1998) e
Recolons et al. (2006), relatam que ma condi¢do bucal prévia é relacionada a maior
incidéncia de MB. Aspecto também evidenciado no estudo de Curra (2016) que mostrou a
associacdo de gengivite severa com severidade de MB. Durante o tratamento também foi
associado o uso de bochechos diérios de cha de camomila, que é bastante conhecida pelo seu
potencial anti-inflamatdrio e antimicrobiano, que devido a alguns compostos como 0s
flavonoides, possui propriedades que auxiliam na cicatrizacdo das lesdes ulceradas (CURRA,
2016; CURRA et al., 2013; MARTINS et al., 2009; RAMOS-E-SILVA et al., 2006). A
utilizacdo dessas medidas é considerada um fator preventivo de MB e assim sua acao pode ter
influenciado nos quadros de MB estabelecidos ao longo de nosso estudo.

Quando se trata da possivel relacdo entre o tempo de depuracdo do MTX e sua relacao
com MB, os estudos sdo ainda mais escassos. Park e Shin (2016) realizaram esta analise em
pacientes oncopediatricos com diagnostico de osteossarcoma e demonstraram uma relacdo
positiva quando analisado graus 3 e 4 de MB, com necessidade de mais de 48 ou 72 horas
para a concentracdo sérica chegar a niveis ndo toxicos. Estes achados corroboram com nossas
analises; contudo, em nosso estudo foram analisadas as neoplasias mais comuns da infancia,
com tratamento baseado no uso de MTX em altas doses, e ndo apenas osteossarcoma.

A andlise do uso de MTX no tratamento de diferentes neoplasias pode ser um fator de
confusdo, pois em alguns tratamentos ele € utilizado como Unico quimioterapico, enquanto
gue em outros, é associado a outros antineoplasicos. Sendo assim, a analise de diferentes
neoplasias pode ser uma limitacdo importante considerando que nosso n para cada doencga nao
é semelhante e as doses e combinagdes variam bastante conforme o protocolo de cada
tratamento.

A metabolizacdo do MTX é realizada nas células hepaticas e acredita-se que essa a¢ao
possa causar danos a estas células, além de alteracdo nos niveis de TGO, TGP e BB, mas isso
ndo esta bem elucidado, pois esse aumento pode néo ter significado clinico (HOWARD et al.,
2016; CAMPBELL et al., 2016; MAGHODAM et al., 2015). Porém, em nosso estudo, foi
observada uma alteragdo significativa entre 0 aumento do nivel de BB e piores graus de MB

em pacientes pediatricos e ndo foram encontrados estudos que analisem esse efeito adverso
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com este marcador, na faixa etaria de 0 a 18 anos. Um fator limitante deste resultado em
nosso trabalho é ndo ter realizado a anélise de BB direta e indireta e sim BB total, o que pode
representar um fator de confusdo, pois a BB direta mostra realmente a quantidade de BB e
acucares formada pelo figado e liberada na bile, ja a indireta é a substancia formada no
momento da destruicdo dos globulos vermelhos no sangue, posteriormente levado ao figado e
por isso tem sua concentracdo maior no sangue, podendo se mostrar alterada quando existe
um problema com moléculas sanguineas, o que pode interferir na analise de pacientes
oncologicos, principalmente com quadro de leucemia (ROY-CHOWDHURY; JANSEN,
1996).

Um quadro hepético alterado também pode alterar a metabolizacdo do MTX e
prolongar a meia vida do MTX na corrente sanguinea, como apresentado por Liu et al. (2017);
Campbell et al. (2016) e Maghodam et al. (2015) , porém em nossas analises ndo houve
relacdo estatistica entre o tempo de depuracdo do MTX e os niveis de BB, acreditamos que €
necessario fazer a analise de BB direta e indireta, como citado anteriormente e também dos
niveis de TGO e TGP que podem ser mais fiéis quando analisado o dano hepatico.
Prolongado tempo com altos niveis de MTX na corrente sanguinea pode fazer com que seja
necessario reduzir as proximas doses deste quimioterapico e também pode piorar os efeitos
colaterais (FRANOVA et al., 2016; CAMPBELL et al., 2016; HOWARD et al., 2016).

Diversos estudos tém analisado a relacdo da metabolizagdo do MTX e seus efeitos
adversos com polimorfismos génicos. Em um estudo recente realizado por Liu et al. (2017),
em pacientes pediatricos com diagnostico de leucemia, foi realizada analise de efeitos
adversos associados a 12 polimorfismos e ao tempo de depuragdo, MB, toxicidade hepaética,
entre outros; ndo foi encontrada relacdo entre MB e algum dos polimorfismos analisados,
apenas pacientes com alguns polimorfismos especificos apresentaram piores resultados a
longo prazo e maior tempo de internacdo. Ja Serra e Hattinger (2016) também seguiram o
mesmo modelo de analise, em pacientes da mesma faixa etaria, porém com diagnostico de
osteossarcoma e observaram que alguns polimorfismos especificos estdo relacionados a maior
mielosupressdo; um polimorfismo da familia do gene ABCB1 esteve relacionado ao maior
tempo de depuracgéo, corroborando com o estudo de Liu et al. (2017) . Ndo foram realizadas
andlises de polimorfismos com MB nesse estudo. Apesar de cada vez mais estarem sendo
realizados estudos nessa area de polimorfismos, foi encontrado apenas um estudo na area
médica que relacionasse MTX, polimorfismos e MB (LIU et al., 2017), o que mostra a

necessidade de ampliar estudos nessa area para colaborar com a introducdo de protocolos
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preventivos a quimioterapia com objetivo de reduzir ou evitar MB e também conhecer 0s
polimorfismos relacionados a transcricdo de enzimas que realizam a metabolizacdo e
transporte de quimioterapicos.

A atencdo odontologica ao paciente oncologico pediatrico é de suma importancia, uma
vez que acarreta na melhor qualidade de vida e até na sobrevida dos pacientes. Sendo assim,
conhecer fatores de risco para incidéncia e agravamento de MB é fundamentalmente
relevante. Esse estudo demonstrou que o tempo de depuracao esta relacionado a dose recebida
pelo paciente e quanto maior for esse tempo, ha mais chance de o paciente apresentar lesdes
ulceradas de MB. Além disso, observou-se que a metabolizagdo do MTX pode interferir no
grau de MB apresentado pelo paciente, demonstrando que alteracdes hepéticas podem
interferir nessa questdo através da coleta de nivel sérico de BB, que pode ser utilizado
futuramente como um fator preditor de MB, podendo motivar a insercdo de protocolos
preventivos e individualizados para reduzir MB. Essas evidéncias ainda sdo muito escassas e
demonstram a necessidade de mais estudos acerca dessa relagdo de MB com tempo de
depuracdo de MTX, para assim poder orientar a necessidade de consultas preventivas e de

controle desses pacientes.
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6 CONCLUSAO

E de extrema importancia conhecer e buscar um adequado manejo dos diversos efeitos
adversos a quimioterapia, com objetivo de melhorar a qualidade de vida e proporcionar um
tratamento menos traumaético, ainda mais quando se trata de pacientes pediatricos.

Neste sentido esse trabalho ajuda a evidenciar possiveis fatores que podem ser
observados durante o tratamento quimioterapico com MTX para prevenir ou reduzir um dos
piores efeitos adversos do tratamento antioneoplasico: a MB. Baseando-se nos resultados
dessa pesquisa pudemos demonstrar que existe uma associagédo entre a dose de MTX recebida
durante o protocolo quimioterapico utilizado e o tempo necessario para que se atinjam niveis
séricos ndo toxicos ao paciente (0,2uM) e que quanto maior esse tempo, maior a chance de o
paciente desenvolver graus ulcerados de MB, que interferem no seu conforto e alimentacao.
Este resultado demonstra a necessidade de monitorar os niveis sericos de MTX, com objetivo
de predizer a possibilidade de desenvolver piores graus de MB, e podendo pensar em agdes
preventivas de controle e cicatrizacdo dessa manifestacao.

No que tange a metabolizacdo do MTX, conseguiu-se observar no estudo apresentado
que uma toxicidade hepatica pode estar representada pelos aumentos nos niveis de BB e esse
aumento esta relacionado com a maior chance de desenvolver graus 3 e 4 de MB. Isso mostra
a necessidade de monitorar enzimas hepaticas para que se possa atuar 0 quanto antes
possivel, evitando que o paciente tenha que ingerir apenas alimentos liquidos ou necessite de

nutricdo parenteral.
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ANEXO

Porto Alegre, 12 de Maio de 2017

Eu, Manoela Domingues Martins, como pesquisadora responsavel pelo projeto
“ESTUDO DA RELACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS CYP2C9 (*2rs1799853
e *3rs1057910) e ABCC2 (*rs717620) COM A SEVERIDADE DE MUCOSITE
BUCAL E EVOLUCAO CLINICA DE PACIENTES PEDIATRICOS” aprovado
pelo Comite de Etica em Pesquisa do HCPA, sob registro de n umero 14-0581,
declaro que autorizo a utilizaco das amostras coletadas no referido projeto para a
utilizacao das amostras coletadas no referido projeto para a utilizacao no projeto
“RELACAO DA METABOLIZACAO DO METOTREXATO COM O
DESENVOLVIMENTO DE MUCOSITE BUCAL EM  PACIENTES
ONCOLOGICOS PEDIATRICOS”.

Manoela Domingues Martins
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando a pessoa pela qual vocé € responsavel para participar,
como voluntario, da pesquisa “Estudo da relacdo entre os polimorfismos CYP2C9
(*2rs1799853 e *3rs1057910) e ABCC2 (*rs717620) com a severidade de mucosite
bucal e evolucédo clinica de pacientes pediatricos”. Apos ser esclarecido(a) sobre as
informacgdes a seguir e caso aceite que seu(sua) filho(a) faga parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa seu(sua) filho(a) ndo sera penalizado
de forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Justificativas

Durante o tratamento oncoldgico (quimioterapia e/ou radioterapia) € comum
observarmos uma série de efeitos adversos, como a mucosite bucal. Esta se
caracteriza por “feridas” na boca que podem causar desconforto, dor e até impedir a
ingestdo de liquidos e solidos de acordo com a sua severidade. Além disso, estas
lesbGes podem ser porta e entrada para infec¢des por fungos e bactérias. 70 a 100%
dos pacientes submetidos a este tratamento desenvolvem esta complicagao.
Atualmente acredita-se que o grau de severidade da mucosite esta associado a
variacbes em alguns genes que sao responsaveis por metabolizar e eliminar os
componentes do tratamento quimioterapico.

Sendo assim, este estudo ira associar dois genes (CYP2C9 (*2rs1799853 e
*3rs1057910) e ABCC2 (*rs717620)) com a severidade de mucosite bucal em
pacientes que estejam recebendo quimioterapia com metotrexato, ciclofosfamida ou
doxorrubicina.

Procedimentos do estudo

Se aceitar participar do estudo, sera realizada previamente ao tratamento
guimioterapico uma adequacéao bucal. Esta € uma consulta odontoloégica em que, se
0 paciente apresentar necessidade de tratamento (carie, tartaro, etc) o recebera. Ao
iniciar a quimioterapia, sera realizada uma coleta de sangue para assisténcia de
acordo com a rotina do tratamento. Neste momento serdo coletados 3mL
(equivalente a uma colher de café) de sangue a mais para a pesquisa. O paciente
que participar da pesquisa recebera 04 avaliagbes: no dia em que iniciar o
tratamento, 5, 10 e 15 dias apds o inicio do tratamento. Nestes dias o pesquisador
examinara a boca do paciente para ver se existe alguma leséo, e avaliara se este
esta sentindo dor na boca, se esta conseguindo comer e ingerir liquidos. Além disso,
serdo analisadas informacgdes clinicas contidas no prontuario do paciente. O nao
comparecimento a uma destas 04 avaliacbes implica na retirada do paciente do
estudo. Uma vez que o paciente apresente alguma lesdo de mucosite, ele recebera
o tratamento de laserterpia. O laser é aplicado na lesdo fazendo com que esta
cicatrize mais rapido. Além disso, em caso de apresentar algum problema dentario,
0 paciente recebera tratamento adequado para este.
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Beneficios, riscos e/ou desconfortos associados a participacédo no estudo

Como beneficio a participacdo desta pesquisa, 0 paciente recebera suporte
odontoldgico antes de iniciar o tratamento, e havendo necessidade durante o
tratamento. Em caso de mucosite bucal, o participante recebera aplicacdes de laser
como tratamento. No entanto, esta terapia é oferecida a todos os pacientes do
Servico de Oncologia Pediatrica (SOP) do HCPA, e o participante podera receber
mesmo que nao participe do estudo.

Os riscos relacionados a pesquisa sdo minimos, e se configuram por serem
inerentes aos procedimentos ja realizados assistencialmente, como a coleta de
sangue. Durante as consultas odontologicas e eventual tratamento dentario (quando
necessario) o paciente poderd relatar dor ou desconforto devido as lesdes
apresentadas, contudo estas serdo minimizadas de acordo com protocolos do
estudo.

Voluntariedade

A pessoa pela qual vocé é responsavel ndo é obrigada a participar deste
estudo e a recusa ou desisténcia de participacdo na pesquisa, no momento em que
desejar, ndo acarretardo qualquer penalidade.

Ressarcimento
N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo no estudo e o
participante ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Confidencialidade dos dados

Os pesquisadores se comprometem em manter a confidencialidade dos
dados de identificacdo pessoal dos participantes e os resultados serdo divulgados
de maneira agrupada, sem a identificacdo dos individuos que participaram do
estudo.

Esclarecimentos e contatos

Todas as duvidas poderdo ser esclarecidas antes e durante o curso da
pesquisa com a pesquisadora responsavel Manoela Domingues Martins e com a
pesquisadora Marina Curra no Departamento de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que fica na Rua Ramiro
Barcelos, 2492, 5°andar, sala 503, ou atraves do telefone 33085011, das 8h as 18h.

O Comité de Etica em Pesquisa também poderda ser contatado para
esclarecimento de duvidas, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone
33597640, das 8h as 17h, de segunda a sexta;

Declaro ter sido convenientemente esclarecido(a) e fui informado(a) que os
procedimentos a serem adotados respeitam as respectivas declaracbes e
resolucdes que rezam sobre 0 assunto.

Nome do participante

Assinatura (se aplicavel)




Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador

Assinatura
(aquele que conduziu o processo de consentimento)

Local e data:
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